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Influencia de las raices sobre las poblaciones fingicas del suelo. Efecto
rizoplano-rizosfera. Lic. Viviana Chiocchio Dpto de Ciencias Biolégicas.
Universidad de Buenos Aires. Agosto de 2000.

Resumen
El propésito de este estudio ha sido investigar el efecto de las raices de soja y
trigo sobre las comunidades fungicas del suelo de Pergamino, Provincia de Buenos
Aires.
Debido a la complejidad quimica y microbioldgica del ambiente de las raices varias
experiencias se hicieron con el objeto de comprender el efecto de estas sobre la
poblacién fungica del suelo:
a) aislamiento y enumeracion de los hongos del suelo. Poblaciones.
) colonizacion de las raices. Efecto rizdsfera-rizoplano.
) relaciones microbianas.
d) disponibilidad de nutrientes (exudados).
) efecto de los exudados sobre algunos aislamientos.

Influence of the roots on soil fungal population. Rhizoplane-rhizosphere effect.
Lic. Viviana Chiocchio Dpto de Ciencias Biolégicas. Universidad de Buenos
Aires. August 2000.

Summary
The aim of this work has been to study the effect of the soybean and wheat

roots on soil fungi population at Pergamino, Buenos Aires Province.
Because of the enormous complexity of the chemical and microbiological environment
of roots several experiences were necesary in order to understand root effect on soil
fungal population:
a) Isolation and enumeration of soil fungi.
b) Root colonization: rhizosphere-rhizoplane effect.
c) Microbial interrelationships
d)

)

e

Nutrient availability (exudates)
Effect of exudates on some fungal strains
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nzoplano-nzosfera. Lic. Viviana Chiocchio Dpto de Ciencias Biologicas.
Universidad de Buenos Aires. Agosto de 2000.

El proposito de este estudio ha sido investigar el efecto de las raices de soja y
trigo sobre las comunidades fangicas del suelo de Pergamino, Provincia de
Buenos Aires.

Debido a la complejidad quimica y microbiolégica del ambiente de las raices
varias experiencias se hicieron con el objeto de comprender el efecto de estas
sobre la poblacién fungica del suelo:

a) aislamiento y enumeracion de los hongos del suelo. Poblaciones.

b) colonizacién de las raices. Efecto nzésfera-rnizoplano.

c) relaciones microbianas.

d) disponibilidad de nutrientes (exudados).

e) efecto de los exudados sobre algunos aislamientos.

Influence of the roots on soil fungal population. Rhizoplane-rhizosphere effect.
Lic. Viviana Chiocchio Dpto de Ciencias Biolégicas. Universidad de Buenos
Aires. August 2000.

The aim of this work has been to study the effect of the soybean and wheat
roots on soil fungi population at Pergamino, Buenos Aires Province.

Because of the enormous complexity of the chemical and microbiological
environment of roots several experiences were necesary in order to understand
root effect on soil fungal population:

a) Isolation and enumeration of soil fungi.

b) Root colonization: rhizosphere-rhizoplane effect.

c) Microbial interrelationships

d) Nutnent availability (exudates)

e) Effect of exudates on some fungal strains
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Introduccion

a) EL SUELO Y SU AMBIENTE

El suelo, es el medio natural para el desarrollo de las plantas, en él habita
una comunidad diversa y compleja de algas, bacterias y hongos. Estos
microorganismos, junto con los virus y los componentes de la microfauna (amebas,
artrépodos, flagelados, nematodos y otros), forman la microbiota del suelo. Se
estima que existen unas 30.000 especies de bacterias y 1.500.000 de hongos, de
los que solo se han identificado 8% y 1% respectivamente.

Las particulas minerales y organicas, constituyentes de la fase sélida del
suelo, se asocian en agregados. En la superficie de las particulas, en el interior de
los agregados o asociados a las raices, los microorganismos, halian nichos
adecuados para desarrollarse. Este conjunto, queda asi inmerso en la atmosfera del
suelo y su solucién acuosa. Figura 1.

La actividad y la diversidad de la microbiota ademas de condicionar la
fertiidad del suelo, determinan la estabilidad y funcionamiento de ecosistemas
naturales y agroecosistemas. Se considera que, la diversidad microbiana es
esencial para garantizar los ciclos de los nutrientes y los fenémenos de
descomposicién de material vegetal en cualquier ecosistema terrestre. En un gramo
de suelo pueden existir decenas de millones de microorganismos, pero sin embargo,
la disponibilidad de nutrientes asimilables, en particular de sustratos carbonados
metabolizables, es baja. Por elio, la mayoria de los microorganismos suelen hallarse
inactivos desde el punto de vista fisiologico.

Cuando se introducen plantas en el sistema, la situacion de los
microorganismos cambia de forma drastica, ya que las plantas son las principales
proveedoras de sustratos energéticos al suelo.
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Fig. 1. El suelo como habitat de los microorganismos. Wollum(1998)

1. Hifas de micorrizas; 2. Raiz, 3. Hifa de hongos saprofiticos; 4. Arena; 5. Espora
de micorriza; 6. Hormiga; 7. Agua; 8. Arcilla; 9. Limo; 10. Protozoo ciliado; 11.
Nematode; 12. Protozoo flagelado; 13. Bacteria; 14. Materia organica; 15 Arcilla.




Introduccion

b) LA RIZOSFERA

El aflo 1984 marco el aniversario de tres notables eventos en el estudio de la
rizosfera. Hiltner, en 1904, (80 ailos antes), acuii6 el término “rizosfera”; Marton (50
afos antes) obtenia la primer micrografia electrénica de un especimen bioldgico en
el suelo y 21 afos antes, Jenny & Grossenbacher (1963) acuiaban la palabra
mucigel para la mezcla intima de los coloides del suelo, geles derivados de raices y
microorganismos en la interfase suelo-raiz.

Estudios con microscopia electrénica dieron tres modelos de ultraestructura
de la superficie de la raiz:

1) Scott et al. (1958) propusieron que el gel de la superficie de la raiz estaba
encerrado por una fina capa de cuticula. Mas tarde, trabajos con microscopia
electronica de barrido (SEM), mostraron que las bacterias sobre muchas raices
estaban encerradas por una membrana papiracea. Estas no fueron visualizadas
hasta que, esta membrana se removié por lisis microbiana o se rompi6 al prepararse
muestras para su observacion con SEM (microscopia electrénica de barrido).

Foster et al. (1983), encontraron esta membrana en raices de gimnospermas,
monocotiledoneas y dicotiledoneas tomadas del campo.

2) Jenny & Grossenbacher (1963) observaron que el gel no tenia un grosor
determinado sino que, se incrementaba levemente con la distancia desde la
superficie de la rafz y el limite externo se demostraba por tratamiento con particulas
de hierro coloidal. Elios confirmaron la observacién hecha por Scott et al. en 1958,
que dijeron que el gel estaba habitado por microorganismos; algunos de los cuales
también secretaban polisacaridos. Asi los geles de las ralces y los producidos por
microorganismos eran inseparables desde el punto de vista quimico vy
ultraestructural. Los autores que propusieron este modelo llamaron a este complejo

de geles provenientes de raices y microbios “mucigel”. Figura 2.
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Suelo —mp

Células epidérmicas y corticales
lisadas e invadidas por bacterias

Mucilago (producido por degradacion
bacteriana)

Mucilago (secretado por pelos
radiculares)

Mucigel (microorganismos con

mucilago de plantas y microbiano
excretado al suelo)

Mucilago (hidrolizado de polisacéaridos de
pared primaria)

Células desprendidas
de la cofia

§ Mucilago (secretado por
\ aparato de Golgi)

Cofia

Fig. 2. Corte longitudinal de raiz mostrando el origen de los materiales organicos

en la rizosfera. (Rovira et al., 1979).

3) En 1975, Leppard & Ramamoorthy postularon que la superficie de la raiz
produce microfibrillas finas y largas que hacen contacto con los minerales del suelo.
En algunos preparados estas microfibrillas parecen estar empaquetadas
densamente y orientadas. Haynes, en 1980, sugirié que estas pueden conducir los
iones desde la superficie mineral hasta el espacio libre de raices atravesando la

zona de los microorganismos que crecen en el rizoplano. La ultraestructura del
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rizoplano también mostré diferencias de acuerdo con el origen, la ontogenia y el
estado de desarrollo de la superficie de la raiz, asi como con las condiciones de
crecimiento y las técnicas utilizadas en la preparacion del material a estudiar.

Las diferentes clases de materiales liberados por las raices incluyen
secreciones poliméricas (mucilagos, enzimas), exudados solubles en agua
(azucares, aminodcidos, hormonas, etc), lisados y gases (CO,, etileno, terpenos),
variando en cantidad y tipo con la distancia desde el apice radicular.

Se ha calculado que 12 a 18% de todo el carbono fijado fotosintéticamente
pasa al suelo y proviene de raices sanas en cereales (Barber & Martin, 1976). La
cantidad total de toda la materia organica , detritos celulares, exudados y liberados
dentro del suelo ha sido estimado aproximadamente en 50-100 mg/gramo de raices
por dia para algunas plantas (Foster et al, 1983) y estan regulados por muitiples
factores (Hale et al., 1981).

La liberacion de mucilagos domina en la zona de la cofia, en la zona de
extension y en la zona de pelos radiculares, donde tambien se liberan exudados
solubles. La muerte de células corticales y epidérmicas por encima de la zona de
pelos radicales aumenta la cantidad de lisados en la rizosfera. Todas las sustancias
difunden a diferentes distancias en el suelo adyacente.

Las rizosferas tratadas histoquimicamente para observaciones con TEM
(microscopla electronica de transmision) y SEM (microscopia electrénica de barrido)
mostraron una zona gelificada densa y homogenea, donde el espesor depende de
la parte de la ralz examinada.

En raices viejas esta zona es colonizada por numerosas bacterias. Este gel
no es removido por lavado y es por eso la capa que usualmente se estudia con
microscopio optico (LM) y SEM utilizandose como modelo en estudios de la
rizosfera. Solo la sonicacién, lisis enzimatica o agitacién con esferas de vidrio logra
remover esta capa de gel y los microorganismos que contienen. Esta capa es
considerada morfolégicamente el rizoplano. Esta rodeada por una zona menos

densa que difunde hacia la estructura del suelo y retiene el suelo adherido sobre las
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raices. Estudios con TEM y SEM mostraron que esta zona se extiende a menos que

100 um desde la superficie de la raiz.

Tan & Nopamornbodi, en 1981, comprobaron que habia un cambio en la

concentracion de iones de Ca y P en los primeros de 400 um desde la superficie de

la raiz. Tanto los modelos teéricos como las técnicas de plaqueo tradicionales

muestran que la poblacién de bacterias en la rizosfera es de alrededor de 1/10 de

la del rizoplano. Esta zona se distingue microbiolégica e histoquimicamente, mide

10-400 um desde la superficie de la raiz. Puede ser descripta como rizosfera

interna. Figura 3.

Cilindro
Vascular

Protofloema

Corteza

Epidermis

Cofia

[ 2000
) Rizosfera Rizosfera
Rizoplano interna externa
>« >
10 400 1000 3000 um
I Limite de difusién
de exudados
solubles en agua
1000 L
Limite de detectabilidad de
gases difusibles
Meristema
Oum

Fig. 3. Corte longitudinal de raiz. Zonas de la rizosfera. Esau (1982).




Introduccion

El nimero de microorganismos alcanza el maximo a 1000 um desde la
superficie radicular, este es probablemente el limite de difusion de los exudados
solubles en agua. Algunos patégenos pueden detectar raices a 3 mm de distancia;
este es el limite externo de detectabilidad de gases difusibles de raices. La zona
entre 400 - 3000 um se definid como rizosfera externa.

Las proporciones relativas de gases, sustancias solubles en agua y
materiales poliméricos liberados por las raices varia con la edad de la superficie
radicular, el ancho del rizoplano y la estructura de la rizosfera interna y externa.
Varia también con la distancia al apice radicular.

La cubierta microbiana estudiada con TEM, ha arrojado valores de 120-160
x10'° bacterias por cm’ de rizoplano y los exudados liberados soportarian 40-100
mg bacterias / mg de raices (2x10'" bacterias por mg de una raiz de 400 um de
diametro).

La cubierta bacteriana medida con LM es del orden del 7%, dependiendo de
las especies de plantas (Sarkar et al., 1979). Van Vuurde et al. (1979 a, b)
encontraron que la cubierta de actinomicetes y hongos varia de 2 — 26% y de 2 —
4% dependiendo de la edad de la rafz (con un maximo a los 9 dias). Por otra parte
Bowen & Theodorou (1973) mostraron que la cubierta microbiana varia al 10%
después de 21 dias y al 37% después de 90 dias. Estudios realizados con LM
muestran que los microorganismos
no estan distribuidos aleatoriamente sobre la superficie de la raiz; la mayoria de
bacterias y hongos estan confinados a los espacios entre las células rizodérmicas.

Klioepper et al. (1992) proponen eliminar el uso del término, endorrizosfera,
tanto para describir un nicho ecolégico como adjetivo para la descripcion de los
microorganismos que viven dentro de ese nicho. Ellos sugieren seguir usando el
término rizosfera y rizoplano para describir los nichos y los microorganismos que
ocupan nichos externos a las raices, mientras que para los microorganismos
encontrados dentro de las raices podrian referirse como colonizadores internos de

raices o especificamente colonizadores corticales o vasculares. Estos
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microorganismos pueden ser llamados también endofitos o microorganismos

endorricicos.

¢) ESTIMULACION DE LOS MICROORGANISMOS POR LA RIZOSFERA

El suministro de compuestos organicos a la rizosfera es de entre 50 y 100
mg. de materia organica seca por gramo de raiz. En contrapartida, los
microorganismos desarrollan en la rizosfera actividades metabdlicas de las que se
benefician las plantas. El conjunto de interacciones que se establecen recibe el
nombre de efecto rizosférico.

La estimulacién de los microorganismos por la rizosfera, en virtud del efecto
rizosferico se cuantifica en términos de la relacion R/S, o sea, el cociente entre el
numero de microorganismos presentes en el suelo rizosférico y los que viven en
zona libre de raices, en zonas proximas a la planta. Este efecto comienza a
manifestarse después de la germinacion de las semillas, para alcanzar su maximo
durante la floracion y fructificacion. En la senescencia de la planta, el efecto
decrece en forma acelerada.

Las poblaciones de microorganismos en la rizosfera alcanzan 10° células por
centimetro cuibico, densidad que resulta unas 10 a 1000 veces mayor que la del
suelo no rizosférico. Figura 4.

Estudios realizados por Peterson (1958) en Canada pusieron en evidencia
que la edad de ia planta y el tipo de suelo influyen la naturaleza de la biota fingica
asociada a sus raices. A su vez en Inglaterra, Pugh (1963) comparé en el litoral
maritimo los hongos asociados a suelos de duna y de pantano; el resultado de este
estudio: un numero mayor de aislamientos en las dunas, siendo esta diferencia mas
cuantitativa que cualitativa.

Los estudios sobre ralces de cebada, col y habas enanas durante los
primeros 10 dias de crecimiento indicaron que la colonizacién inicial puede ser

realizada por una amplia variedad de hongos de suelo, pero esta mezcla de
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poblaciones deriva rdpidamente a una micobiota tipica y estable de la superficie
radicular formada por Fusarium, Cylindrocarpon radicicola y especies de Gliocladium

y Penicillium.

29

Una plantula comienza a enraizar

/

Primer efecto: Activacién de los
microorganismos del suelo para
crecer en torno a las raices

Efecto de los microorganismos:
Mejoran la nutricion y salud de la
planta

A
Naturaleza de las comunicaciones: Consecuencia: Se desarrollan
se produce un “dialogo” mediante interfaces entre particulas de suelo y
sefiales quimicas y bioquimicas entre ralces que afectan a los
los microbios y las plantas microorganismos

Interacciones: las ralces,

microorganismos y constituyentes del
suelo interactuan

Fig. 4. Efecto rizosférico. Barea (1998).
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Parkinson & Thomas (1965) realizaron estudios de poblaciones fungicas
comparando suelo rizosférico y no rizosférico de porotos enanos. Usaron tres
técnicas: dilucién de suelo con siembra, siembra de suelo, y lavado de suelo
sembrando posteriormente las particulas en medio nutritivo. Esta ultima técnica dio
una evaluacion mas acabada de los hongos activos en la rizosfera.

Esta técnica mostrd, pequenas pero consistentes diferencias, entre ambos
suelos. En suelos rizosféricos fueron comunes las siguientes especies: Fusarium
spp., Mucor spp., Cylindrocarpon radicicola, formas estériles, Varicosporium elatum
y Humicola grisea; en suelos no rizosféricos estuvo presente Trichoderma viride.

Lee & Baker (1973) estudiando la rizosfera de raices de Rhizophora mangle,
en Oahu, Hawaii, notd una marcada accién de las raices, aumentando el numero
de hongos en la rizosfera con respecto al suelo salino circundante. Del total de los
aislamientos el 87.7% correspondié a imperfectos, y el resto a Ascomycetes y
Phycomycetes. Dentro de los imperfectos, el 31.5% fueron comunes al rizoplano y
rizosfera y el 23.7% fueron comunes al rizoplano y al macerado de tejido radicular.

Rovira & Davey (1974) encontraron que tipicamente el 4-10% del rizoplano
esta cubierto por microbios de suelo; sin embargo este valor es mucho mas alto si
las raices estan involucradas en asociaciones simbitticas directas como las
micorrizas.

Hay relativamente pocos microbios sobre la cofia de la raiz y en la zona de
elongacion, siendo la zona de pelos radiculares la que esta mas densamente
poblada.

Dentro de los microorganismos que colonizan el rizoplano y la rizosfera, las
bacterias gram negativas son las mas comunes, mientras que las coliformes pueden
ser importantes durante el desarrolio de raices (Campbell, 1985). De las gram
negativas la mas destacada es Pseudomonas fluorescens.

Los hongos se presentan en menor importancia debido probablemente a que
el tamafio de los poros del suelo le impiden aproximarse a la rafz. Los grandes

poros tienden a ser las rutas preferidas para los pelos radiculares y la difusién de
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exudados de raices y mucilagos los cuales proveen sustrato para las bacterias de
la rizosfera.

Desde el punto de vista ecoldgico es mas importante la actividad microbiana
que el numero de microorganismos.

Bowen & Rovira en 1973, estudiando el rizoplano de pino, encontraron que el
crecimiento microbiano ( medido como el tiempo de generacién ) de Pseudomonas
fue mas alto en la rizosfera (5 horas) que en el volumen de suelo circundante (3
dias).

d) MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DE LA RAIZ

Los sistemas de raices se extienden a través del suelo por division y
elongacién de células del extremo apical o cercanas a él.

Los meristemas apicales estan protegidos por la cofia, la cual controla la
curvatura geotrépica de la raiz. Los apices radiculares estan cubiertos por
mucilagos (polisacaridos muy hidratados-sustancias pécticas) secretados por las
células externas de la cofia (Esau, 1982).

Por debajo de la caliptra esta la zona de la raiz donde se produce la division
celular (zona meristematica), a continuacién se encuentra la zona de elongacion y
diferenciacién previo a la maduracién y por ultimo el desarrollo de los pelos
radiculares. La extensién de los ejes principales de |a raiz y de los laterales a través
del suelo, sigue un esquema similar. Figura 3.

Los sistemas de raices varian en su morfologia, longevidad, actividad y
composicién como un resultado de las diferencias ambientales y de las especies de
plantas. Su funcién esta relacionada con el abastecimiento de agua y de nutrientes
minerales y con el anclaje de la planta al suelo. Casi todos los sistemas de raices
tienen como requerimiento obligado condiciones aerébicas en el ambiente del suelo.

El crecimiento de las raices contribuye a la mayoria de las propiedades

fisicas del suelo. La velocidad con la que penetran en el suelo varia con la planta y
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con las condiciones ambientales. En general se considera que crece unos pocos
centimetros por dia en los ejes principales; y un porcentaje algo mas bajo en las
raices laterales. Al penetrar en el suelo, desplazan a las particulas y comprimen el
suelo circundante a la raiz. Las arcillas minerales y en general, las particulas del
suelo suelen orientarse con su eje menor paralelas al eje radicular. Esta disposicién
determina una zona diferente alrededor de la raiz disminuyendo el paso del agua,
nutrientes, microbios y microfauna. Debido a esto |la materia organica liberada por
las raices puede acumularse en el suelo cercano a la raiz.

El régimen del potencial agua de la rizosfera es muy diferente del resto del
suelo, siendo generalmente mas bajo el primero; esto causa un flujo neto de agua
hacia las raices estableciéndose un gradiente de nutrientes a través de la rizosfera.

El pH, varfa mucho como resultado de la liberacion de carbono desde las
raices y la toma selectiva de iones desde la solucién del sueio.

Las plantas acttan como una bomba, fijando C de la atmésfera y
entregandola al suelo como exudados de las raices.

A pesar de esto, las concentraciones de carbono disponible alrededor de las
raices no son particulamente altas, ya que, los microorganismos lo incorporan
rdpidamente. La toma selectiva de iones por las raices desde la solucién del suelo,
provoca el agotamiento de algunos iones en la rizosfera mientras que otros que no
son absorbidos tienden a acumularse.

La absorcién de nutrientes por la planta a través de las raices esta
influenciada por la interacciébn con los microorganismos que influyen en la
morfologia y fisiologia de la raiz, (en equilibrio con los nutrientes, a traves de
cambios de pH y de potencial redox), en la quimica del suelo (a través de cambios
en la mineralizacién) y temporalmente, en la competencia por nutrientes (en
especial a través del bloqueo del rizoplano) y la formacion de asociaciones

simbiéticas (por ejemplo micorrizas, nédulos en raices) Nye & Tinker (1977).
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e) ESTABILIDAD DE LOS AGREGADOS EN EL SUELO

Los suelos de pastura contienen una biomasa de raices mas grande que los
suelos arados en virtud de la naturaleza perenne de las plantas. Consecuentemente
su biomasa microbiana es al menos el doble que las de los suelos arables (Adams
et al, 1981; Jenkinson et al, 1980; Lynch et al, 1980).

En cultivos de siembra directa, la proliferacion de raices en las capas
superficiales (5cm de profundidad) de suelo es mayor que la de cultivos sembrados
después del laboreo. En consecuencia, |a biomasa microbiana resulta mas grande
en estos suelos.

La labranza no puede cambiar la actividad biol6gica total del suelo pero ésta
probablemente altera su distribucion en el perfil.

La estabilidad de los agregados del suelo incrementan con la biomasa
(Lynch, 1981), sin embargo, la relacion entre biomasa y efecto estabilizante
depende de los microorganismos presentes.

En estudios realizados sobre el efecto de raices sobre la estabilidad de los
agregados del suelo, pocos intentos han sido hechos para distinguir entre los
efectos de las raices por si mismas y de los asociados a la biomasa microbiana.

Tisdall y Oades (1979) sugirieron que las AM son responsables de un
incremento en la estabilidad de los agregados asociados con el crecimiento de las
raices de ryegrass (Lolium multiflorum).

En un modelo simple de agregacion, Fletcher et al. en 1980 mostraron que
las bacterias y particulas de arcillas, en los poros finos de los agregados, proveen
una accion cementante, con los biopolimeros producidos. La interaccién de cargas
se debe a la neutralizacion de las cargas negativas netas de las superficies de las
arcillas, y de las bacterias por puentes con iones bivalentes metalicos.

Tisdall y Oades (1982) clasificaron la organizacion de los agregados de

acuerdo al tamano de este:
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- raices e hifas (200 um), detritos de plantas y hongos incrustados con sustancias
inorganicas (20 um), detritos microbianos y fungicos incrustados con sustancias
inorganicas (2 um) y aluminosilicatos, éxidos y polimeros organicos adsorbidos a la
superficie de las arcillas y uniones electrostaticas floculadas (0.2 um).

Quimicamente los agentes de union pueden ser clasificados como transitorios
(principaimente polisacaridos), temporarios (raices e hifas fungicas) y persistentes
(componentes aromaticos resistentes asociados con cationes de metal polivalentes

y polimeros fuertemente adsorbidos).

f) COLONIZACION DE LAS RAICES POR LOS MICROORGANISMOS

Por el uso de diferentes técnicas de lavado de raices (Harley & Waid, 1955a),
demostraron que las asociaciones microbianas presentes en y entre las células de
la corteza, difieren cualitativamente de las que se encuentran en la superficie de la
ralz, y a su vez difieren de las de la rizosfera de suelo (Zagallo & Katznelson, 1957).

Si esto es asf, hay un “continuum” en la poblacién microbiana en direccién
radial desde las raices que abre la posibilidad del establecimiento de diferentes
comunidades en la rizosfera del suelo. Hay una gran cubierta microbiana continua.

En cambio, las observaciones indican l|la presencia de numerosas
comunidades pequefias 0 microcomunidades que pueden estar fisiolégicamente
relacionadas.

Esto no pudo ser confirmado por microscopia ni por cultivos, ya que estos se
hicieron a partir de aislamientos en medio artificial usando trozos pequefios de
raices del orden de algunos milimetros o centimetros.

Las raices son colonizadas desde el suelo, desde las semillas o por la
extension de microorganismos a lo largo de la raiz (Parkinson et al., 1963; Bowen &
Rovira, 1976), en los patégenos de raiz se encontraron evidencias de conexién
entre plantas de un cultivo o con cultivos anteriores a través de la raliz o restos de
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ellas (Slater; 1978, Newman et al.; 1981) en las MA y algunos sapréfitos (Newman
et al., 1981; Parkinson et al., 1963).

Newman (1985) determiné la pequefa distancia existente entre las raices,
muertas o vivas e hipotetiz6 una cerrada conexion entre raices vecinas,
especialmente con respecto a la flora fungica. Ademas, de los estudios que realiz6
sobre rizodeposicién, hongos y bacterias de rizosfera, densidad y descomposicién
de raices, concluyé que los hongos aislados de la superficie de una raiz viva
pueden ser dependiente de un sustrato de carbonado, que no proviene de ella sino
de otra raiz muerta que se encuentra a unos pocos mm de distancia. Esto confirma
la distribucion espacial y temporal de los microorganismos sobre las raices.

Los microorganismos asociados a las raices dependen del tipo de suelo
(Trolldenier, 1971), del estado nutricional de la planta (Van Vuurde, 1979%), la
humedad, (Thornton, 1965) y materia organica de suelo (Newman et al.; 1981), la
temperatura (Rouatt et al., 1963) y la luz suplementada a las plantas (Harley &
Waid, 1955a).

Los microorganismos saprobios de la rizosfera son ademas dependientes de
otros componentes intrinsecos de la rizosfera, como la infeccion de raices por
patégenos (Beute & Lockwood, 1968), las micorrizas (Rambelli, 1973) y Rhizobium
(Elkan, 1962).

La respuesta diferencial de los microorganismos a las especies de plantas ha
sido demostrado por muchos patégenos de raices y organismos simbioticos de
raices. Para los saprobios la influencia es menos obvia y también mas dificultosa de
imponer.

Hay evidencias en suelos arados (Schroth & Hancock, 1981; Jenkinson,
1977), en suelos de bosque (Gadgil & Gadgil, 1975) y en estudios de laboratorios
(Stenton, 1958; Reid & Goss, 1982) que la cantidad total de C transformada en
materia organica del suelo es mas pequefia en suelos con vegetacion que en suelos

bajo barbecho. Esta descomposicion la realizan los microorganismos.
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Estudios de laboratorio mostraron que la disminucién observada en la tasa
de descomposicién fue mas grande cuando la masa de raices era menor. Esto hizo
pensar en que los productos gaseosos eran los responsables de esto. La formacién
de etileno por parte de las raices disminuye la actividad fungica y actuaria sobre
los hongos que son los principales descomponedores de M.O. insoluble.

La capacidad de los microorganismos del suelo para sintetizar varios
metabolitos es considerado como uno de los mas importantes factores de fertilidad
de suelos, estos metabolitos influyen en la formacion de asociaciones entre los
microorganismos de la rizosfera.

La rizosfera contiene acerca de 10° hongos, 107 actinomycetes 10° bacterias
y 10° protozoos por gramo de suelo.

La mayoria de los hongos que crecen en el suelo de la rizosfera y el
rizoplano estan distribuidos ampliamente en el suelo. Un pequefio numero crece en
el rizoplano y estd confinado a este habitat. Forman un grupo ecolégico separado
de especies saprofiticas o habitantes parasiticos de raices débiles.

Los hongos habitantes del suelo incluyen especies comunes del género
Fusarium, Penicillium, Gliocladium, Mucor y Mortierella que son encontrados sobre
todo tipo de detritos de plantas caidos en el suelo. Las levaduras tambien se aislan
de rizosfera y algunas cepas de Crytococcus terreus y pueden ser consideradas
habitantes normales del suelo, aunque sus relaciones ecoldgicas son inciertas.(Last
& Price, 1969).

Los hongos presentes en las raices incluyen micelios estériles. Son
frecuentes sobre las raices de pasturas, cereales y plantas lefosas (Harley & Waid,
19552, Gadgil, 1965).

No todos los hongos rizosféricos colonizan el rizoplano. Las especies
Trichothecium roseum, Trichocladium asperum, Papulospora sp., Stysanus
stemonitis (Doratomyces stemonitis), algunas especies de Penicillium y algunos

hongos mucoraceos fueron raros o estuvieron ausentes de la superficie de las
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raices, Dix (1964). Los hongos de la rizosfera y del rizoplano son dos comunidades
distintas con muchas especies en comuan.

El efecto rizosfera tiende a decrecer con el incremento de la profundidad en
el suelo. En tabaco (Nicotiana tabacum), Timonin & Lochhead (1948) recuperaron
solo 4000 hongos por gramo de suelo rizosférico a una profundidad entre 25-28 cm
y 550.000 por gramo a profundidades entre 0-12.7 cm. Esto, junto con la tendencia
de las raices por ser mas numerosas cerca de la superficie del suelo, muestra que
el efecto rizosfera es esencialmente un fenébmeno de las capas superficiales del

suelo.

g) PRODUCCION DE EXUDADOS POR LAS RAICES

Durante muchos afnos se estimé los componentes organicos liberados desde
las raices, utilizando plantas que crecian en condiciones axénicas con solucién
nutritiva. Se comprobd que los fotosintatos exudados constituyen del 0.1 al 0.9% del
total de los fotosintatos producidos por las plantas.

Rovira & Mc Dougall (1965, 1967) usando soluciones hidropénicas y cultivos
axénicos de trigo encontraron valores de 0.1-0.4%. Barber & Gunn (1974)
mostraron que 5-9% del peso total de las plantas se liberaron como exudados en
medio liquido y al usar esferas de vidrio como soporte liberaron azucares y
aminoacidos equivalentes a valores que van del 5 a 9% de la fotosintesis total.

El contacto entre las raices y las esferas produjeron una estimulacion
mecanica que incrementoé la exudacién. Ademas hubo diferencias cualitativas con el
control en la cantidad de aminoacidos.

Barber & Martin (1976) observaron que los exudados de trigo y cebada
alcanzaban entre 7-13% del peso seco total de las plantas, en suelo estéril. En

suelo no estéril los exudados radiculares aumentaron a 19-25%.
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Otros valores fueron encontrados por Martin (1977) y Sauerbeck & Johnen
(1977). Observaron que el C liberado a través de las raices que crecian en suelo
ascendié a un 20% del total de materia seca de lo fijado por fotosintesis.

Martin (1977) concluyé que el 39% del C traslocado a las raices fue liberado
en el suelo, atribuyendo esto a la lisis de las paredes celulares de las raices mas
que a la exudacion a traveés de las células intactas.

Los componentes carbonados y nitrogenados exudados por las raices de las
plantas indudablemente sirven como nutrientes para la flora del rizoplano y la
rizosfera. El sitio, naturaleza y cantidad de estos determinara la colonizacién
microbiana en la raiz (Bowen & Rovira, 1976; Hodge & Millard, 1998).

Newman & Watson (1977) desarrollaron un modelo matematico que permitié
predecir los efectos de los cambios en el agua del suelo, densidad de raices,
exudacion de raices, poblacibn microbiana inicial y la respuesta de
microorganismos a distintas concentraciones de sustratos y a diferentes distancias
desde la superficie de la raiz.

Newman et al. (1979) estudiaron la abundancia de hongos, bacterias y
micorrizas sobre la superficie de raices de 4 especies (Anthoxanthum odoratum,
Lolium multiflorum var perenne, Plantago lanceolata y Trifolium repens), haciéndolas
crecer solas y en mezclas de 2 especies, en invernadero, en macetas y en el
campo. La abundancia de los 3 grupos microbianos fue afectada significativamente
por la presencia de las especies de las plantas. Se observaron los siguientes
resultados: los valores de abundancia de hongos aislados en los casos en que
habla dos especies diferentes tuvieron valores intermedios con respecto a los
valores de monocultivos. Otros resultados evidenciaron la exudacion de algun
compuesto que inhibe el crecimiento de hongos micorricicos en plantas vecinas y en
estos casos se observaron cambios en la abundancia de bacterias. Las variaciones
estuvieron correlacionadas con cambios en la concentracion de N en la planta
hospedante. La competicion entre las plantas alterarfa el “status” nutritivo,

influenciando la exudacion y el crecimiento microbiano.
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Los polisacaridos bacterianos estan activamente involucrados en el
metabolismo del resto de los microorganismos del suelo y son usados por ellos para
suplementar parte del requerimiento energeético.

Las transformaciones microbianas de polisacaridos bacterianos en el suelo
estan acompanadas por la formacion de cantidades considerables oligosacaridos,
los cuales son parciaimente utilizados por la biota del suelo y parcialmente lavados
del horizonte donde se producen.

El enriquecimiento del suelo con polisacaridos bacterianos inducen cambios
en la estructura de la cenosis microbiana, activa los procesos de mineralizacién e
incrementa la actividad metabdlica de la microflora del suelo.

Jackson (1957), Rovira (1959, 1991) y Schroth & Snyder (1961) demostraron
que los exudados estimularon la germinacion de esporas fungicas en el suelo. En
efecto, hubo mas esporas germinadas cuando los propagulos estuvieron en
contacto con raices o exudados radiculares.

Benizri et al. (1995), simularon la rizosfera haciendo crecer las plantulas de
maiz en condiciones hidropénicas y asépticas para evitar la complejidad del
ambiente del suelo. Los exudados que contienen C y N indujeron la germinacion de
Fusarium graminearum; demostrandose que los exudados contenian factores que
estimulaban la germinacién de las esporas de este hongo. Encontraron una
correlacion directa entre esporas germinadas y la inhibicién inducida por inoculacion
de una cepa de Pseudomonas. (Elad & Baker, 1985; Simeoni et al., 1987). Esta
bacteria fue efectiva como protectora y produjo compuestos antifungicos.

Hepper & Jakobsen (1983) trabajando con centeno encontraron que las
raices producfan lisina y glicina que estimulaban el crecimiento de Glomus
caledonium.

Pearson & Parkinson (1961) y Schroth & Snyder (1961) encontraron que los
exudados reaccionaban con ninhidrina y nitrato de plata en los apices y en la zona
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de elongacién de las raices de las plantulas de habas (Vicia faba) y porotos
(Phaseolus vulgaris) que en la zona vieja de las raices.

En cambio, Mc Dougall (1968) encontr6 mas exudacién de componentes
marcados con C' en la zona de raices laterales de trigo que de la regién de los
apices.

Bowen (1968) trabajando en plantulas de Pinus radiata observé que la
pérdida mas grande de CI*® ocurri6 en la regién apical de las raices.

En condiciones de campo, se observé la degeneracion de células corticales
de raices (Waid, 1974). Estudios posteriores, empleando microscopia electronica,
pusieron en evidencia la invasion extensiva y degradacién de los tejidos
epidérmicos y corticales de las raices por la microflora del suelo (Greaves &
Darbyshire, 1975; Old & Nicholson, 1975; Foster & Rovira, 1976). Sin embargo no
hubo indicaciones de que la pérdida de la corteza fue el resultado de la invasion

microbiana.

g1 ) Clasificacién de las sustancias liberadas por las raices

Hale et al. (1981) basandose en estudios de Rovira et al. (1979), dio la
siguiente clasificacién:
exudados radiculares: metabolitos quimicos y elaborados liberados a la
superficie de la raiz o al ambiente radicular
exudacién radicular. proceso que involucra numerosas vias y mecanismos
bioquimicos.
Filtrados (leakages): componentes de bajo peso molecular que difunden dentro
del apoplasto y via el apoplasto y son movidos a la superficie de la raiz o salen
directamente de células corticales o epidérmicas.
Secreciones: componentes que atraviesan las barreras de membranas con gasto

de energia.
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Mucilagos: hay cuatro fuentes de materiales organicos que contribuyen a la

materia organica rizosférica:

i) originados en células de la cofia de la raiz y secretados por cuerpos de
Golgi.
ii) polisacdridos hidrolizados de la pared celular primaria de la
epidermis y las células que se desprenden de la cofia de la raiz.
iii) secretados por células epidérmicas con pared primaria, incluidos
los pelos radiculares.
iv) degradacion de las paredes bacterianas.

Componentes de bajo peso molecular liberados por raices que son volatiles a la

temperatura y presiéon normal.

Todos estos compuestos se ven aumentados por la presencia de

microorganismos radiculares (Barber & Martin, 1976; Prikryl & Vanéura, 1980),

debido a danos fisicos en el tejido cortical o a la liberacion de metabolitos por los

microorganismos que afectan la fisiologia de la ralz, incrementando la exudacion.

g2) Métodos de coleccion y analisis

Los métodos generalmente utilizados, pueden dividirse en tres grupos:

a) Plantas que crecen en agua estéril 0 solucion nutritiva. Los solutos de la
solucion se consideran como liberadas por las raices.

b) Plantas que crecen sobre sustratos sélidos (suelo, arena o suelo
simulado). El lavado o lixiviado de las raices y el sustrato se analizan por

cromatografias y procedimientos bioquimicos.
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c) Plantas crecen en el suelo u otro sustrato sélido y la parte aérea es
expuesta a isétopos radioactivos. EI material radioactivo liberado
posteriormente por las raices se detecta en los sustratos lixiviados.

Jones & Darrah (1993) encontraron que las plantas de maiz que crecieron en

un cultivo estatico de solucion estéril, donde se acumulan exudados, liberaron 8
veces menos compuestos carbonados que las plantas que crecen en una solucién
que es reemplazada diariamente. Los modelos de simulacién demostraron que los
patrones de acumulacién y las concentraciones finales de equilibrio dependieron de
la velocidad de exudacion, la distribucién de la exudacion, volumen de la solucion,
rango de crecimiento de raices y la presencia de poblaciones microbianas.

También es conocido que una plantula en condiciones axénicas y en cultivo
hidropénico satura su nivel de exudacion. Por consiguiente, para lograr activar este
mecanismo se requiere la renovacién del medio por agregado de medio fresco.
(Prikryl & Van¢ura, 1980). En estas condiciones, al cabo de 12 dias, la cantidad de
exudados colectado representé el 50% del peso seco de las raices y el 12% del
peso seco de la planta entera.

La remocién diaria de la solucién nutritiva duplica ademas la exudacion de
los compuestos fendlicos mostrando que la exudacion fendlica depende de la

concentracion externa y de la reabsorcion de estos compuestos.

h) BALANCE DE LOS DISTINTOS COMPUESTOS EN EL SUELO

Rovira (1965a) fue esencialmente el encargado de reunir en tablas los datos
obtenidos por él y otros investigadores.

Las plantas en cultivos no-biéticos y asépticos exudan material que no puede
ser siempre distinguido de las sustancias originadas a partir de pelos radiculares
desprendidos y de células de la cofia radicular.

Un problema comun al evaluar los componentes exudados cuantitativamente

es la falta de una expresion estandarizada para ellos. Se ha dado informacién en
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términos de mg o ugr / planta, pugr / unidad peso seco raiz; % total del material
(azucares reducidos, aminoacidos, etc.) o numero e intensidad de manchas sobre

los cromatogramas.

h1) Sustancias carbonadas y nitrogenadas

i) Ciclo del carbono

La glucosa y fructosa son los carbohidratos mas mencionados en los trabajos
sobre exudados radiculares.

Cuantitativamente, los azucares especificos en exudados de raices de dos
especies de plantas bajo las mismas condiciones de cultivo puede ser similar o
puede variar considerablemente como ocurre por ejemplo con la cebada y el trigo
(Van&ura, 1964).

En trigo, Van&ura (1964) encontré cantidades considerables de
oligosacdéridos, glucosa, arabinosa + fructosa, xilosa y ramnosa; mientras que en
cebada no hubo valores altos de glucosa y ramnosa pero si de galactosa.

Moghimi et al. (1978 b), empleando técnicas cromatograficas determind que
el acido 2 cetoglucdnico fue el unico acido organico presente producto de la accién
microbiana sobre la glucosa.

Las plantas de avena y arvejas produjeron glucosa y fructosa durante los
primeros diez dias de crecimiento. Luego, los azucares no se detectaron en de los
exudados radiculares, indicando una reabsorcion o sintesis de oligosacaridos a
partir de los azucares originales.

Se ha postulado que el vector primario para la perdida de C desde las ralces
recién formadas es por difusién pasiva desde las células epidérmicas o via el
apoplasto y difusién por los espacios libres dentro del suelo (Curl & Truelove, 1986).

Para el potencial agua, >140 Kda, los compuestos carbonados se pierden a
través del plasmalema y la pared celular de células radiculares de soja (Meiners et
al., 1991).

Virtanen et al. (1936) encontraron que la lisina y el acido aspartico excretado
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asepticas del cultivo no fueron mantenidas estrictamente, las bacterias liberaron
componentes amino por sintesis o por descomposicion de células radiculares o
fragmentos desprendidos.

La zona de estimulacion de las poblaciones microbianas en la rizosfera esta
determinada por la extension a la cual el carbono rizodepositado difunde a través
del suelo. Este sistema fue modelado por Newman & Watson (1977), donde los
microorganismos, particularmente los heterétrofos, aumentan su densidad.

Aproximadamente la mitad del Carbono organico en el suelo, se encuentra
formando parte de estructuras aromaticas, el 20% esta asociado con nitrégeno y el
30% restante esta dividido en hidratos de carbono sencillos (degradables) y acido

fatico. Figura 5.

C aromatico
50%

Fig. 5. Formas de carbono organico encontrado en suelo y sus cantidades relativas.
Kiltham (1995).

Aunque el carbono organico de suelo existe en una gran variedad de formas,
este se puede considerar como: carbono insoluble, carbono soluble y biomasa

microbiana de carbono.
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El carbono organico del suelo insoluble comprende mas del 90% del carbono
total del suelo, incluye los componentes principales de las paredes celulares de las
plantas (celulosa y lignina) y los principales componentes de exoesqueletos de
animales del suelo y paredes fungicas (quitina). Esta fuente también incluye
material descompuesto que forma el humus del suelo.

E! C soluble provee un sustrato inmediato para un amplio rango de
microorganismos del suelo y es producido por raices de las plantas como exudados
radiculares, por otros organismos vivientes en el suelo que producen exudados y
por la descomposicién enzimatica del C insoluble y del C fijjado en la biomasa
microbiana. Debido a su rapida asimilacién como sustrato, las concentraciones de C
soluble en el suelo son muy bajas, representando menos del 1% de C organico del
suelo.

La actividad de los descomponedores (saprobios) es la responsable del
reciclaje del C en el suelo. Toda la materia organica pasa a través de estos antes de
ser redistribuldos (Paul & Voroney, 1980).

La hojarasca y las ralces muertas contribuyen en gran proporcién al carbono
organico derivado de plantas incorporados al suelo (van Veen et al, 1989),
proveyendo un amplio rango de sustratos potenciales a las comunidades

descomponedoras en el suelo.

ii) Ciclo del nitrégeno

Segun Rovira, en 1956, la poblacién rizosférica puede cambiar la utilizacién
de aminoacidos por sustancias mas complejas derivadas del material proveniente
de las células que se pierden de la raiz. En estudios realizados, utilizando semillas
de avena y arvejas, que germinaron en tubos con arena, las cromatografias dieron
como resultado que: en arvejas los exudados de glutamina, homoserina y treonina

fueron abundantes en los primeros 10 dias de crecimiento mientras que, luego de
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los 21 dias el exudado es relativamente mas rico en asparragina y alanina. En
avena durante el primer periodo estuvieron enriquecidos en lisina, serina y glicina,
mientras que a los 21 dias los aminoacidos predominantes fueron lisina, glicina,
serina, asparragina y leucina. La aparicién tardia de algunos aminoacidos no
significa que fueran exudados luego de los 10 dias, sino que la exudacién al
comienzo las cantidades son indetectables.

Al cultivar plantulas de pepino, habas y trigo en arena estéril, durante 14
dias, Vanéura & Hanzlikova (1972) observaron que en los exudados el N formaba
parte de los aminoacidos libres mas que de proteinas o péptidos.

Wallace & Lochhead (1950) mostraron que los requerimientos del 80 % de
aminoacidos necesarios para el crecimiento de las bacterias rizosféricas podria ser
satisfecho por el suministro de metiotina como unico aminoacido, lo que sugiere que
la metionina puede ser uno de los mayores aminoacidos excretados en la rizosfera.

El uso de esferas de vidrio para colectar exudados resulté beneficioso
ya que la estimulacién mecanica incrementd la exudacién. Se establecieron

diferencias cualitativas y cuantitativas con el control (Barber & Gunn, 1974).

h2) Acidos orgénicos y lipidos

Los acidos organicos requieren atencion particular debido al rol importante
que tienen en el metabolismo celular y su efecto sobre el pH de la rizosfera y la
actividad microbiana. Los acidos organicos son componentes importantes en el
quelado de metales y juegan un rol importante en la absorcion y traslocacion de
nutrientes.

Riviere (1960) cultivando plantas de trigo en soluciéon nutritiva hasta el
estadio de 6 semanas, encontré que altas cantidades de acético. Los acidos
propiénico, butirico, valérico y malico se encontraron en pequefas cantidades y de

otros s6lo se encontraron trazas.
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Los acidos palmiticos, estearico, oleico y linoleico se encontraron presentes
en los exudados de habas (Papavizas & Kovacs, 1972) y mani (Thompson & Hale,
1983). En mani, se encontr6 ademas, colesterol, campesterol, stigmasterol y

sitosterol.

h3) Enzimas

Krasilnikov (1958) aport6 datos que sugieren la exudacién de enzimas por las
raices a la rizosfera. Las determiné evaluando la hidrélisis del almidén,
glicerofosfatos, glucosa fosfato, acido ribonucleico y otros sustratos. Algunos de
estos estudios se realizaron con plantas en cultivo en suelo, lo que permite la
contaminacion microbiana. Esto aceleraria la degradacién de sustancias
supuestamente hidrolizada por las enzimas de los exudados radiculares.

Las raices liberan selectivamente componentes proteicos. Los sitios y
mecanismos de esta selectividad no son muy bien conocidos, no puede ser
descartada la degradacion de las proteinas liberadas. Otros datos indican que las
raices no liberan enzimas proteoliticas. La absorcién de proteinas por las raices
intactas también parece ser pequeda (Jensen & Mc Laren, 1960). Los mecanismos
de secrecion de proteinas por las células de las plantas no esta bien entendido.
Chang & Bandurski (1964) registraron que los exudados radiculares de plantulas de
maiz contenian una amplia variedad de exoenzimas pero no propusieron un
mecanismo para la liberacién de estas. Una alteracion en la permeabilidad de la

membrana celular podria estar involucrada en la liberacién de proteinas.

h4) Factores de crecimiento

Las vitaminas son necesarias para satisfacer los requerimientos de ciertos

microorganismos en la rizosfera. Pueden ser provistos desde tres fuentes:

i) sintesis por otros microorganismos
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i) descomposicion o autolisis de tejidos de animales o plantas

iii) exudacién desde las raices de las plantas

Lochhead (1957), encontr6 que la mitad de los aislamientos de
microorganismos de suelo y de rizosfera sintetizan uno o mas de los siguientes
factores de crecimiento: tiamina, biotina, riboflavina y vitamina B12. En la rizosfera,
esto puede significar que los microorganismos por si mismos suministran los
factores de crecimiento suplementando las cantidades escasas producidas por las

raices de las plantas.

h§) Flavonoides

Las plantas sintetizan una amplia variedad de componentes fendélicos en los
tejidos del vastago y de las raices, durante su crecimiento y desarrollo. Estos
componentes son producidos via el paso biosintético fenil- propanoide y son las
unidades utilizadas para la formacién de los pigmentos de las plantas (Ebel &
Hahlbrock, 1982), para estructura de la pared celular (Hahlbrock & Grisebach,
1979), en la proteccién de la luz ultravioleta y defensa contra patégenos (Dixon et
al., 1983). Son posiblemente usados para modificar la accién hormonal (Jacobs &
Rubery, 1988). La sintesis de estos compuestos esta inducida en respuesta a los
estimulos ambientales y hormonales como el etileno (Ecker & Davis, 1987), la
infeccidén de patdgenos y las lesiones (Lawton & Lamb, 1987).

Muchos microorganismos en la rizosfera catabolizan compuestos fendlicos
secretados por las raices de las plantas. Otros microorganismos asociados, pueden
responder a componentes fendlicos especificos para interactuar con sus respectivas
plantas hospedantes, aunque los genes involucrados en cada interaccién no se
encuentran aun bien identificados (Peters & Verma, 1990).

Los flavonoides son compuestos vegetales que poseen un esqueleto

carbonado Ce-C;-Cs que se encuentran en: flavonona, aurona, chalcona, flavona,
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flavanonol, flavonol, flavandiol 3,4 (leucoantocianidina), autocianidina, catequina,
isoflavona y neoflavona.

Se conocen mas de 200 flavonoides naturales, encontrandose ampliamente
distribuidos en las plantas, tanto libres como glicosidados. Estos ultimos contribuyen
a darle color a las flores, frutos y hojas (Dominguez, 1973).

Los flavonoides presentan todos Ios matices de solubilidad, desde totalmente
solubles en agua hasta insolubles en ella pero solubles en éter etilico, son
insolubles en éter de petréleo.

En las Monocotiledéneas, en la familia Gramineae (estudiando 22 géneros y
33 especies), se encontré: leucoantocianinas en raices, flavonas (apigenina y
tricina), saponatetina, acidos ferulicos y escopoletina. Los flavonoles estan ausentes
en este grupo.

En las Dicotiled6neas, (estudiando el Orden Rosales, Flia Leguminosae), se
encontrd que la soja posee leucoantocianinas en las semillas, flavonas, flavonoles
(miricetina, quercetina, kaempferol), isoflavonas (diadzein, formononetina,
afrormosina) y cumarinas. (Harborne, 1957, Geinsman, 1962).

La identificacion de estos compuestos se realizaron a través de: reacciones
colorimétricas, propiedades de solubilidad, cromatograffa en papel y en capa
delgada y espectros de absorcién. En el ultravioleta los flavonoides poseen
absorciones caracteristicas que estan sujetas a desplazamientos pronosticables
cuando se les afladen soluciones de acido bérico, tricloruro de aluminio y acetato de
sodio, que contribuyen a dilucidar su estructura.

Todos los flavonoides en etanol tienen una banda de absorcién mas o menos
intensa, a 200 — 270 nm y otra mas intensa a mayor longitud de onda, pudiendo

observarse otras bandas menos intensas.
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h6) Otros componentes

Una variedad de componentes definidos e indefinidos también son liberados
por las raices. Algunos de estos como el acido hidrocianico y saponinas
(glucésidos) nos recuerda que los exudados y la rizosfera contienen sustancias que

son inhibitorias 0 que pueden resultar estimulantes para el crecimiento microbiano.

i) CLASIFICACION DE EXUDADOS DE ACUERDO A SU MOVILIDAD EN EL
SUELO

Los compuestos liberados por las raices fueron clasificados por Rovira &
Davey (1974) de acuerdo a su movilidad en el suelo en: (1) solubles difusibles en
agua, (2) difusibles volatiles, y (3) compuestos no difusibles. La ultima categoria
incluye mucilagos y células que se separan de la raiz. Las cantidades de los 3 tipos
de exudados varia con las especies, estado de desarrollo y condiciones de culitivo.
Usando '*CO, en plantas de trigo, Rovira & Davey (1974) estimaron que la cantidad
relativa de los 3 tipos de exudados desde las raices fueron 1:8-10:3-5,
respectivamente.

Los compuestos solubles en agua incluyen una variedad de componentes
como mono y disacaridos, numerosos aminoacidos y acidos organicos, flavononas
y nucleétidos, enzimas y otras sustancias.

Otro grupo son los compuestos volatiles difusibles, Whitfield et al. (1981)
aislaron 270 compuestos organicos distintos en la leguminosa Acacia pulchella, 176
de ellos fueron identificados como: 2 acidos organicos, 17 alcoholes, 7 aldehidos,
12 cetonas, 112 esteres, 4 fenoles, 16 terpenoides y compuestos miscelaneos.

Pueden ser activos en dos fases, la fase vapor donde la transferencia es
rapida y la fase liquida en la cual los compuestos volatiles son solubilizados en
agua desde la cual mas tarde pueden revolatilizarse (Stotzky & Schenck, 1976;
French, 1985).
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Los compuestos volatiles son capaces de moverse a grandes distancias y
mas rapidamente que los solubles y son activos en una regién mayor desde ia
superficie de la raiz a varios centimetros dentro del suelo.

Los solubles en agua se exudan desde las raices, en cantidades
significantes, y no difunden muy lejos en el suelo ya que son consumidos por las
bacterias en la rizosfera (Newman & Watson,1977). Los efectos de exudados
solubles en agua son mas evidentes en la superficie de la raiz y se extienden a
pocos milimetros en el suelo.

Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes y Agrobacterium fueron
estimuladas por la rizosfera debido a la liberacion de exudados y lisados
(Alexander, 1977; Curl & Truelove, 1986). La variedad de componentes organicos
liberados por las plantas resulté ser un factor clave en el establecimieno de las
poblaciones de los microorganismos en la rizosfera de diferentes especies de
plantas (Rovira, 1965; Trolldenier, 1967, Bowen & Rovira, 1991; Bolton et al., 1992).

j) FACTORES QUE AFECTAN LA EXUDACION

i) Especies de plantas y estadios de desarrollo

Las diferencias en la cantidad y composicién de los exudados se hace mas
grande entre plantas lejanas filogenéticamente, siendo menor la diferencia si las
plantas pertenecen a una misma familia.

A veces surgen diferencias en los resultados obtenidos sobre |a misma
especie de planta. Esto sugiere que la variacién puede estar dada por el estadio en
el crecimiento de la planta (semilla germinando, plantula establecida), en los
componentes especificos evaluados y en las diferencias fisico-quimicas en el
ambiente cultivo-planta.
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Los exudados de raices de plantas de cebada y trigo maduras tuvieron un
espectro mas bajo de azucares que los exudados de plantulas. Las semillas liberan
mas componentes volatiles oxidables, como aldehidos alifaticos, durante los
primeros 3-4 dias luego de la imbibicion (Stotzky & Schenck, 1976). La produccién
de volatiles requiere del metabolismo activo de las semillas.

Ha habido numerosos estudios caracterizando los exudados radiculares de
las plantas, la mayoria involucra a plantas como trigo, maiz, cebada, etc. (Hale et
al., 1978; Bolton et al., 1992). En ellos se vio que la calidad y la cantidad de los
exudados radiculares estan influenciados por los factores ambientales (Rovira,
1959; Martin, 1977; Vancdura et al., 1977, Kraffcyzk et al., 1984).

Sin embargo, la similitud en los patrones de utilizacion de C de las
comunidades microbianas de la rizosfera de Lolium multiflorum y Agrostis tenuis
sugieren que estas dos gramineas pueden tener un espectro similar de exudados.

if) Temperatura y luz

Hale et al. (1971) y Hale & Moore (1979), mostraron que la exudacion
aumenta para la mayoria de las plantas con la temperatura hasta el optimo,
coincidiendo con el crecimiento de las plantas. Sin embargo, ailgunas especies
liberan grandes cantidades a bajas temperaturas.

Esta diferencia revela diferente tasa de fotosintesis y de transiocacion de
fotosintatos a las ralces, actividad enzimatica distinta en la sintesis o degradacion
de fotosintatos y variacion en la permeabilidad de membrana (Hale & Moore, 1979).

Algunas plantas como el maiz y el pepino (Van&ura, 1967) pueden ser
inducidas a liberar altas cantidades de exudados al someterlas a un periodo de baja
temperatura creando un “shock de frio”.

Por otra .parte, Rovira (1959) comprob6 que la intensidad de luz al afectar la
fotosintesis influencia cuali y cuantitativamente la naturaleza de los exudados

radiculares. Las ralices de tomate tuvieron niveles mas bajos de acidos aspartico,
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glutamico, fenilalanina y leucina al reducir la luz y aumentaron los valores de serina

y asparagina.

iiij) Humedad y atmdsfera del suelo

Los experimentos realizados para obtener la maxima cantidad de exudados
muestran la necesidad de someter a las plantas jovenes a un periodo de desecacion
parcial seguida de un rehumedecimiento y crecimiento continuo.

El stress creado por la baja humedad del suelo en muchos casos aumenta la
exudacion de varios componentes y da como resultado una alta densidad de la
poblacién microbiana.

Las plantas de arvejas, soja, trigo, cebada y tomate después de dejarlas
secar hasta el punto de marchitez y rehumedeciéndolas, las raices liberaron una
cantidad mas grande de aminoacidos que cuando se mantuvo a humedad constante
(Katznelson et al., 1955). Al parecer, el incremento de o- aminoacidos surge como
resultado de la proteolisis ocurrida durante el proceso de marchitez, este
desbalance puede provocar una tendencia de los aminoacidos a moverse hacia el
exterior (Kemble & Macpherson, 1954).

Ademas de los efectos directos sobre el proceso de exudacion, la humedad
del suelo también influencia la distancia a la cual los exudados pueden difundir en
el suelo afectando el comportamiento microbiano, particularmente la migracion de
nematodes y el movimiento de esporas méviles de hongos.

La humedad y la atmésfera del suelo estan estrechamente relacionados. El
intercambio gaseoso, esta ligado con el tipo de suelo y la humedad, que afectan el

desarrollo de las raices y la actividad microbiana.
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iv) Nutricion de las plantas

La disponibilidad de nutrientes minerales y la absorcién de nutrientes por el
sistema de raices estan relacionados con la cantidad y calidad de nutrientes
disponible en el suelo circundante a las raices.

La liberacién de aminoacidos en la solucién nutritiva depende de la cantidad
de K suministrado por las plantas. Esta decrece al aumentar uniformemente el K
disponible.

Trolldenier (1971), realiz6 experiencias con trigo que crecia en condiciones
de hidroponia no estéril. Encontr6 en la solucidn nutritiva bajas cantidades de
aminoacidos por gramo de materia seca de raiz al agregar alta concentracion de K,
concluyendo que el K en altas concentraciones inhibe la exudaciéon de aminoacidos.

En otros experimentos agregé diferentes fuentes de N. Al agregar nitrato
obtuvo mas acido glutamico y aspartico (47 — 58%) que al suplementar la solucion
con nitratos y amonio (38-43%).

Otros autores, (Shay & Hale, 1973) detectaron diferencias cuanti y
cualitativas en exudados , correlacionados con la edad de la planta y los niveles de
calcio. Las plantulas de Arachis hypogaea (manl) exudd cuatro veces mas azucares
a bajos niveles de Ca, pero no obtuvieron diferencias significativas en el
crecimiento.

Harris (1958) y Marinos (1962) observaron que bajos niveles de Ca
(suficientemente bajo como para causar sintomas visuales de deficiencia) produce
cambios en la permeabilidad de membranas celulares, aun antes que aparezcan
sintomas visuales de deficiencia.

Las diferencias en la permeabilidad del plasmalema pueden explicar el
incremento en la exudacion de azucares. Si la permeabilidad de membrana se ha
alterado en respuesta a diferentes niveles de Ca, se esperarfa un gran eflujo inicial
en las plantas. Al colocarlas en soluciones hipoténicas, estas vuelven a tomar

iones.
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La diferencia en los tiempos de recuperacion indica que la permebilidad de
membrana puede haber sido alterada por los tratamientos de Ca. Estos datos
sugieren que bajos niveles de calcio incrementan la permeabilidad ia que causa un

incremento cuantitativo en 1a exudacidon de azucares en raices de mani.

Efecto de los microorganismos en la colonizacién de lugares con bajos

nutrientes

Haystead & Marriott (1979), Nakas & Klein (1980), Sherwood & Klein (1981),
Dahm (1984a,b) y Gaskins et al. (1985) han mostrado que la microflora de la
rizosfera es un componente activo del ecosistema que provee nutrientes a los
productores primarios o bien actia como mecanismo buffer en las plantas para
competir con el stress ambiental (Coleman et al. 1983).

Sin embargo, bacterias de la rizosfera han demostrado tener 4 o 5§ veces
mas capacidad para efectuar cambios bioquimicos rapidos que las no rizosféricas
(Rovira & McDougall, 1967; Richards, 1972).

Estudios en el aflo 1988 mostraron relaciones criticas entre exudados
radiculares, microflora rizosférica y micro y mesofauna . Estas tienen la posibilidad
de acelerar el ciclo de nutrientes e intensificar la capacidad de las plantas para
adquirir nutrientes en condiciones de stress nutritivo (Clarholm, 1985; Ingham et al.,
1985).

Los exudados solubles liberados por las plantas pueden ejercer un aumento
de la inmobilizacién y remineralizacion por microfauna de P y N inorganico), “efecto
priming” sobre el crecimiento microbiano (Coleman et al., 1977). Esta regeneracion
aumentada de nutrientes puede jugar un rol importante en el establecimiento y

crecimiento de plantas, particularmente en situaciones pobres de nutrientes.
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v) Factores que danan a las plantas

Los experimentos realizados bajo condiciones controladas a veces dafan la
superficie de la raiz aumentando la cantidad de exudados.

El efecto de las esferas de vidrio utilizadas por Barber & Gunn (1974) ponen
en evidencia que la mas minima presion o resistencia es suficiente para influenciar
la exudacion.

Los fisidlogos piensan que cualquier destruccion en las plantas, causadas
tanto por defoliacién, enfermedades foliares, dafios por herbicidas interfieren en el
proceso de fotosintesis y en consecuencia en la exudacion de raices.

Otras formas de dafio o injuria no mecanica, resulta de algun componente de
la solucion nutritiva, como el cloruro de sodio que causa una disminucién en la
cantidad de aminoacidos encontrados en los exudados radiculares de cebada
(Polonenko et al., 1983). Este provoca stress osmotico, afecta la permeabilidad de
membrana, la absorcién de nutrientes y de oxigeno y el movimiento de exudados

desde las raices al suelo.

vi)  Efectos de los microorganismos sobre la exudacion

El estudio del efecto de los exudados radiculares sobre las poblaciones
microbianas es dificultoso debido a la inmediata utilizacién y transformacion de los
compuestos por los microorganismos (Hodge et al., 1998).

El primer requerimiento para realizar un estudio de exudados radiculares es
la exclusion de microorganismos del sistema de cultivo de plantas. Esto permite
separar los productos metabdlicos de ellos y los componentes de los exudados.

Rovira & Davey (1974) mencionaron cuatro vias por las cuales los
microorganismos pueden afectar los exudados:

i) afectando la permeabilidad de las células de las raices

i) afectando el metabolismo de las raices
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iit) absorbiendo ciertos exudados o componentes

iv) alterando la disponibilidad de nutrientes a la planta

Otros autores (Curl & Truelove, 1986) reducen la acciéon de los
microorganismos en suelos a:
absorcion y utilizacion de componentes exudados

sintesis de metabolitos microbianos en la rizosfera

Pfikryl & Van&ura (1980) al cultivar plantas de trigo en presencia de
Pseudomonas putida duplicé el aumento de los exudados obtenidos en cultivo
axénico. La exudacién es afectada también por las citoquininas producidas por los
hongos del suelo y bacterias (Thompson & Hale, 1983).

Rhizobium, produce acido indolacético aumentando el crecimiento de la raiz.
Ademas incrementa la cantidad de azucares no reductores: poligalacturonasas y
metilesterasas.

Los efectos de las MA sobre la exudacion se infiere del aumento que se
produce en las poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosfato, bacterias
fijadoras de nitrégeno de vida libre ya que es dificultoso separarias de la actividad

de la ralz.

vii) Pulverizacion foliar

Los exudados radiculares pueden ser alterados por la aplicaciéon de algunos
componentes a las hojas (Rovira, 1969; Hale et al., 1971, 1978; Rovira & Davey,
1974). A través del uso de materiales radioactivos, autoradiografias y bioensayos,
se probaron sustancias tales como reguladores de crecimiento, antibiéticos y
nutrientes. Estos al aplicarse sobre el vastago se mueven desde el follaje hacia las

raices y salen de estas hacia el medio de cultivo por exudacion.
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En las aplicaciones foliares con nitrégeno, la concentracién de aminoacidos
aumentd mientras que disminuyé el contenido de azucares. Al agregar P, cambié la
relacién (Balabsuramanian & Rangaswami, 1969).

El principal sitio de liberacion de nitrégeno al suelo en plantas jovenes son
los apices de raices. Schroth & Snyder (1961) trabajaron con semillas germinadas
de poroto (Phaseolus vulgaris) entre papeles de filtro. Identificaron, con reactivos
especificos, los apices como los sitios principales donde los exudados difusibles
contenfan azucares y aminoacidos.

Jones & Darrah en 1993 demostraron que la pérdida de azucares en raices
de maiz ocurre de forma pasiva, y no esta espacialmente restringida a regiones
apicales como propuso Trofymow et al. en 1987.

Pearson & Parkinson (1961) encontraron que el centro de maxima exudacioén
de aminoacidos en haba (Vicia faba) estaba a 28 mm del apice por debajo de la
zona de las raices laterales, correspondiendo con una region de alta actividad
proteolitica. El volumen de materia organica liberada de los apices jovenes de
raices es sin embargo, no difusible (Mc Dougall & Rovira, 1970) y experimentos de
Rovira (1973) con plantas marcadas con C' indicaron que el sitio de maxima

acumulacién de material insoluble es la zona de elongacién de las mismas.

viii) Materia organica desprendida

Al realizarse observaciones microscépicas se establecié que las cofias
enteras de ralices, fragmentos de tejidos y células individuales son liberadas durante
el crecimiento (Griffin et al., 1976).

Las raices que estan creciendo activamente liberan componentes organicos
en la rizosfera por desprendimiento de células, secreciones, lisados y exudados
(Lynch & Whipps, 1990, Bowen & Rovira, 1991).
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Estas sustancias soportan comunidades microbianas en la rizosfera, las
cuales incrementan la densidad de la poblacién y su actividad. A veces modifica la
comunidad presente en el suelo (Curl & Truelove, 1986; Bowen & Rovira, 1991).

Los organismos no simbidticos, aerdbicos, fijadores de nitrégeno como
Azotobacter estan activos y las bacterias denitrificantes estan incrementadas en Ia
rizosfera, dado que ailgunos son facuitativos anaerobios, y como la raiz crea zonas
de anaerobiosis, los denitrificadores y los anaerobios facultativos son mas
competitivos que los heterétrofos aerébicos.

La rizosfera presenta una zona de alto potencial denitrificacién, algunos
estaran fuertemente expresados en términos de actividad si el suelo se vuelve
saturado de agua periodicamente. La expresion de este potencial dependera de la

agregacion del suelo o de la saturacién del mismo.

Relaciéon C/N

Las comunidades microbianas de la rizosfera son importantes en el
funcionamiento del ecosistema, en la interacciéon directa con las plantas (deletéreos
o benéficos para el crecimiento) y al ciclaje de la materia organica y los nutrientes.

Esto es esencial para entender los efectos de la elevada incorporacién al
suelo de CO, en forma organica y sobre ios procesos del suelo en los que
interviene el C y la biomasa microbiana.

La presencia de bacterias fijadoras de N, de vida libre en la rizosfera y el
rizoplano permitié especular acerca de la cantidad de C por las bacterias para
obtener una actividad nitrogenasa significante. (Beck & Gilmour, 1983).

Los fotosintatos solubles exudados por las plantas no alcanzaban para
suministrar a estas.

Kraffczyk et al. (1984), Barber & Gunn (1974) y Barber & Martin (1976) reflexionaron
acerca de los experimentos que han sido criticados por no reflejar las condiciones

naturales y que no tomaron en cuenta las sustancias no solubles en agua que
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provienen de las raices. Sin duda, el material mucilaginoso, células de la caliptra y
detritos de raices son la fuente mas importante de materia organica en el suelo, su
descomposicién influye en la actividad microbial.

Un incremento en la relacion C/N de la hojarasca se produce bajo un
enriquecimiento de CO, (Norby et al., 1986; McKee & Woodward, 1994; Thompson
& Drake, 1994). Consecuentemente, los rangos de descomposicién pueden ser
reducidos, al menos en el corto periodo, cuando la biomasa microbiana tiene pocos

nutrientes disponibles (van Veen et al., 1991).

k) VARIACION DE LOS EXUDADOS POR EFECTO DE LAS POBLACIONES
MICORRICICAS Y DE RHIZOBIUM

Curl & Truelove (1986), Hawes (1990); Rovira (1985), Bansal & Mukerji
(1994) estudiaron el efecto que tenian sobre la poblacién microbiana el
establecimiento de los hongos AM dentro de Ias raices. Ellos producen cambios
cuanti y cualitativos en loc patrones de exudacion (Graham et al. 1981). La
explicacion aceptada es que los efectos de los hongos AM sobre las plantas son
nutricionales estando involucrada especialmente la disponibilidad de fésforo (Paulitz
& Linderman, 1991). Los cambios observados en la micoflora de la rizosfera
incluyen la supresion de patégenos en las plantas, haciendo que el crecimiento de
éstas sea mas vigoroso. Este hecho se mezcla con los efectos nutricionales de las
AM.

La colonizacion y establecimiento micorricico cambia la composicion mineral
de nutrientes, el balance hormonal, los patrones de localizacion de C, y otros
aspectos de fisiologia de plantas (Azcén-Aguilar & Bago, 1994; Smith et al., 1994).
El transporte de nutrientes atribuidos a los hongos AM, cuando estan activos, y la
liberacion de materiales, cuando estan senescentes, representan un suministro de
nutrientes en la rizosfera (Harley & Smith, 1983). La simbiosis afecta la composicién

quimica de exudados radiculares mientras que el desarrollo de un micelio de suelo
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micorricico también introduce modificaciones fisicas en el ambiente circundante a
las raices . Estos cambios afectan la comunidad microbiana rizosférica formando los
que se denomina micorrizosfera (Linderman 1992). Estos cambios afectan cuanti y
cualitativamente las poblaciones microbianas tanto en la rizosfera como en el
rizoplano (Azcén-Aguilar & Barea, 1992; Linderman, 1992). Una funcién tipica del
micelio AM en el suelo es servir como fuente de carbono a la actividad microbiana,
esto resulta en una importante contribucién de la micorrizosfera al mejoramiento de
la calidad del suelo (Bethlenfalvay & Schiepp, 1994).

Por otra parte, los microorganismos del suelo pueden afectar la formacién de
micorrizas. Los microorganismos especificos del suelo son capaces de beneficiar el
establecimiento de simbiosis mutualistas en raices de plantas y en la
correspondiente rizosfera (Azcén-Aguilar & Barea, 1992; Fitter & Garbaye, 1994,
Fracchia et al., 1998:; Fracchia et al., 2000; Garcia-Romera et al., 1998; Godeas et
al., 1999; Puppi et al., 1994). Los cambios microbianos inducidos en ios patrones de
exudacion radicular o en el balance hormonal de las plantas puede afectar la
formacién de la simbiosis AM.

Janse (1896) reporté la coexistencia de bacterias y hongos colonizando el
sistema radicular de plantas leguminosas. Este hongo fue mas tarde descripto como
un hongo micorritico arbuscular (Jones, 1924, y Asai,1944) y se encontr6é que la
nodulacién de las raices por las bacterias depende en gran medida de la formacion
de micorrizas.

Debido a la demanda de P en el proceso de fljacién de nitrégeno, el principal |
efecto beneficioso de las AM sobre la simbiosis de Rhizobium es el de proveer P por
el hongo. En adicién, hay un alto requerimiento de nitrégeno por las AM para
sintetizar quitina, el principal constituyente de las paredes. Por eso, la nodulacién y
la formacion de AM terminan por ser procesos interactivos y compiten por

carbohidratos cuando la fotosintesis del hospedante es limitada.



Introduccion

) CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS EN LA RIZOSFERA.

a) Poblaciones

Los microorganismos adquieren sustratos en el suelo de diferente forma. Esto
fue considerado primeramente por Winogradsky en 1924. En experimentos de
laboratorio los organismos zimégenos o fermentativos rapidamente aumentan la
biomasa en respuesta a la entrada de sustrato fresco, luego esta declina a menos
que tengan otra fuente de energia disponible. El suelo también sostiene una
cantidad constante de biomasa la cual responde a la entrada de sustrato fresco, esa
es la poblacion autéctona, la cual necesita solamente una pequefa fuente
energética para su sobrevivencia. En la terminologla moderna estos grupos pueden
ser considerados como estrategistas r y K respectivamente. (Bowen, 1980).

Una amplia variedad de organismos viven en la vecindad de las ralces. Estos
incluyen miembros de la mayorfa de grupos taxonémicos de organismos
heterotréficos aerdbicos y anaerdbicos desde bacterias a hongos y de protozoos a

animales.

Se pueden distinguir cinco categorias:

1) Organismos saprotrofos o saprobios: son capaces de usar un amplio rango de
moléculas organicas complejas (lignina, proteinas, gliproteinas, celulosa y otros
polisacaridos), no difieren mucho de los que viven lejos de las raices. Son
capaces de habitar sobre materia organica viva o muerta. Son mas numerosos

en la rizo/micormrrizosfera.

2) Organismos especializados de la micorrizosfera: estos organismos dependen
completamente de las moléculas organicas simples (azucares, aminoacidos,
acidos organicos) liberados por las plantas y sus simbiontes fungicos. Compiten

entre ellos, con los simbiontes y los patégenos en la superficie de {a raiz, en la
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3)

4)

colonizacién y en los estadios de pre-infeccién. Esta representado por las

llamadas rizobacterias como Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum sp.

Patégenos de raices. son biotréficos y penetran en el tejido radicular. Su
interrelacién con el ambiente y con otros microorganismos habitantes de la
rizosfera es compleja, debido a que su ciclo de vida en parte ocurre fueray en
parte dentro de la raiz. Causan dafio en el tejido radicular, alteran la funcién de
absorcién y perjudican a la planta. Durante su fase fuera de la raiz compiten por
los exudados radiculares con otros organismos de la rizosfera y micorrizosfera.

Incluye algunas bacterias y hongos como: Phytium sp., Fusarium sp. y

Rhizoctonia sp..

Simbiontes de raiz: son biotréficos y dependientes de la raiz. Completan como el
grupo anterior el ciclo de vida fuera y dentro de la ralz. Son benéficos para las
plantas ya que fijan nitrégeno atmosférico (Rhizobium y Frankia), formando
nédulos con las raices de algunas familias de plantas o proveen agua,
minerales y ofras sustancias de crecimiento como hacen los hongos

micorricicos.

Estos grupos, 3 y 4, al igual que el 2 dependen de moléculas pequefias provistas

por la planta.

5) Predadores: Los miembros de este grupo: protozoos, nematodes, hormigas,

colémbolos y otros insectos, se alimentan de los organismos citados

previamente y reducen sus poblaciones.
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m) TIPOS DE INTERACCIONES ENTRE LOS MICROORGANISMOS DEL SUELO
(Bottomley, 1998).

El crecimiento microbiano en el suelo es transitorio y depende de la
disponibilidad de nutrientes y adecuadas condiciones fisico-quimicas. En Ila
rizosfera hay una cantidad determinada de nutrientes disponibles, mezclada con
materia organica labil y humus. Puede ser utilizada solo por microorganismos
equipados con las enzimas necesarias para atacar este sustrato complejo
(Stevenson, 1982).

Cada situaciéon de crecimiento permite a los microorganismos expresar sus
caracteristicas individuales de crecimiento y competir por los nutrientes. Entre ellos

se pueden establecer distintos tipos de interacciones:

a)Positivas

i) Comensalismo: este término se refiere a una asociacion en la cual
una poblacién o microorganismo se beneficia con la interaccién y el
otro permanece inafectado.

ii) Sinergismo: ambas poblaciones resultan beneficiadas con la

asociacién. Esta interaccibn no es esencial para que los dos
microorganismos existan en ese ambiente.
Sintrofia: se refiere a la interacciéon de 2 o mas poblaciones que
suministran cada una a otra necesidades nutricionales.
Frecuentemente involucra la posibilidad de una poblacién a suministrar
factores de crecimiento a otra poblacion.

iii) Mutualismo: también llamado simbiosis. Esta asociacién usualmente
ocurre entre organismos especificos mas que entre poblaciones. Esta
relacién puede ser altamente especializada entre los 2 organismos y le



45

Introduccion

permiten a estos ocupar juntos el habitat que nunca podrian ocupar

solos.

b) Negativas

i) Predacion: esta interaccién se produce cuando una poblacién tiene un
impacto negativo sobre el tamafio de otra poblacién por reducir su
numero.

La actividad de la poblacién sobreviviente puede ser estimulada por la

liberacion de nutrientes durante la actividad de alimentacion.

i) Competicidon: en esta interaccion, ambas poblaciones compiten por fa

misma fuente limitante, y tiene un efecto negativo una sobre la otra.

iii) Amensalismo: en este tipo de interaccion una poblacién gana una
ventaja competitiva sobre la otra y produce sustancias que inhiben el
crecimiento.

Muchos hongos y bacterias tienen el potencial para producir sustancias de
crecimiento antimicrobiano que pueden servir para inhibir otros microorganismos
vecinos.

De lo visto anteriormente, en la rizosfera se expresa un proceso interactivo de
flujos causa - efecto interrelacionado y eficaz: los microorganismos de la rizosfera
mejoran el crecimiento, nutricion, salud y resistencia al estrés de la planta, mientras
que ésta, as/ fortalecida, es una fuente de energfa para el desarrollo de la microbiota
alrededor de las ralces. Los componentes de la microbiota, estimulados en la
rizosfera, intervienen en la formacion de agregados, con la consiguiente mejora de la
estructura y calidad del suelo, lo que favorece el desarrollo de las plantas, para
cerrar la cadena de interacciones caracteristica de la biologla de la rizosfera.
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Los efectos de las plantas sobre los microorganismos del suelo y el efecto de
los microorganismos sobre las plantas son interactivos, interdependientes y
enormemente complejos. Las plantas proveen en los exudados radiculares las
materias primas que alimentan la maquinaria microbiana de la rizosfera, la cual
posee el poder para promover buena salud y crecimiento de una planta o crear el

monstruo que la destruye.






Las comunidades fungicas del suelo ha sido un tema muy estudiado en los ‘70,
sin embargo muchos problemas quedaron pendientes de resolver, sobre todo aquellos
relacionados con el efecto ejercido por la raiz al introducirse en el suelo, debido a lo
complejo del sistema.

Algunas de las preguntas son:

Las especies fungicas que colonizan el rizoplano y la rizésfera de donde provienen?
Cual es la sucesidon de especies? es igual para todas las plantas en un determinado
lugar?

Los exudados de las raices ejercen presion de seleccion sobre las especies del suelo?
Cuales son los compuestos que exudan las raices de las distintas especies de plantas?
Se mantienen constantes a lo largo del ciclo de la planta?

La cantidad de micelio se mantiene constante ? es homogéneo en su distribucion?
Algunos de estos problemas han sido resueltos a lo largo de este trabajo, cumpliendo
asi con el objetivo central de esta tesis que es:

CUAL ES LA INFLUENCIA DE LAS RAICES EN LAS POBLACIONES FUNGICAS DEL
SUELO?
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ENSAYO N°1:

OBJETIVO: Conocer la biodiversidad fungica en el suelo y la influencia que los

distintos cultivos tienen sobre ella.

Descripcion area de muestreo:

Zona de muestreo: Estacion Experimental Agropecuaria INTA Pergamino, ubicada
en el Km 223, hacia el NE de la Provincia de Buenos Aires.

Dicha zona corresponde a la region Il Sur del mapa de cultivos. Esta estacion tiene
como zona de influencia el centro-norte de la Pcia de Buenos Aires.

Las muestras de suelo utilizadas en el desarrollo de este trabajo fueron

tomadas de la Estacion Experimental INTA Pergamino. En esta zona se cultiva
principalmente soja durante los primeros meses del aiio y trigo durante la época de
invierno y primavera.
Tiene un régimen climatico del tipo templado con lluvias distribuidas a lo largo del
ano (Kdéeppen, 1931). La variacién de la temperatura y las precipitaciones en el
tiempo del muestreo se ven en la Figura 6, (los datos fueron provistos por el
Servicio Meteorolégico Nacional, Fuerza Aérea Argentina).

El tipo de suelo, desarrollado sobre loess, es un Argiudol tipico con un
horizonte B2t fuertemente textural. En los paisajes suavemente ondulados, con
menos del 1% de pendiente, este suelo presenta una amplia aptitud para cultivos,
forrajes y pasturas. La capa arable llega hasta una profundidad de 25 - 30 cm
(horizonte A1), es granular, de textura franco limosa y de color pardo grisaceo muy
oscuro. Hacia abajo pasa gradualmente a otro horizonte mas arcilloso (horizonte
B2t), que se extiende aproximadamente desde los 35 — 40 cm hasta mas o menos
un metro. Su color es pardo o pardo oscuro, su estructura es prismatica y presenta
abundantes barnices en las caras de los agregados. La transicion entre el B2ty el
loess del sustrato (horizonte C) es muy gradual. Este Ultimo, se encuentra a una
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profundidad promedio de 1,60 m; es un material franco limoso, suelto y con escasa
cantidad de calcéareo, tanto diseminado en la masa como en concreciones.

T. max, T. min., Precipitaciones en promedio
mensual.
Estacién Meteoroldégica Aeroparque (Afio 1991)
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T. max., T. min. y Precipitaciones en promedio
mensual.
Estacién Meteoroldglica Aeroparque (Ailo 96 - 97)
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Muestreo:

El muestreo comenzd en mayo de 1991. Se tomé suelo de la parcela N° 9
(parcela testigo) con cultivo de soja de segunda, sin fertilizantes (O Potasio, O
Nitrégeno, 0 Fdsforo) y labranza reducida y suelo de pradera de una zona sin
cultivar del mismo lugar.

En el mes de enero de 1992 se regres6 a la parcela y se tom6 una nueva
muestra de suelo pero bajo un cultivo de trigo en tiempo de cosecha.

El tratamiento seguido con parte de las muestras fue el esquematizado en la
Figura 7.

Posteriormente se determind la sucesion fungica presente en la
rizosfera, rizoplano y endofitica de raiz en cultivos de trigo y soja.
En este lote de experimentos se traté de repetir en macetas la sucesién de
cultivos que se realiza en la zona.

PRADERA — > SOJA —> TRIGO

Se muestred a) suelo de pradera y en él se cultivd soja y b) suelo de soja
donde se cultivo trigo.
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Pastura

1991

Muestreo

Suelo Soja

1991
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Suelo Trigo
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c.- Frecuencia

DETERMINACIONES
a.- Aislamiento de hongos

b.- Clasificacién de las especies

d.- Ordenacién de las comunidades por andlisis multivariado

Fig. 7. Esquema de muestreo realizado en la EE INTA Pergamino.
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a) Aislamiento e identificacion de especies activas en muestras de rizosfera de

trigo, de soja y de pastura (suelo sin cultivar).

Materiales y métodos:

Aislamiento de hongos:

Se utilizé la técnica de lavado para suelo (Parkinson & Williams, 1951,
Williams et al., 1965, Hering 1965), para muestras multiples (Bissett & Widden,1972).

Se aplicé el método de lavado de muestras multiples (Bissett & Widden,
1972).

Este método permite el aislamiento de las especies flingicas que se
encuentran en estado vegetativo (metabélicamente activas), eliminando aquellas
especies que se encuentran esporuladas.

El aparato de lavado (Figura 8) utilizado en este caso es el que tiene 10
columnas de lavado que permite lavar muestras simultdneamente. Cada una de
ellas es un cilindro de acrilico de 5 cm de diametro por 35 cm de largo conectados
en su parte inferior a una camara rectangular donde se encuentra una abertura para
la entrada de agua, una salida para el sifén y una tercera para la entrada de aire.
Los cilindros en su extremo se encuentran cerrados con discos de acrilico con un
orificio para la salida de los gases y para mantener la presién atmosférica en el
sistema mientras se desagota el aparato.

En el interior de cada columna se colocan tres tamices de tamafio de poro
decreciente (842, 700 y 200 um, de tamaiio de malla). Cada malla se coloca entre
dos discos de acrilico que ajustan con un o-ring al cilindro. Entre la fuente de aire
comprimido y la entrada de aire al aparato se coloca un filtro de algodén estéril para
evitar posibles contaminaciones provenientes del aire a presion.
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Previo al uso, el aparato se esteriliza mediante una solucién de hipoclorito de
sodio al 10% durante 24 horas y enjuagado con agua estéril obtenida por el pasaje
del agua de canilla por un sistema de filtros Millipore.



Fig. 8 APARATO AUTOMATICO DE LAVADO
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Curva de lavado:

Tiene como objetivo determinar el numero de lavados que es necesario
efectuar para eliminar la mayor cantidad de hongos que se encuentran como formas
de resistencias, (esporas o esclerocios) en las muestras de suelo.

Luego de acondicionado el aparato, aproximadamente cinco gramos de suelo
se colocan en el tamiz superior para comenzar a lavarlas. En cada lavado el aparato
se llendé hasta la mitad de las columnas con agua y se dej6 burbujear con aire estéril
por espacio de 2 minutos. Luego de cerrado el aire, se desagoté el agua,
recogiéndose 3 alicuotas de la misma en frascos estériles en el 1er, Sto., 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40° lavado. Un ml. de agua de cada una de estas alicuotas de agua
se sembré en cajas de Petri con agar malta y antibiético (Estreptomicina y
Clorhidrato de tetraciclina), incubandose a temperatura ambiente. Luego de tres dias
se contd el numero de colonias presentes en cada lavado y se graficaron los datos
de n° de colonias en funcion del n® de lavados. Con este procedimiento se determiné
el nimero de lavados necesarios para eliminar la mayor cantidad de propagulos de
resistencia.

Las particulas lavadas se recogieron en cada uno de los tres tamices y se
transfirieron a cajas de Petri con papel de filtro estéril, por espacio de 24 horas. Se
tomaron al azar 40 particulas por muestra (4 particulas por caja), y se sembraron en
cajas de Petri con agar malta y antibidtico (Estreptomicina y Clorhidrato de
tetraciclina). Luego de cinco dias de incubacién a temperatura ambiente las cepas
que crecieron fueron repicadas a tubos de ensayo con agar malita en pico de flauta
para su posterior identificacion.

Luego de la identificaciéon taxonémica de todas las cepas aisladas se calcul6
para cada una de ellas la frecuencia de aparicién segun la formula:

F (frecuencia de aparicion de cada sp.) = numero de apariciones de la
especie/ numero de particulas sembradas.

También se calcul6 el nimero de aislamientos por muestra, el numero de

especies y la diversidad en especies para cada uno de los casos.



56

Capitulo 1 - Ensayo N° 1

Ordenacion de las comunidades fangicas

El analisis multivariado es la rama de la estadistica y de analisis de datos que
estudia e interpreta un conjunto de datos multivariados (vectores aleatorios).

Estos surgen al medir mas de una variable sobre cada individuo, persona u objeto.
Las variables pueden ser de tipo cualitativo, cuantitativo o una mezcla de ambos,
con la propiedad de estar correlacionados y que ninguna de ellas tenga importancia
superior a las demas. Los datos multivariados se expresan normalmente en forma

de matrices.
X11, X12, .ol X1n
X21, X22, ...............X2n
Xp1, Xp2, ...ccooeen Xpn

Las columnas y filas representan variables e individuos o casos.

Para el andlisis estadlstico de las frecuencias fungicas se construyé una
matriz basica de datos compuesta por 13 variables y 28 casos. En esta matriz las
variables son las especies fungicas y los casos son ias muestras.

Las especies con una frecuencia de aparicion menor o igual al 3% no fueron
consideradas para el armado de la matriz.

Se realizé una transformacion de los datos que se hace necesaria en el caso
en que las variables estan medidas en distintas escalas o0 aunque estén medidas en
la misma escala si se tienen diferencias cuantitativamente grandes, como en Ia
abundancia de las especies fungicas. De otra forma unas pocas especies que son
muy abundantes dominarfan el analisis a expensas o detrimento de otras menos
abundantes. En estos casos se recomienda la transformacién logaritmica (Kenkel &
Booth, 1992). A la tabla de frecuencias se aplicé la transformacion log (x+0.5),
donde x= frecuencia de la especie considerada.
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Medidas de asociacion

El término asociacion se refiere a cualquier medida de semejanza, similitud,
distancia o diferencia, por ejemplo, la correlacién de 2 especies fungicas basados en
su co-ocurrencia. La asociacion se puede medir entre todos los pares de variables y
entre todos los pares de individuos o casos. La mayoria de los métodos
multivariados primero calculan la matriz de asociacion entre variables o individuos y
luego aplican el método muitivariado a dicha matriz que da el resultado analitico. Los
métodos multivariados analizan las relaciones descriptas por la matriz de asociacion.

Métodos de ordenacion

Logran una representacion de los datos en un espacio de 2 o 3 dimensiones,
reteniendo la mayor variacion posible. Los métodos de ordenacién se basan sobre la
idea de que un espacio de p dimensiones puede ser representado en menos
dimensiones ya que las p variables estan mas o menos correlacionadas.

El analisis de componentes principales (PCA) expresa la posicién coordenada
de n individuos en término de ejes ortogonales; de manera que el eje PC1 se
maximiza. PC2 es perpendicular a PC1 y ademas expresa la maxima variacion lineal
residual, y asi sucesivamente para los ejes siguientes. Los componentes surgen del
analisis de la matriz de correlacion o covarianza entre variables.

Analisis discriminante

Su objetivo es discriminar 2 o mas grupos de individuos y determinar
que variable es mejor discriminante para distinguir los grupos.

Son condiciones para aplicar el analisis discriminante (AD) que la
distribucién de las variables sea normal o razonablemente simétrica, la matriz de
covarianza dentro de los grupos debe ser relativamente homogénea y el niumero de

casos debe ser mayor que el de variables.
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Resultados:

Como resultado del lavado de las muestras de pastura y de soja de segunda
se obtuvo una curva (Figura 9), a partir de la cual se determiné el numero de lavados
necesarios para eliminar las estructuras de dispersién. El niumero de colonias
aisladas se mantuvo practicamente constante (menos de 10 colonias) desde el
lavado 20 y la rizosfera de trigo desde el lavado 30. Después de estos en las
particulas sélo queda el micelio activo.

Se hicieron siembras de 36 particulas para pastura, 38 para soja y 36 para
trigo. Las frecuencias de cada especie fungica en cada muestra fue expresada como
el nimero de apariciones de cada especie por submuestra sobre el nimero de
particulas.

Se obtuvieron 66 aislamientos a partir de la siembra realizada de las muestras
de suelo y de rizosfera de soja. Se identificaron un total de 13 especies, de las
cuales, 10 pertenecen a los Hyphomycetes, 2 a los Ascomycetes y 1 al grupo de los
Coelomycetes. (Tabla 1).

De las tres muestras analizadas, la muestra de soja de segunda fue la que
tuvo mayor diversidad de especies (12). En trigo se encontraron 8 especies y en la
pastura solo se aislaron 9 especies diferentes.

En el caso de la pastura, el género Cylindrocarpon didymum y
Cylindrocarpon obtusisporum fueron los que se presentaron en mayor frecuencia, al
igual que Talaromyces flavus y Phoma eupyrena en la muestra de trigo y
Cylindrocarpon obtusisporum y Trichoderma harzianum en la muestra de soja.

Se presentaron asociaciones sobre particulas de pastura y de soja. En el
caso de la pastura se encontr6 una asociacion entre C. didymumy Phoma eupyrena.
Para soja se presentaron diferentes asociaciones de T. harzianum con Fusarium
oxysporum, con m. dematiaceo estéril, con Fusarium sp. y con Humicola fuscoatra.
Tambien se presenté una asociacion entre C. obtusisporum y Fusarium sp., Tabla 2.
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200 -
180 -
160
140 -
120 -
100 -
80 -

N° de Colonias

60 -
40
20 -
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
N° de Lavados

curva pastura - soja de segunda

200 -
150 -

100 -

N° de Colonlas

o——r— -~
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
N° de Lavados

curva de trigo
Fig. 9. Curvas de lavado para las muestras de pastura,
soja de segunda y trigo traidas del campo.
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Pastura

Soja

C. didymum + Phoma eupyrena

1

C. obtusisporum + Fusarium sp.

Trichoderma sp. + Fusarium Sp.

T. harzianum + F. oxysporum

T. harzianum + M. dem. estéril

T. harzianum + Fusarium sp.

T. harzianum + H. fuscoatra

aAlalalp]lala

Tabla2. Apariciones de distintas asociaciones entre especies para el

cultivo de soja y de pastura.
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MATRIZ BASICA DE DATOS PARA MUESTRAS DE CAMPO

p10.250250000000000
P20025000025000000
P3002500025000000250
p40250500025000000.250
p500250002505000000
pP6000.250500000000
P7000000000.25000
p80.2505000000000.250
pP90.25050000000000
$10.2500250002500000.250
$20005000000000.25
$30000.50.2500005000
s400005000000050.5
$50.250000000000.250
$60.25000000000050
870250000.25002500000
880.25002500000000.250
$90.2500000050000.250.25
$100.250.2500000.2500000
t100000000.75025000
t20000500.2500250000
t302500025002500250000
t400000025005002500
t5000000500250000
600000000500500
t70000002500.25002500
t8000000500250000
199000000.2500.750000

p: pastura submuestras: i: 1,.... ,10.

S soja
t: trigo
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REFERENCIAS MATRIZ BASICA DE DATOS PARA MUESTRAS DE CAMPO

Ej:
X1: variable identificatoria p1
X2: Cylindrocarpon obtusisporum 0.25
X3: Cylindrocarpon didymum 0.25
X4: Fusanium sp. 0
X5: Fusarium oxysporum 0
X6: Fusarium solani 0

X7: Phoma eupyrena 0
X8: Humicola fuscoatra

X9: Talaromyces flavus

X10: Trichoderma koningii 0
X11: Thielavia terricola

X12: Trichoderma harzianum 0
X13: Trichoderma sp.

p: pastura

S: Soja

t: trigo

. submuestras: 1, 2, 3, ...... , 10.



Capitulo 1 - Ensayo N° 1

64

Lista de especies fungicas aisladas de pastura, rizosfera de soja y rizosfera de

trigo.
Siglas segun Kirk & Ansell (1992).

1 Aspergillus clavatus
2 Alternaria alternata
3 Chaetomium sp.
4 Cylindrocarpon obtusisporum
5 Cylindrocarpon didymum
6 Fusarium sp.
7 Fusarium equiseti
8 Fusarium oxysporum
9 Fusarium solani
10 Micelio dematiaceo estéril
11 Phoma eupyrena
12 Humicola fuscoatra
13 Talaromyces flavus
14 Trichoderma koningii
15 Thielavia terricola
16 Trichoderma harzianum
17 Trichoderma sp.

Desm.
(Fr.) Keissl.

(Cooke & Hark.) Wollenw.
(Hartig) Wollenw.

(Corda) Sacc.
Schltdl. emend. Sny. & Hausm.
(Mart.) Sacc.

Sacc.

Traaen

(Kldcker) Stolk & Samson
Oudem.

(Gilman & Abbott) Emmons
Rifai



65

Capitulo 1 — Ensayo N° 1

Analisis de las comunidades fungicas para pastura y el cultivo de soja y trigo

En cuanto al andlisis estadistico de las comunidades fungicas en los tres tipos
de muestreos realizado sobre la matriz de frecuencias fungicas, 12 especies x 28
censos; los primeros tres componentes explicaron el 84.24% de la variacién entre
los censos con relacion a las especies presentes y sus valores de frecuencias.

Las contribuciones de las especies a los componentes pueden observarse en
la Tabla 3.

El componente 1 en su extremo positivo segrega la totalidad de las muestras
correspondientes a los censos de rizosfera de trigo; caracterizados por la presencia
de las especies Talaromyces flavus y Thielavia terricola. El sector negativo del
componente esta caracterizado por las especies C. obtusisporum, C. didymumy T.
harzianum. Figura 10.

El componente 3 segrega 3 censos de pastura, 7 censos de soja y 2 de trigo
en el sector positivo del eje, caracterizados por la presencia de Humicola fuscoatra,
seguida por T. harzianum y C. obtusisporum. El resto de los censos se encuentran
ubicados en el sector negativo del eje y estd caracterizado por la presencia de
Phoma eupyrenay Talaromyces flavus.

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de cultivo.

El analisis discriminante dio como resuitado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 4a.

La primera funcién estuvo asociada con Talaromyces flavus (-) y Phoma
eupyrena (-). La segunda funcién con C. didymum.

La distribucion de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig.11) muestra que los censos de pastura estan asociados a valores positivos de la
variable canénica 2 (VC2), los censos de trigo estan asociados a valores positivos
de VC1 y negativos de VC2 y los censos de soja a valores negativos de VC1.

La clasificacién general obtenida del analisis discriminante muestra que el
89,3% de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 4b.
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X(2) C. obtusisporum
X(3) C.didymum

X(4) Fusarium sp.

X(5) F. oxysporum

X(6) F. solani

X(7) Phoma eupyrena
X(8) Humicola fuscoatra
X(9) Talaromyces flavus
X(10)Trichoderma koningii
X(11)Thielavia terricola
X(12)T.harzianum
X(13)Trichoderma sp.

Varianza explicada

Cl

-0.436
-0.530
-0.276
-0.131

-0.402

0.347
0.077
0.839

0.002

0.707
-0.446
-0.074

2.260

C2 C3
-0.562  0.455
-0.426 -0.083

0.038 -0.198
0.733  -0.033
0.263  0.026

-0.144 -0.624
-0.148  0.800
0.048 -0.256
0.762  0.045
-0.119 -0.005
-0.157  0.422
0.250  0.480
1.831 1.761

C4;

-0.068
-0.463
0.684
0.235
-0.596
-0.009
-0.103
-0.070
-0.376
-0.040
0.333
0613

1.742

Tabla 3. Contribucién de las especies al espacio de los componentes.
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vanable Coeficiente estandarizado para las variables canonicas
F1 F2
Cylindrocarpon didymum 0.20560 0.96826
homa eupyrena 0.65857 0,29509
Talaromyces flavus -1.04169 Q0.19027
Varianza explicada acumulada <0 100

Tabla 4a. Coeficiente estandarizado para las variables candnicas.

Varianza explicada

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados
correcta pastura trigo soja
stura 778 7 0
rgo 90 1
ja 100 0 0 9
Total 893 8 1 9

Tabla 4b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias de
los hongos de suelo usando el tipo de cultivo como variable discriminante.
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ENSAYO N°2:

OBJETIVO: Aislamiento e identificacion de especies activas en un cultivo de trigo en

maceta.

Materiales y métodos:

Este ensayo se realizé en julio de 1992. Se utilizaron 30 macetas de
plastico con una capacidad de 5000cm? con suelo traido de la Estacién Experimental
INTA Pergamino. En cada una se sembraron 5 — 6 semillas de trigo (Triticum
aestivum var. Inta Federal) con 85% de poder germinativo.

Las macetas se mantuvieron a la intemperie en el campo experimental de
Ciudad Universitaria y fueron regadas en los momentos que fue necesario.

Se realizaron tres muestreos, uno en estadio de plantula, a los 67 dias, otro
en floracién, a los 92 dias y otro al tiempo de cosecha (espiga madura), a los 145
dias desde la fecha de siembra. Figura 12.

Para cada muestreo se separd la parte aérea y se midié sobre ella los
siguientes parametros: longitud y % de humedad de parte aérea, raices y espiga de
plantas de trigo.

En cada muestreo, se tomé, con una cuchara en condiciones de esterilidad,
una muestra de rizosfera de cinco macetas distintas, lo que fue colocado en una
bolsa esténl. En el lavado de las muestras de suelo del primer muestreo de rizosfera
de trigo se tomaron por triplicado muestras de agua de lavado y se construyé la
curva de lavado correspondiente, determinando asi el numero de estos que es
necesano efectuar en los dos muestreos posteriores.

Para el aislamiento de especies fungicas sobre particulas se procedié de
igual forma que en el Ensayo 1., (pag. 53 ).
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SUELO DE SOJA

<Macetas de 5000 cm>

Semillas de trigo

v

1er. MUESTREO

Planta de 3 — 4 hojas
67 dias v

v

2do. MUESTREO

Floracién
92 dias

- Medicion de parametros: longitud de parte
aérea y espiga

- Aisiamientos en:

» Particulas

»  En superficie de raiz

» Endofiticos

Clasificacion de ias especies $

Frecuencia
Ordenacién de las comunidades por 3er. MUESTREO
analisis multivariado {pag N° ) ¢
Calcuio de micelio, biovolumen y biomasa
(pag N*)

Fruto
145 dias

Colonizacion de raices (pag N° )

Fig. 12. Esquema de muestreo y determinaciones realizadas sobre trigo.
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El aislamiento de especies fungicas en las raices de trigo, se hizo segun dos
procedimientos, a fin de aislar los hongos que crecen: sobre la superficie de las
raices y en el interior de las raices. Para ello, se cortaron los extremos de las raices
de las plantas jévenes y se lavaron sobre un tamiz hasta eliminar todo el suelo
pegado a ellas. Finalmente se enjuagaron con agua destilada y se colocaron en
cajas de Petri con papel de filtro estéril y humedecido con agua destilada estéril. Se
sembraron 40 trozos de 1cm de longitud en cajas de Petri con agar extracto de malta
y antibiético (Estreptomicina + Clorhidrato de tetraciclina).

De las raices enjuagadas otra parte se coloco en un vaso de precipitado con
lavandina - agua (1:2) por espacio de 1 minuto y medio. Luego se le realizaron 3
lavados para quitar el hipoclorito de sodio con agua destilada esténl. Por tltimo, se
cortaron 40 trozos de 1cm de longitud y se sembraron en cajas de Petri con agar-
agua.

Para el analisis estadistico de los datos de aislamientos fungicos, las especies
con una frecuencia de aparicion menor o igual al 3% no fueron consideradas para el
armado de la matriz.

Se hicieron tres réplicas, en cada muestreo. Se realizaron aislamientos en 10
muestras de particulas de suelo y en raices con y sin esterilizacion superficial.

Las frecuencias de cada especie fungica en cada muestra fue expresada
como el numero de apariciones de cada especie por submuestra sobre el niumero de
particulas o raices sembradas por submuestra.

Resultados:

De la curva de lavado (Figura 13) realizada sobre las muestras de rizosfera de
tngo del 1er. Muestreo, se concluye con que es necesario realizar sobre las mismas
15 lavados para reducir al minimo el nimero de formas esporuladas en las

muestras.
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Para los parametros medidos, se realizé un andlisis de varianza, dando
diferencias significativas entre los 3 muestreos para la longitud de la parte aérea (F
29= 1755, p>0,05). Se realizaron posteriormente contrastes de Tukey. No se
encontraron diferencias significativas entre el 2do. y 3er. Muestreo (VC=4,38; 5,61,
p<0,05). Para las espigas el analisis de varianza no dio diferencias significativas
(F1,6= 2,89; p<0,05). Fig. 14.

En el analisis realizado sobre el porcentaje de humedad de los vastagos de
tngo se encontraron diferencias significativas (F,¢=1188,35, p>0,05). Realizando
contrastes de Tukey se encontré6 que no hubo diferencias significativas en los
valores obtenidos entre el 2do. y 3er. Muestreo (VC=3,3; p>0.05) y si de éstos con
respecto al 1er. Muestreo (VC= 4,27; p>0,05).

Para las raices, el contenido de humedad de las mismas mostro diferencias
significativas a lo largo de los muestreos (F,e= 32,90, p>0,05). De igual forma
ocurrié con las muestras de espigas (F;4=1699; p>0,05).

Los resultados de los contrastes de Tukey realizados sobre las raices
mostraron que hay diferencias significativas entre los tres muestreos (VC= 2,96 y
3,86; p>0,05).

Con respecto al porcentaje de humedad de las hojas, raices y espiga a lo
largo de los muestreos, se observa que hacia el final del ciclo ésta disminuye
notablemente debido a la senescencia de la planta que dirije todo su potencial hacia
la formacién y maduracién det fruto. Fig. 15.
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100
90 -
80 -
70 -
60 -
Ovastago
50 - Oraiz
Oespiga
40 -
30 -

20 - _I_

10 -

1er. M. 2do. M. 3er. M.

Fig.15. Porcentajes de humedad presentes en vastagos, raices
y espigas durante los 3 muestreos.
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90

80

70 -

60 -

50 -

40
O paerea

30 - -[ Oespiga

o [l

10 -

fer. M. 2do. M. Jer.M.

Fig. 14 Parametros de longitud de parte aérea y espigas (en cm)
sobre plantas de trigo.
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140

120

100 -

80

60

N° de Colonias

40

20 -

0 5 10 15 20 25 30
N° de Lavados

Fig. 13. Curva de lavado para la muestra de suelo tomada para la
siembra de trigo en macetas.
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Enla Tabla 5 se presentan los resultados de los aislamientos para cada tratamiento.
En el desarrollo de este ensayo se aislaron 299 cepas que correspondieron a:

96 aislamientos sobre 116 particulas y raices para el 1er. muestreo,

116 sobre 120 particulas y raices para el 2do. muestreo y

87 aislamientos sobre 115 particulas y raices sembradas en el 3er. muestreo.

Se identificaron 48 especies distintas, entre las cuales 39 fueron identificadas
a especies y 3 a géenero. Pertenecieron a los siguientes grupos taxonomicos: 6
Ascomycetes, 2 Zygomycetes, 4 Coelomycetes, 5 Micelios estériles, 1
indeterminado y 30 Hyphomycetes.

Entre los micelios estériles se encontraron distintos tipos: 2 micelios
dematiaceos estériles, 2 micelios moniliaceos esténles y 1 micelio estéril rojizo
(Tabla 6 ).

Las especies aisladas con mayor frecuencia a lo largo de todo el ensayo
fueron: Cylindrocarpon didymum, Fusarium oxysporum, Periconia macrospinosa,
Phoma eupyrena y Trichoderma koningii. Las siguientes especies se presentaron en
baja frecuencia y fueron exclusivas del 1er. muestreo sobre particulas: Chaetomium
mollicellum y Phoma nebulosa. Sobre las raices con esterilizacion superficial se
registré6 la presencia de Alternana tenuissima y Penicillium verrucosum var.
conimbyferum, P. notatum y P. frequentans, estos tres ultimos tambien presentes en
las raices con estenlizacion pero del 2do. muestreo. Sobre las particulas del 2do.
muestreo se encontro la presencia de Chaetomium dolichotrichum, Ch. globosum y
Trichoderma pseudokoningii. En las raices sin esterilizacién superficial fueron
aisladas: Curvulana brachyspora y Dreschlera australiensis. Por ultimo sobre las
raices con estenlizacién superficial en el 2do. muestreo estuvieron preserites
Colletotnchum  gloeosporioides, Fusarium latentium, Gliocladium roseum,
Paecilomyces variotii, Phoma glomerata, Talaromyces wortmanii y Rhizopus
arrhizus.

En el ultimo muestreo sobre las particulas aparecieron Acroconidiella sp. y
Aspergillus fumigatus mientras que sobre las raices sin estenlizacion se aislaron
Humicola fuscoatra , Mucor hiemalis var. corticola y Phoma pomorum.
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" PIA
Trigo| Soja

Micelio dematiaceo estéril 1 "micelio dematiaceo estéril, hifas muy articuladas P P

Micelio dematiaceo estéril 2 [Imicelio dematiaceo estéril con clamidosporas intercalares P P
de color oscuro y con pared lisa

Micelio monilidceo estéril 1 |imicelio moniliaceo estéril con clamidosporas intercalares P P

terminales de color dorado y con pared ornamentada

Micelio moniliaceo estéril 2 “micelio moniliaceo esteril P

Micelio moniliaceo estéril 3 [Imicelio moniliaceo estéril con clamidosporas intercalares en P
cadena intercalares de color oscuro y con pared lisa

Micelio estéril rojizo micelio estéril rojizo con pelotas rojas; colonia con micelio A P
aterciopelado gris oscuro , reverso de la colonia bordé oscuro

Micelio estéril amarillo micelio amarillo, hifas muy articuladas, con clamidosporas P P
intercalares de color negro

TABLA 6.Caracteristicas de los distintos micelios estériles
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Trigo 1° Muestreo  2° Muestreo 3° Muestreo
Especies P S C P S C P S C
1|Acroconidiella sp 0 0 0 o} 0 0 28 0 o]
2{Alternaria alternata 0 5 0 0 0 0 0 0 0
3|Alternaria tenuissima 0 0 1.7 0 0 0 0 0 0
4| Aspergillus fumigatus 0 0 0 0 0 0 28 0 0
S|Aspergillus niger S 0 0 0 28 0 28 | 25 0
6| Chaetomium dolichotrichum 0 0 0 25 0 0 0 0 0
7| Chaetomium globosum 0 0 0 5 0 0 0 0 0
8] Chaetomium mollicellum 5 0 0 o] 0 0 0 0 0
9| Colletotrichum gloeosponoides 0 0 0 0 0 S 0 0 0
10| Curvularia brachyspora 0 0 0 0 25 0 0 0 0
11|Cylindrocarpon dydimum S 375|215 0 ) 10 0 20 75
12| Cylindrocarpon obtusisporum 0 75 0 0 20 0 0 10 0
13| Drechslera australiensis 0 0 0 0 5 25 0 0 0
14|Fusarium equiseti S 0 35 0 75 0 0 0 0
15| Fusarium lateritium 0 0 0 0 0 5 0 0 0
16| Fusanum oxysporum 0O | 251 1.7 0 15 25 | 57 15 5
17|Fusarium solani 0 20 | 125 0 75 0 0 25 5
18{Fusarium sp 0 0 0 0 1251 25 0 ] ]
19{Gliocladium roseum 0 0 0 0 0 25 0 0 0
20| Gliocladium sp 0 0 0 0 0 25 0 0 0
21 {Humicola fuscoatra 0 0 0 0 0 0 0 25 0
22[Indeterminado 0 0 71 25 0 5 28 | 25 0
23|Micelio dematiaceo esteril 1 0 0 35 0 0 75 0 0 5
24| Micelio dematiaceo esteril 2 0 0 1,7 0 S 75 0 0 25
25|Micelio monilidceo estenl 1 0 0 0 0 0 10 0 0 0
26 Micelio monilidceo esteril 2 0 0 5.3 0 0 S 0 0 0
27|Micelio estéril rojizo 0 0 0 0 0 20 0 0 0
28|Mucor hiemalis variedad corticola 0 0 0 0 0 0 0 25 0
29| Paecilomyces variotti 0 0 0 0 0 0 25 0 0
30| Paecilomyces sp. 0 0 0 0 0 25 0 0 0
31| Penicilium frequentans 0 0 7.1 0 0 0 0 0 0
32| Penicillium funiculosum 0 0 0 25 0 0 0 0 0
33| Penicillium notatum 0 0 5.3 0 0 0 0 0 0
34{Penicilum verrocosum vr. corimbyferum 0 0 1.7 0 0 5 0 0 0
35| Periconia macrospinosa 0 0 0 0 5 0 75 B
36| Phoma eupyrena 10 0 35 5 25 0 85| 75 0
37{Phoma glomerata Q Q [¢] Q Q S s} [¢] Q
38|Phoma nebulosa 15 0 0 0 0 0 0 0 0
39{Phoma pomorum 0 0 0 0 0 0 0 25 0
40| Rhizopus arrhizus 0 0 0 0 0 25 0 0 0
41| Talaromyces flavus 0 25 0 25 0 0 0 0 0
42| Talaromyces wortmanii 0 0 0 0 Q 75 0 0 0
4| Thielavia terricola 0 5 1,7 | 25 0 0 0 0 0
44| Trichoderma harzianum 0 0 0 75 | 125 0 28 15 0
45| Trichoderma koningii 0 5 0 15 75 0 0 | 275] 25
46| Trichoderma pseudokoningii 0 0 0 25 0 0 0 0 0
47| Trichoderma viride 0 0 0 5 0 0 0 0 0
48| Ulocladium chartarum 0 o] 1,7 0 0 25 0 S 0
N° Especies diferentes 6 8 15 1" 13 21 77 15 7
N° Aislamientos 9 42 21 S0 45 10 52 25
N° Particulas sembradas 20 40 56 40 40 40 3B 40 40

Tabla 5. Frecuencias de aparicion de las distintas especies en los muestreos
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En los distintos muestreos de trigo se presentaron asociaciones sobre una
misma particula, o sobre raices con y sin esterilizacion superficial.

En el 1er. muestreo se encontrd a Fusarium oxysporum asociado a T. koningii
sobre las raices sin esterilizacién superficial y a Fusarium solani con Ulocladium
chartarum sobre las raices con esterilizacion superficial.

En el 2do. muestreo T. koningii estuvo asociado a Ch. globosum y a R.
arrhizus sobre particulas. Sobre las raices con esterilizacién se presentoé asociado el
micelio dematiaceo estéril 2 a C. didymum, y a Fusarium oxysporum, tambien T.
koningii a P. eupyrena y Fusarium oxysporum a T. harzianum.

El mayor numero de asociaciones lo presentd C. obtusisporum con Phoma
eupyrena y T. harzianum con F. solani.

En las raices con esterilizacion superficial hubo 3 asociaciones, U. chartarum
con F. solani, R. arrhizus con micelio estéril rojizo y micelio dematiaceo estéril 1 con
Fusarium sp. y con T. wortmanii. (Tabla 7).

En el 3er. muestreo hubo una unica asociacion entre Mucor hiemalis var.
corticola, T. harzianum y F. solani sobre raices'sin esterilizacion superficial.

La diversidad de especies (Figura 16) varia en los distintos muestreos. Es
mayor en las particulas que en las raices con y sin esterilizacion. Los valores
mayores corresponden al 3er. muestreo.

Los valores encontrados en las raices con esterilizacion superficial fueron
superiores a los de raices sin esterilizacion superficial a lo largo de todos los
muestreos.
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. 1° Muestreo 2° Muestreo 3° Muestreo
Trigo
Chaetomium globosum + Trichoderma koningii 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Trichoderma koningii + Rhizopus arrhizus Q Q 0 1 o] 0 0 Q 0
Fusarium oxysporum + Trichoderma koningii 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Fusarium oxysporum + Micelio dematiaceo estéril 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Fusarium sp. + Trichoderma koningii 0 0 0 0 1 0 0 Q 0
Cytindrocarpon didymum + Micelio dematidceo estéril 2 0 0 0 0 1 Q 0 0 0
Cylindrocarpon obtusisporum + Phoma eupyrena 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Trichoderma harzianum + Fusarium solani 0 0 0 0 3 0 0 0 0
Trichoderma harzianum + Fusarium oxysporum 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Ulocladium chartarum + Fusarium solani 0 0 1 0 0 1 0 0 0
Micelio dematiaceo estéril + Rhizopus arrhizus 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Micelio dematidceo estéril + Fusarium sp. 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Mucor hiemalis var. corticola + T. harzianum + F_solani 0 0 0 0 [) 0 0 1 0

TABLA 7. Asociaciones para trigo en los distintos muestreos
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MATRIZ BASICA DE DATOS PARA TRIGO

T4P1000000000000000000000500000
T1IP200000000000000000000.25000000
T1P300.2502500000000000000000000000
T1IP400000000000000000000000000
T1IP5000000.2500000000000000250.2500000
T4810000000.750000000000000000000
T1S20.5000001000000000000000000.50
T1S30000.50001.25000000000000000000
T1S40000.250000000000000000000.25000
T1S500000000.75000000000000000.25000
T4S6000000050000000000000000000
T1S700100000000000000000000000
T1S800100000000000000000000000
T1S9000.7500000000000000000000000
T1S1000100000000000000000000000
T1C100000000.5000.25000000000000000
T1C20005000.2500000.25000000.25000000000
T1C300050000025000000000000000000
T1C40000000000000000.50.250.2500000000
T1C5000.25000000000000000005000000
T1C6000.250000025000000000000000.25000
T1C7000500000.2500.250000000000000000
T1C80000000000.75002500000000000000
T1C9000.2500000000000.25000.25000000000
T1C10000.25000.2500000000000000000000
T1C110000000.250000000.25000000000000
T1C1200050000000000025000000000000
T1C1300000000.25000000000000000000
T1C1400000000.250000000050000000000.25
T2P100000000000000000000.25000000
T2P2000000000000000000000000.250.250
T2P300000000000000000000.2500000.50
T2P400000000000000000000000.25000
T2P50000000000.250000000000000000
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T2P600000000000000000000000000
T2P70000000000000000000000000.250
T2P80000000000000000000000000.50
T2P900000000000000000000000000
T2P10000000000000000000000000.500
T281000.25000.7500000000000000000000
72S20000250005000002500000000000000
T283000.250.2500000000.25000000000000.250.250
72S40000.750000000000000001000000
T2850000000.2505000000000000.250000.7500
T2S600.25000000000000000000.75000000
T2870000500050000000000000.25000000
T2S800000000.250.5000000000000000.2500
T289000000000.75000000000000000050
T28100000.250500250000000000000000000
72C1000.2500.2500000000250000000000000
T2C2000000025000000005000.2500000000
T2C30000000000000000000.250000000
T2C400000000000.2500005000000050000
T2C5000.2500000000000.250.500000000000
T2C60005000000000000.2500000000000
T2C70000000000.25000.250.25000000000000
T2C8000000000.2500.250000.25000.2500000000
T2€90000000000.2500050000000000000
T2C1000000000000.2500000000.25000.250000.25
T3P10000000.25000.250000000000000000
T3P20000000000000000000025000000
T3P30000000.250000000000000000000
T3P400000000000000000000.25000000
T3P5000000000000000000000000.2500
T3P600.25000000000000000000000000
T3P700000000000000000000.25000000
T3S10.250.250.25000000000000000000000.250.250
T3820000000500000000000000000.250.750
T383000.250.75000.25000000000000.250000000
T3S40.250000000250000000000000000.50.250
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7385000502500000000000000000000.25050
T3S60.2500.7500000000000000000000000
T3870000000000.250000000000.75000000
73s8000250000.750000000000002500000.2500
T3890000000000000000000.25000000.50
T3S100000000000000000000000000.50.5
T3C10005000000000000000050000000
T3C200000000000.250000000050000000
T3C300000000.250000000000050000000
T3C40000000000000000000.50000000
T3C500000000000.250000000050000000
T3C600000000.250000000000050000000
T3C7000250000000002500000000000000
T3C8000000025000000000000250000000
T3C9000000025000000000000000000.250
T3C100000000000000000000.250000000
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REFERENCIAS DE LA MATRIZ BASICA DE DATOS

Ej:
X1: variable identificatoria T1P
X2: Altermnaria alternata 0

X3: Aspergillus niger

X4: Cylindrocarpon dydimum

XS: Cylindrocarpon obtusisporum
X6: Drechslera australiensis

X7: Fusarium equiseti

X8: Fusarium oxysporum

X9: Fusarium solani

X10: Fusarium sp.

X11: Indeterminado

X12: Micelio dematiaceo estéril 1
X13: Micelio dematiaceo estéril 2
X14: Micelio estéril hialino 1
X15: Micelio esténl hialino 2
X16: Micelio estéril rojizo

X17: Penicillium frequentans
X18: Penicillium notatum

X19: Penicillium verrucosum var. corimbyferum
X20: Periconia macrospinosa
X21: Phoma eupyrena

X22: Phoma nebulosa

X23: Talaromyces wortmanii
X24: Thielavia termicola

X25: Trichoderma harzianum
X26: Trichoderma koningii

OoooO_OOOOOQOQOQOOOOO/OOOOQ

X27: Ulocladium chartarum

T: trigo

i: muestreos 1, 2,y 3.

P: particulas

S: raices sin esterilizacién superficial
C: raices con esterilizacién superficial
j: submuestras 1, 2, 3,....... 10.
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Lista de especies fungicas aisladas de un cultivo de trigo
(Triticum aestivum ). Siglas segun Kirk & Ansell (1992).

1 Acroconidiella sp.

2 Alternaria alternata

3 Alternana tenuissima

4 Aspergillus fumigatus

5 Aspergillus niger

6 Chaetomium dolichotrichum
7 Chaetomium globosum

8 Chaetomium mollicellum

9 Colletotrichum gloeosporioides

10 Curvularia brachyspora

11 Cylindrocarpon didymum

12 Cylindrocarpon obtusisporum
13 Drechslera australiensis

14 Fusanum equiseli

15 Fusanum latentium

16 Fusarium oxysporum

17 Fusarium solani

18 Fusarnum sp.

19 Gliocladium roseum

20 Gliocladium sp.

21 Humicola fuscoatra

22 Indeterminado

23 Micelio dematiaceo estéril 1
24 Micelio dematiaceo estéril 2
25 Micelio moniliaceo estéril 1
26 Micelio moniliaceo estéril 2
27 Micelio estéril rojizo

28 Mucor hiemalis var. corticola
29 Paecilomyces variotii

30 Paecilomyces sp.

31 Penicillium frequentans

32 Penicillium funiculosum

33 Penicillium notatum

34 Penicillium verrucosum var. corymbiferum

35 Periconia macrospinosa
36 Phoma eupyrena

37 Phoma glomerata

38 Phoma nebulosa

39 Phoma pomorum

40 Rhizopus arrhizus

41 Talaromyces flavus

42 Talaromyces wortmanii
43 Thielavia terricola

44 Trichoderma harzianum
45 Trichoderma koningii
46 Trichoderma pseudokoningii
47 Trichoderma viride

48 Ulocladium chartarum

(Fr.) Keissl.

(Kunze ex Pers.) Wiltshire
Fresen

Tiegh.

Ames

Kunze ex Steud.

Ames

(Penz.) Penz. & Sacc.
Boedijn

(Hartig) Wollenw.

(Cooke & Hark.) Wollenw.
(Bugnicourt) Subram. & Jain
(Corda) Sacc.

(Nees) emend. Snyd. & Hausen
Schidtl. emend. Sny. & Haus.
(Mart.) Sacc.

Bain

Traaen

(Hagem) Schipper
Bain

Westling
Thom
Westling

86

(Westling) Samson, Stolk & Hadlok

Lefebvre & A.G. Johnson
Sacc.

(Corda) Wollenw. & Hochapfel
(Pers. ex S.F. Gray) Berk.
Tham

Fischer

(Klécker) Stolk & Samson
(Kitcker) C.R. Benjamin
(Gilman & Abbott) Emmons
Rifai

Oudem.

Rifai

Pers.ex Gray

(Preuss) Simmons
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Andlisis de las comunidades fungicas en todos los tratamientos

En el analisis de componentes principales derivados del andlisis efectuado
sobre la matnz de frecuencias (26 especies x 86 censos), los primeros 3
componentes explicaron el 65.51% de la variacién total entre los censos en relacion
a las especies presentes y sus valores de frecuencias.

En la Tabla 8 pueden observarse las contribuciones de las especies a los
cinco componentes.

El componente 2 segrega hacia el sector positivo del eje 18 censos de un total
de 28 pertenecientes a los tratamientos de raices sin estenlizacion superficial, este
sector del eje se encuentra caracterizado por T. koningii, Alternana alternata y T.
harzianum. Hacia el sector negativo del eje se ubican los censos pertenecientes a
las raices con esterilizacion superficial, caracterizados por las siguientes especies
Fusarium equiseti, C. didymumy P. notatum.

Cercanos al 0, (en el cruce del componente 2 con el 4) se encuentran las
muestras pertenecientes a los aislamientos sobre particulas (Fig. 17 ).

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como vanable de agrupamiento los muestreos.

El analisis discriminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 9a.

La primera funcion estuvo asociada con F. solani, P. macrospinosa (-) y T.
harzianum (-). La segunda funcién con Micelio estéril rojizo y P. macrospinosa.

La distribucion de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig.18) muestra que los censos correspondientes al 1er. Muestreo estan asociados
a valores positivos de la variable canénica 1 (VC1), los censos del 2do. Muestreo
estan asociados a valores positivos de VC1 y los censos del 3er. Muestreo a valores
negativos de VC1y VC2.

La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el 65,1 % de
las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 9b.
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C1 C2 C3 C4 C5

X(2) 2 -0137 0572 -0.083 -0.240 -0.205

X(3) 3 -0.158 0.093 -0.125 -0.158 -0.215
X(4) 4 -0224 -0225 -0.116 -0.461 -0.270

X(5) 5 -0.130 0.037 -0.087 0418 0.223
X(6) 6 -0.037 -0.009 -0.030 0027 0.298
X(7) 7 -0134 -0318 -0.014 -0.240 -0.347
X(8) 8 -0.037 0.527 -0.042 0.008 0.203
X(9) 9 -0060 -0.058 0.062 0569 -0.124

X(10) 10 0.139 0245 0.163 0.038 -0.029
X(11) 11 -0.088 0.151 -0.047 -0.130 0.655
X(12) 12 0.738 -0.167 0.044 -0.020 -0.201
X(13) 13 -0.082 0.085 -0.049 0.002 0.426
X(14) 14 -0056 -0.153 -0.026 -0.218 0.544

X(15) 15 -0.049 -0.175 0.113 -0470 0.199
X(16) 16 0630 0029 0.192 -0.308 0.103
X(17) 17 -0.081 -0.034 0.795 0.176 -0.060
X(18) 18 -0.115 -0.222 0.641 -0.253 -0.188
X(19) 19 0248 0072 0741 -0.090 0.056
X(20) 20 0325 -0.134 -0229 0.204 -0.176
X(21) 21 -0.191 -0.120 -0.128 0.217 0.063

X(22) 22 -0.091 -0.180 -0.068 -0.024 -0.140
X(23) 23 0.770 -0.033 -0.100 -0.051 -0.035
X(24) 24 -0095 -0.200 0.001 0.386 -0.069

X(25) 25 -0.149 0525 -0.062 0.072 -0.141

X(26) 26 -0.072 0.704 -0.039 -0.055 -0.137
X(27) 27 0239 0.091 0.197 0.226 -0.103

VP 2035 1883 1852 1637 1627

Tabla 8. Contribucién de las especies al espacio de los componentes.
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variable Coeficiente estandarizado para las variables candnicas
Fi i F2
Cylindrocarpon didymum 0.50583 -0.44464
tusan’um solani 0.64961 0.19497
icelio estéril rojizo 0.27032 0.63354
Periconia macrospinosa <0,70800 0.63635
Tnchoderma harzianum 0.,68741 0,11619
[Varianza explicada acumulada 70 100

Tabla 9a. Coeficiente estandarizado para las variables canodnicas. Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados
correcta 1er. Muestreo 2do. Muestreo 3er. Muestreo
1er. Muestreo 62,1 18 1
Pdo. Muestreo 833 25 3
per. Muestreo 48,1 12 13
otal 65,1 2 48 16

Tabla 9b. Clasificacidn del analisis discriminante basado en las frecuencias
de los hongos del suelo, usando el muestreo como variable discriminante.
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Andlisis de los censos por muestreo

En este analisis, puede observarse, que en el ter. muestreo los primeros 3
componentes explicaron un 67.07% de la vananza total (Tabla 10). El sector positivo
del componente 5 segrega los censos correspondientes a las particulas,
caractenzados por las especies Phoma eupyrena, Phoma nebulosa y Fusanum
equiseti, en el sector negativo se separan los censos de aislamientos sobre raices
con esterilizacion superficial caractenzados por m. moniliaceo 2, P. notatum y C.
didymum.

Sobre el sector positivo del eje 3 se ubican 6 censos correspondientes a
raices con esterilizacion superficial y 3 de raices sin esterilizacion caracterizados por
F. solani, C. obtusisporum y T. terricola. Hacia el sector negativo del eje,
caractenzan al mismo, P. notatum y F. equiseti (Fig. 19).

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El analisis discriminante dio como una unica funcién que explicé el 100% de la
varianza total. Tabla 11a.

La funcion estuvo asociada con P. nebulosa y A. niger.

La distribucion de las muestras en relacion a la funcién discnminante (Fig.20)
muestra que los cerisos correspondientes a las particulas estan asociados a valores
positivos de la variable candnica 1 (VC1) y los censos correspondientes a las raices
sin esterilizaciéon superficial estan asociados a valores negativos de VC1.

La clasificaciéon general obtenida del analisis discriminante muestra que el
58,6 % de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 11b.

En el segundo muestreo, en la época de floracion de las plantulas de trigo, los
primeros 3 componentes explicaron el 67.32% de la varianza total (Tabla 12). Todos
los censos pertenecientes a las particulas y a las raices sin esterilizacion se
encuentran ubicados juntos sobre el sector negativo del componente 1 caracterizado
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por T. koningii y C. didymum. Hacia el sector positivo de este componente se
segregan las muestras de raices con esterilizaciéon superficial caracterizados por
Ulocladium chartarum y m. dematiaceo estéril 1.

Con respecto al componente 3 las muestras de particulas y raices sin
esterilizacion se ubican cercanas al 0 y hacia el extremo negativo del mismo,
caractenzados por P. eupyrena y A. niger. En el sector positivo se segregan 6 casos
de los correspondientes a raices con esterilizacion superficial, los que estan
caracterizados por m. estéril rojizo y P. verrucosum var. corimbyferum. (Figura 21).

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El andlisis discriminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la vananza total. Tabla 13a.

La primera funcién estuvo asociada con Micelio esténl rojizo (-) y micelio
esténl hialino(-). La segunda funcién con C. obtusisporum (-).

La distribucion de las muestras en relacién a las dos funciones discriminantes
(Fig.22) muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados a
valores positivos de la vanable canénica 1 (VC1), los censos de raices sin
esterilizacion superficial estan asociados a valores positivos de VC1 y valores
negativos de VC2 y los censos de las raices con esterilizacién superficial a valores
negativos de VC2.

La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el
83,3 % de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 13b.

En el 3er. muestreo se visualiza una segregacion de las muestras de
particulas de las correspondientes a raices con y sin esterilizacién superficial. Los 3
primeros componentes explicaron un 67.95% de la varianza total (Tabla 14).

Del analisis del componente 2 con el 3, los censos de particulas se ubican
hacia el sector positivo del C2 caractenzado por P. eupyrena e Indeterminado. En el
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sector negativo del mismo se ubican los censos correspondientes a raices con la
presencia principalmente de P. macrospinosa y m. dematiaceo 1.

Sobre el C3 en el sector positivo se ubican 5 muestras pertenecientes a raices sin
esterilizacion, 1 a raiz con estenlizacion y 3 a particulas caracterizadas por U.
chartarum y T. koningii. Hacia el lado negativo del componente se ubican
mayormente las muestras de raices con esterilizacion con la presencia de P.
macrospinosa y C. didymum. (Figura 23).

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como vanable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El anadlisis discnminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la vananza total. Tabla 15a.

La primera funcién estuvo asociada con P. macrospinosa (-) y micelio
dematiaceo estéril (-). La segunda funcién con T. koningii (-) y A. alternata (-).

La distnbucion de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig.24) muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados a
valores positivos de VC1 y VC2, los censos de raices sin esterilizacién superficial
estan asociados a valores negativos de VC2 y los censos de las raices con
esterilizacion superficial a valores positivos de VC2.

La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el
85,2 % de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 15b.



Cl cz2 C3 C4 C5

X(2) 0936 -0.004 -0.085 -0.025 -0.023
X(3)  -0.045 -0.118 -0.032 -0.011 -0.100
X(4)  -0295 -0.407 -0276 -0.145 -0.384
X(5) -0.049 0028 0669 -0.093 -0.013
X(6) 0.000 0000 0000 0000 0.000

X(7)  -0195 -0.094 -0.418 -0.239 0.406
X(8) 0.847 -0.044 -0086 -0.017 -0.056

X(9)  -0120 0127 0784 -0.093 -0.031

X(10)  0.000 0000 0000 0000 0.000
X(11)  -0.085 -0.029 -0.060 0.947 -0.036
X(12) -0.180 -0.026 -0.187 -0.238 -0.050
X(13) -0.063 0000 -0.081 0945 -0.002
X(14)  0.000 0000 -0.000 0.000 0.000
X(15)  -0.041 -0.127 -0224 -0.094 -0.458
X(16) 0000 0000 0000 0000 0.000
X(17)  -0.057 0.965 -0.070 -0.029 -0.038
X(18)  -0200 0417 -0500 -0234 -0.360
X(19) -0070 0730 -0.261 -0.063 -0.199
X(20)  0.000 0000 -0.000 -0.000 0.000
X(21)  -0.081 -0.099 -0.184 -0.070 0614
X(22) -0.054 -0034 -0.160 -0.060 0673
X(23) -0.000 -0.000 0000 0.000 0.000
X(24) -0.063 -0.040 0567 -0.087 -0.052
X(25) -0.000 0.000 -0.000 -0.000 -0.000
X(26) 0936 -0.004 -0085 -0.025 -0.023
X(27) 0009 0609 0163 0023 0.147

VP 2721 2246 2162 2029 1.566

Tabla 10. Contribucion de las especies al espacio de los componentes.
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variable Coeficiente estandarizado para las variables canonicas
F1 F2
Aspergillus niger 0,80899 0
Phoma nebulosa 0,97878 0
Varianza explicada acumulada 100 100

Tabla 11a. Coeficiente estandarizado para las variables canénicas.
Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados
correcta particula || raiz s/est. || raiz c/est.
particula 60 3 0 2
raiz s/est. 0 0 0 10
raiz c/est. 100 0 0 14
Total 58,6 3 0 26

Tabla 11b. Clasificacién del analisis discriminante basado en las frecuencias
de los hongos del suelo, usando el tipo de aislamiento como variable discriminante.
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X(2)
X(3)
X(4)
X(5)
X(6)
X(7)
X(8)
X(9)
X(10)
X(11)
X(12)
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)

VP

C1

0.000
-0.003
-0.281
-0.092
-0.057
-0.154
-0.086
-0.101

-0.126
-0.022
0.796
-0.157
-0.047
-0.097
0.142
0.000
0.000
0.055
0.732
-0.056
0.000
0.770
-0.038
-0.175
-0.266
0.827

2.761

C2

0.000
-0.195
0.075
-0.235
0.144
-0.063
-0.130
-0.077
-0.243
0.834
-0.118
-0.164
0.823
0.567
0.009
0.000
-0.000
-0.116
-0.030
-0.325
-0.000
-0.060
-0.031
-0.134
-0.347
-0.037

2.205

C3

0.000
-0.342
0.305
-0.185
-0.005
0.046
0.155
-0.026
0.137
-0.173
0.392
0.042
-0.142
0.205
0.867
-0.000
-0.000
0.677
-0.210
-0.463
-0.000
0.227
-0.083
-0.061
-0.185
-0.146

2123

C4

0.000
0.055
-0.005
0.785
0.362
-0.113
0.738
-0.092
-0.468
-0.056
-0.110
0.401
-0.001
-0.028
0.014
-0.000
-0.000
0.025
-0.091
0.364
-0.000
-0.049
-0.105
-0.108
-0.433
-0.065

2.071

CSs

0.000
-0.208
-0.379
-0.025
-0.053
-0.290
0.357
0.861
0.258
0.029
-0.012
0.042
-0.019
-0.117
-0.163
0.000
0.000
0.041
-0.021
-0.029
-0.000
-0.044
-0.096
0.791
-0.110
0.004

1.905

Tabla 12. Contribucion de las especies al espacio de los componentes.
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Ivariable Coeficiente estandarizado para las variables canonicas
F1 F2
Cylindrocarpon obtusisporum 0.10268 0.99471
Micelio esteril hialino 1 -2,07792 0.21449
icelio estéril rojizo -231145 0.23859
Periconia macrospinosa -1.85208 019117
Varianza explicada acumulada 97 100

Tabla 13a. Coeficiente estandarizado para las variables canodnicas.

Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados ||
correcta particula || raiz slest. || raiz clest. ||
particula 100 1
raiz s/est. S0
raiz c/est. 100 1
Total ll 833 1 1

Tabla 13b. Clasificacidn del analisis discriminante basado en las

frecuencias de los hongos del suelo, usando ei tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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X(2)
X(3)
X(4)
X(5)
X(6)
X(7)
X(8)
X(9)
X(10)
X(11)
X(12)
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)

VP

Cl

0.813
0.508
0.498
0.042
0.000
0.000
-0.056
0.108
0.000
-0.093
-0.434
0.076
0.000
0.000
0.000
0.000
-0.000
0.000
-0.568
-0.100
-0.000
0.000
0.000
0.667
0.315
-0.133

2.280

c2

-0.156
-0.033
-0.269
-0.161
0.000
0.000
0.078
-0.258
0.000
0.776
-0.352
-0.044
0.000
0.000
0.000
0.000
-0.000
0.000
-0.561
0.812
0.000
-0.000
0.000
-0.141
-0.146
-0.070

1.944

C3

-0.100
0.005
-0.320
-0.184
0.000
0.000
0.081
-0.125
0.000
-0.129
-0.151
-0.112
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
-0.374
-0.123
0.000
0.000
-0.000
0.177
0.7582
0.790

1.597

C4

-0.248
-0.311
0.298
0.606
0.000
0.000
0.797
-0.282
0.000
0.020
-0.251
-0.105
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
-0.065
-0.204
0.000
-0.000
-0.000
0.241
0.224
-0.144

1.579

C5

0.145
-0.124
-0.471
-0.212
0.000
0.000
0.205
0.656
0.000
0.097
0.023
-0.582
0.000
0.000
0.000
0.000
-0.000
0.000
0.223
-0.006
-0.000
-0.000
0.000
0.440
0.106
-0.219

1.427

Tabla 14. Contribucién de las especies al espacio de los componentes.
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” variable Coeficiente estandarizado para las variables canonicas
F1 F2
fternaria alternata 045754 -0.65176
Micelio dematiaceo esteril 2 084128 0.14743
ericonia macrospinosa -1,35551 0.05339
Trichoderma Koningii -0,61616 -0.85131
Lariann explicada acumulada 68 100

Tabla15a. Coeficiente estandarizado para las variables candnicas.

Varianza explicada.

Grupo "|le6 de clasificacion N° de casos clasificados ‘
correcta particula raiz s/est. || raiz c/est.
particula 100 7 0
raiz s/est. 70 1 2
iz c/est. S0 0 1 9
"T otal 85,2 8 8 11

Tabla 15b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las
frecuencias de los hongos del suelo, usando el tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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Anélisis de las comunidades fungicas de particulas y raices sin
esterilizacién superficial

Los primeros 3 componentes explicaron un 65.77% de la varianza total.
Tabla16.

El componente 1 en su sector negativo del eje segrega los censos
correspondientes a los muestreos de particulas, caracterizados por A. niger, hacia el
sector positivo del eje se encuentran 14 muestras que corresponden con los censos
de raices sin estenlizacion superficial, caractenzados por la presencia de C.
obtusisporum y F. oxysporum. Figura 25.

Hacia el sector positivo del eje 3 se separan la mayoria de las muestras de
raices sin esterilizacion superficial y 7 de particulas caractenzadas por las especies
T. harzianum y A. alternata. Hacia el extremo negativo del eje pero cercanos al O se
encuentran las restantes muestras de particulas y raices sin estenlizacion
caractenzadas por F. equiseti.

Los censos fueron analizados mediante andlisis discnminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento los tipos de aislamientos (particulas y raices sin
estenlizacion superficial).

El analisis discriminante dio como resultado una unica funcién explicando el
100% de la varianza total. Tabla 17a.

La funcién estuvo asociada con C. didymum (-), F. oxysporum (-) y F. solani (-).

La distribucién de las muestras en relacion a la funcion discriminante (Fig.26)
muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados a valores
positivos de VC1 y los censos de raices sin esterilizacion superficial estan asociados
a valores negativos de la misma variable canénica (VC1).

La clasificacion general obtenida del analisis discnminante muestra que el
88,5 % de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 17b.
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C1
X(2) -0.278
X(3) -0.478
X(4) -0.195
X(5) 0.682
X(6) 0.363
X(7) -0.132
X(8) 0.528
X(9) -0.019
X(10) 0.114
X(11) 0.005
X(12) 0.000
X(13) 0.372
X(14) 0.000
X(15)  -0.000
X(16)  -0.000
X(17) 0.000
X(18)  -0.000
X(19) 0.000
X(20) 0.448
X(21) 0.013
X(22)  -0.079

X(23)  -0.000
X(24)  -0.014
X(25)  -0.143
X(26)  -0.042
X(27) 0.028

VP 1.619

C2

0.133
-0.346
-0.040
-0.265
-0.064

0.031

0.071
-0.023

0.394
-0.286
-0.000

0.028

0.000
0.000
-0.000

-0.000
0.000
-0.000
0.109
-0.578

0.044

0.000
-0.033

0.207

0.703
0.506

1.601

C3

0.496
0.223
-0.243
0.080
-0.032
-0.539
0.361
0.294
0.070
0.025
0.000
0.085
0.000
-0.000
0.000
0.000
-0.000
0.000
0.007
0.068
-0.465
-0.000
-0.102
0.550
0.323
-0.117

1.5634

C4

-0.241
-0.217
-0.141
0.192
-0.029
-0.021
-0.282
0.763
0.205
-0.232
0.000
-0.005
0.000
0.000
-0.000
-0.000
-0.000
-0.000
-0.148
-0.148
-0.014
-0.000
0.643
0.195
-0.256
-0.151

1.505

C5

0.319
0.107
0.702
0.106
0.000
0.141
0.190
-0.018
-0.237
-0.450
0.000
0.198
0.000
-0.000
0.000
0.000
-0.000
0.000
0.298
-0.499
-0.079
-0.000
-0.019
0.184
-0.089
-0.325

1.462

Tabla 16. Contribucién de las especies al espacio de los componentes.
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Capitulo 1 - Ensayo N* 2

variable Coeficiente estandarizado para las variables canénicas

F1

Cylindrocarpon didymum 1,17569
Cylindrocarpon obtusisporum -0,48010
[Fusanum oxysporum 091668
Fusanum solani 0.72212
Fusanum sp. 053276
homa eupyrena 0.51629
Trichoderma koningii 0.41589
Ulocladium chartarum _ -0,9841
Varianza explicada acumulada 100

Tabla 17a. Coeficiente estandarizado para las variables candnicas.
Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados
correcta particula ][ raiz s/est.
I
particula 100 22 0
raiz s/est. 80 6 24
Total 88.5 28 24

Tabla 17b. Clasificacion del analisis discriminante basado en
las frecuencias de los hongos del suelo,usando el tipo de
aislamiento como variable discriminante
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Capitulo 1 - Ensayo N°* 2

Anélisis de las comunidades fungicas de las raices con y sin

esterilizacion superficial

Del analisis de estos censos, surge que los 3 primeros componentes
explicaron un 65.67% de la vananza total. Tabla 18.

El componente 1 segrega en su lado negativo del eje casi la totalidad de las
muestras correspondientes a las raices con esterilizacion superficial, caracterizadas
por la presencia de T. terricola y P. macrospinosa. Hacia el sector positivo del eje se
encuentran principalmente las muestras correspondientes a los censos de raices sin
esterilizacion, caracterizados por las especies de T. koningii y A. alternata.

Con respecto al eje 5, en su sector negativo se concentra la mayoria de las
muestras correspondientes a raices con y sin esterilizacion, caracterizadas por la
presencia de C. obtusisporum. En el sector positivo del eje quedan principalmente
las muestras correspondientes a raices con estenlizacion superficial, caracterizadas
por C. didymum. Figura 27.

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento los tipos de aislamientos (raices con y sin
estenlizacion superficial).

El analisis discriminante dio como resultado una anica funcion explicando el
100% de la vananza total. Tabla 19a.

La funcion estuvo asociada con C. obtusisporum y con micelio estéenl hialino 2 (-).

La distribucién de las muestras en relacién a la funcién discriminante (Fig.28)
muestra que los censos correspondientes a las raices sin esterilizacion superficial
estan asociados a valores positivos de VC1 y los censos de raices con esternilizacion
superficial estan asociados a valores negativos de la misma vanable candnica
(VC1).

La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el
81,3 % de las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 19b.
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C1 C2 C3 C4 C5
X(2) 0.670 -0.047 -0.044 -0.061 0.159
X(3) 0.329 -0.083 -0.033 0.003 0.047
X(4) -0.065 -0.260 -0.202 0.067 0682
X(5) -0.054 -0247 -0.083 -0.009 -0.486
X(6) -0.048 -0.045 -0.041 0.215 -0.185
X(7) -0.134 -0.107 -0.027 -0.079 0.469
X(8) 0494 0.012 -0015 0.082 -0.244
X(9) -0.210 -0.299 0.014 -0470 -0.320
X(10) 0.187 0.152 0.180 -0.093 -0.092
X(11) -0.168 -0.056 -0.042 0645 -0.200
X(12) -0.252 0673 -0.033 -0269 0.087
X(13) 0.043 -0.076 -0.053 0368 -0.222
X(14) -0.148 -0013 -0.038 0575 -0.067
X(15) -0.105 0.011 0087 0410 0.318
X(16) -0.043 0671 0.188 0137 0.062
X(17) -0.119 -0.097 0.774 -0.150 -0.036
X(18) -0.167 -0.089 0.599 -0.011  0.408
X(19) -0030 029% 0748 0.026 -0.017
X(20) -0.213 0216 -0.342 -0.327 -0.021

X(21) -0.008 -0.177 -0.027 0111 -0.353
X(22) 0.000 0000 0.000 -0.000 0.000
X(23) -0.117 0733 -0.132 -0.109 -0.047

X(24) -0.278 -0.272 -0.031 -0.292 -0.170
X(25) 0.557 -0.163 -0.026 -0.179 -0.112
X(26) 0.746 0.020 0.008 -0.119 -0.030
X(27) 0.012 0198 0.166 -0.243 -0.120
VP 2081 2035 1818 1.784 1.701

Tabla 18. Contribucion de las especies al espacio de los componentes.
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variable [ Coeficiente estandarizado para las variables candnicas
F1
homa glomerata 0,56691
Rhizopus arrhizus 0.78164
R. arrhizus var. oryzae 0.74353
Trichoderma koningii 0,45615
Varianza explicada acumulada 100

Tabla 19a. Coeficiente estandarizado para las variables candnicas.

Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados

correcta particula raiz s/est.
particula 6.3 19 11
raiz s/est. 97.1 1 3
|Total 81.3 20 44

Tabla 19b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las

frecuencia de aislamiento de los hongos, usando el tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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ENSAYO N°3

OBJETIVO: Aislamiento e identificacion de especies activas en un cultivo de soja

en maceta.

Materiales y métodos:

Se realizaron tres muestreos durante el mes de noviembre de 1996, uno en
estadio de planta joven, alos 21 dias, otro en floracién, a los 55 dias y otro al tiempo
de cosecha (fruto maduro), a los 118 dias desde la fecha de siembra. Las semillas
utilizadas en el ensayo son de soja de pnmera (Glycine max var sojae, lote G4656).

La metodologia empleada respondié a la misma que se utilizdé para el Ensayo
1y 2, (Fig. 29).

El tratamiento estadistico de los datos fue el mismo que se utilizd en el
Ensayo N° 2 y 3, tomando en esta experiencia una matriz basica de datos de 27
especies por 88 casos.

Resultados:

En la curva de lavado de las muestras de rizosfera de soja del 1er. muestreo
se determina que con 15 lavados se reduce al minimo la cantidad de formas
resistentes. Figura 30.

En los parametros medidos se observa que para la longitud de la parte aérea
hay diferencias significativas entre los tres muestreos (F2,9= 110,94, p>0,05). Se
realizaron contrastes de Tukey dando como resultado diferencias significativas entre
el 1er., 2do. y 3er. Muestreo (VC= 4,79, 6,14, p>0,05). Fig. 31.

El analisis del porcentaje de humedad del vastago y de las raices a lo largo de
la experiencia mostré diferencias significativas entre los muestreos (F2,6= 88,62,
F2,6= 34,07; p<0,05) respectivamente. Fig. 32 Los contrastes de Tukey realizados
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para el porcentaje de humedad de los vastagos dio como resultado diferencias
significativas entre los tres muestreos (VC= 5,39, 6,96, p<0,05).

En los contrastes realizados sobre los porcentajes de humedad de las raices
también se encontraron diferencias entre los tres muestreos (VC= 5,46; 7,07;

p<0,05).
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SUELO DE PRADERA

l

Qacetas de 5000 CD

v

Semillas de soja

\4

1er. MUESTREO

Planta joven
21 dias

\4

/

2do. MUESTREO

Floracién
55 dias

- Medicidon de parametros: longitud de parte
espiga

- Aislamientos en:

+ Particulas

s En superficie de raiz

» Endofiticos

Clasificacién de las especies
Frecuencia

- Ordenacidon de las comunidades por analisis
multivariado (pag N° )
Calculo de micelio, biovolumen y biomasa (pag
1°)

Colonizacién de raices (pag N° )

aéreay

3er. MUESTREO

Fruto
118 dias

Fig. 29. Esquema de muestreo y determinaciones realizadas sobre soja.
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Fig.30. Curva de lavado para la muestra de suelo tomada para la
siembra de soja en macetas.
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Fig.31. Parametros de longitud de parte aérea y chauchas

(medidos encm) sobre plantas de soja
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Fig.32. Porcentajes de humedad presentes en vastagos, raices y

y chauchas durante los tres muestreos.
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En la Tabla 20 se presentan los resultados de cada especie para cada
muestreo y para cada tipo de aislamiento.

En el desarrollo de este ensayo se aislaron 381 cepas que correspondieron a:

128 aislamientos sobre 120 particulas y raices para el 1er. muestreo,
123 sobre 120 particulas y raices para el 2do. muestreo y
130 aslamientos sobre 112 particulas y raices sembradas en el 3er. muestreo.

Se identificaron 42 especies distintas, entre las cuales 27 fueron identificadas
a especies y 15 a género. Pertenecieron a |os siguientes grupos taxonémicos, 24
Hyphomycetes, 3 Zygomycetes, 3 Ascomycetes, 4 Coelomycetes y el resto se
reparten en: 1 Indeterminado, 1 Levadura y 6 micelios estériles. Dentro de los 6
micelios hay 2 micelios dematiaceos estériles, 2 micelios moniliaceos estérnles, 1
micelio estéril rojizo y 1 micelio esténl amanllo (Tabla 6).

Las especies aisladas con mayor frecuencia a lo largo de todo el ensayo
fueron: Fusanium oxysporum, Fusarium latentium, Fusanium equiseti, Trichoderma
koningii y Paecilomyces vanotii.

Las especies que se presentaron en baja frecuencia y fueron exclusivas del
1er. muestreo sobre particulas son: Stachybotrys bisbyi y Phoma levellei. Sobre las
raices con esterilizacion superficial se registro la presencia de Afternaria alternata y
Aspergillus ustus. Sobre las particulas del 2do. muestreo se aislo Eupenicillium
meridianum y Talaromyces sp.. En las raices con esterilizacion superficial se
encontrd Aspergillus glaucus y Periconia macrospinosa.

En el dltimo muestreo aparecieron con baja frecuencia, Arthnnium
phaerospermum, Chaetomium indicum, Cylindrocarpon didymum, siendo mas
abundante Humicola fuscoatra.

Se presentaron asociaciones a lo largo de los muestreos, tanto sobre
particulas como sobre raices con y sin esterilizacion superficial (Tabla 21).

Sobre particulas del 1er. muestreo se presentaron asociaciones entre
Fusarium oxysporum y P. varotii y entre F. oxysporum y Aspergillus fumigatus.
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En las particulas del 2do. muestreo las asociaciones fueron entre T.
longibrachiatum con T. koningii, T. viride y F. equiseti, F. oxysporum con el micelio
moniliaceo 1y F. oxysporum con micelio moniliaceo 2 y con Aspergillus sp..

En el 3er. muestreo se repite la asociacion entre F. oxysporum con P. vanotii.

En las raices sin estenilizacion superficial, en el 1er. muestreo se encontrd F.
oxysporum con P. glomerata, T. koningii con T. longibrachiatum y un gran numero de
F. oxysporum con R. arrhizus y Fusarium sp. con R. arrhizus.

En el 2do. muestreo aparecen asociados P. variotii con F. oxysporum, micelio
dematiaceo 1 con Penicillium sp., F. equiseti con Cylindrocarpon sp. y R. arrhizus
con F. lateritium y con P. variotii y por ultimo, un solo aislamiento de P. variotii, F.
oxysporum, F. lateritium y R. arrhizus.

En el 3er. muestreo se encontrd6 a P. variotii asociado a F. lateritium, P.
glomerata a R. arrhizus y R. arrhizus, F. oxysporum con una especie de Mucoral.

Hubo un numero importante de asociaciones entre F. oxysporumy T. koningii
y tambien se encontrd R. arrhizus con F. lateritium y Fusarium sp.

En las raices con estenlizacion superficial en el 1er. muestreo se presento el
micelio monilidceo asociado a Fusarium sp. y F. oxysporum con T. koningii.

En el 2do. y 3er. muestreo no se registraron asociaciones .

E!l mayor numero de especies con respecto al numero de aislamientos se
registré sobre raices con esterilizacion superficial del 2do. muestreo, siendo mayor
los valores de raiz con esterilizacién superficial en el 1er. y 2do. muestreo con
respecto a las raices sin esterilizacion y las particulas y menor con respecto a ellas
sobre el 3er. Muestreo. Figura 33
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Tabla 20. Frecuencias de aparicion de las distintas especies en los muestreos.

Soja
1° Muestreo 2° Muestreo 3° Muestreo
Especies P| S C P S C P S| C
1|Cylindrocarpon sp 0 0 0 0 25 0 0 0 25
2[Cylindrocarpon dydimum 0 0 0 0 0 0 3.1 0 0
3{Chaetomium indicum 0 0 0 0 0 ] 3.1 0 0
4|Aspergillus ustus 0 0 25 0 0 0 0 0 o}
S|Aspergillus sp 25| 25 0 S 0 0 15.6 0 0
6| Aspergillus niger 25 0 25 [¢] 0 25 0 0 0
7|Aspergillus glaucus 0 0 0 0 0 25 0 0 0
8|Aspergillus fumigatus 25 0 0 0 5 0 0 25 ]
9|Arthrinium phaerospermum 0 0 0 9] 0 0 6.2 0 0
10| Alternaria alternata 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11| Eupenicillium meridianum 0 0 0 25| 25 0 0 0 0
12]Fusarium equiseti 10 0 75 S S 0 0 0 12,5
13|Fusanum lateritium 0 0 175] O 15 A 0 20 0
14| Fusarium oxysporum 40 S0 15 | 175] 35 | 125 62 | 25| 70
15| Fusarium sambucinum 0 0 75 S 0 0 0 0 0
16| Fusarium solani 0 25 0 0 0 0 0 0 0
17|Fusarium sp 0 0 25 0 25 | 25 0 25 0
18|Humicola fuscoatra ] 0 0 0 0 ] 18,7 0 0
19]Indeterminado 0 0 0 Q 0 ] 0 0 0
20|Levadura 0 0 25§ 25 0 5 1,7 0 0
21 [Micelio amarillo estéril 0 0 0 [*] 0 ) 0 0 0
22| Micelio dematidceo estéril 1 5 25 0 0 5 25 0 0 0
23|Micelio dematiaceo estéril 2 0 25 0 0 0 0 1,7 0 0
24|Micelio moniliaceo estéril 1 0 0 75| 25| O 5 1.7 0 0
25|Micelio moniliaceo estéril 3 0 0 25 0 0 75| 1.7 0 0
26| Micelio estéril rojizo 0 0 0 0 1.7 0 0 0 25
27|Mucoral 0 25 0 0 0 0 0 25 0
28| Paecilomyces varioti <) S 25 | 75 20 | 25 | 281 5 5
29| Penicillium sp 0 0 5 0 5 1751 1.7 0 0
30| Periconia macrospinosa 0 0 0 0 0 75 0 0 0
31|Phoma eupyrena 0 0 0 0 25 25 S 0 0
32|Phoma glomerata 25 10 0 0 0 0 0 75 0
33|Phoma levellei 25 0 0 0 0 0 0 0 0
34| Picnidlo 0 0 5 0 0 5 0 0 25
3B|Rhizopus arhizus 0 0 0 0 1751 © 0 75 0
36| Rhizopus arrhizus variedad oryzae 25 B 0 0 0 0 0 ) 0
37| Stachybotrys bisbyi 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0
38| Talaromyces sp 0 0 0 25 0 0 0 0 0
| Trichoderma harzianum 0 0 0 0 25 0 10 0 0
40{ Trichoderma koningii 0 25 0 10 0 0 62 ]125] O
41| Trichoderma longibrachlatum 0 0 25 5 0 0 0 0 0
42| Trichoderma viride 0 0 0 15 0 0 0 0 0
N° Especies diferentes 11 10 15 12 15 15 16 10 6
N° Aislamientos 9 46 2] 40 47 36 39 53 38
N° Particulas sembradas 40 40 40 40 40 40 32 40 40




P/A

“ Trigo| Soja

lMiceIio dematiaceo estéril 1 [Imicelio dematiaceo estéril, hifas muy articuladas P P

Micelio dematiaceo estéril 2 [[micelio dematiaceo estéril con clamidosporas intercalares P P
de color oscuro y con pared lisa

Micelio moniliaceo estéril 1 ||micelio moniliaceo estéril con clamidosporas intercalares P P
y terminales de color dorado y con pared ornamentada

“Micelio moniliaceo estéril 2 |micelio monilidceo estéril P

Micelio moniliaceo estéril 3 [lmicelio moniliaceo estéril con clamidosporas intercalares en

dena intercalares de color oscuro y con pared lisa

»Micelio estéril rojizo "micelio estéril rojizo con pelotas rojas; colonia con micelio A P
aterciopelado gris oscuro , reverso de la colonia bordd oscuro

NMicelio estéril amarillo "micelio amarillo, hifas muy articuladas, con clamidosporas P P
intercalares de color negro

TABLA 6.Caracteristicas de los distintos micelios estériles
(P= presencia, A= ausencia)
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SOJA 1er. Muestreo 2do. Muestreo 3er. Muestreo
R.S/E|R:C/E R.S/E|R.C/E R.S/E|R.C/E
Paecilomyces variotii + Fusarium oxysporum 0 0 1 0 0 0

Paecilomyces variotii + Fusarium lateritium

Fusarium oxysporum + Phoma glomerata

Trichoderma longibrachyatum + F.oxysporum

Trichoderma koningii + T. longibrachyatum

Trichoderma viride + Fusarium equiseti

Micelio monilidceo 1+ Fusarium sp

Micelio estéril hialino + Fusarium oxysporum

Micelio esteril + Penicillium sp.

Fusarium equiseti + Rhizopus arrhizus

Fusarium equiseti + Cylindrocarpon sp.
Phoma glomerata + Rhizopus arrhizus var.oryzae
Phoma glomerata + R. arrhizus + F. oxysporum

Phoma glomerata + R. arrhizus + Mucoral
Fusarium oxysporum + Trichoderma koningii

Fusarium oxysporum + Aspergillus fumigatus
Fusarium oxysporum + Aspergillus sp.

Rhizopus arrhizus var.oryzae + F.oxysporum

Rhizopus arrhizus + Fusarium lateritium

Rhizopus arrhizus + Paecilomyces variotii

P. variotii + F.oxysporum + F. lateritium + R.arrhizus
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Rhizopus arrhizus var.oryzae + Fusarium sp

Tabla 21. Asociaciones para soja en los distintos muestreos.
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con esterilizacion superficial.



MATRIZ BASICA DE DATOS PARA SOJA

S1P1000.250000.25000000000.2500000.250000000
S$1P200000500.5000000000000000000000
$1P30000000.25000000000.75000000000000
S1P40000000.25000000000.75000000000000
S1P500000.2500.50000000002500000000.250000
S1P60000000500000250000000000000000
S1P700.25002500050000000005000000000000
S1P80000000.2500000.250000.5000000000000
S1P90000000.5000000000.25000000000000
S1P1000000.25005000000000.25000000000000
$1810000000.7500000.25000.25000000000.750000
$1S200000010000000000000000050000
$1830000000.250000000002500000.250000000
$1S40000.25000000000000.2500000250000000
$1S50000000500000000000000.250000000
S1S600000002500000000000000.250000000
S$1S700000000000000000000000000.2500
$1880000000.7500000000000000000.750000
$1890000000.7500000000000000000.750000
$18100000000.7500000000000000000.750000
$1C10.25000000.5000000000000000000000
$1C2000.25000.25000000000025000000000000
S$1C3000000.250500000250000000000000000
$1C40.2500000250000000000000000.25000000
S$1C500000.250.2500.2500000000000000000000
$1C600000.2502500000000.250000000025000000
S1C70000025025000000000000.250000.25000000
$1C80.25000000.50000025000000000000000.250
S1C9000000.2500.25000.250000000.250000000000
S1C1000000000.25025000.2500000000005000000
S2P10000000000001000000000000000
S2P20000000.500000000002500000000000
S2P300000250000000025000000000000000.5
S2P40000000.2500000000000000000000.250.25



S2P5000000000000050000000000000.2500
S2P60000025000000000000000000000.50.250.5
S2P70000.25000.2500000025000000000000000.25
S2P8000025000500002500250000000000000.2500
S2P80000000.250000000005000000000000
S2P1000000000500000000.250500000000000
$2S1000000.250.7500000.2500000000000.2500000
$28200000250000000250000500.250000000000
§2830000000.25000000000.250000000.2500000
$28400000250050000000005000000000000
$2S8500.250000.25050000000000.75000000500.25000
$286000000.502500250000000025000000.2500000
$28700.25000025000000000000002500000000
$288000000050000000000000000500000
$2890000000.25000000000000000000000
$2810000000.250.50000000000.250250000000000
S$2C1000000.250000000.2500000.250000000000
§2C200000025000.25000000000250000000000
$2C30000005025000000250000000000000000
§2C400000005000000000000.250000000000
$§2C500000000000250000000.250.2500.2500000000
S2C60000000000000005000.250025000000000
S§2C700000005000000000000.250.25000000000
S2C80000000000000000002500000.5000000
§2C900025000000002500000000.250.25000000000
$2C1000000000000000.500000.250000000000
S3P10000000200000000006000000000000
S3P200000000000400000000004000002000
S3P300000000000000000.2000000000.4000
S3P4000000000040000000.20000000000.200
S3P50000600000040000000.20000000000.200
S3P6000000.20.2000000020000020000000000
S3P700004000000020000002000000000000
S3P8000000000000000.2004000000000000
§3Ss10000000.75000000000000000000500500
§3S20000000.500000000002500000000.2500.2500
§38300.25000025000000000000000000.50.250000



§354000000.75000.25000000000000000.250250000
$3s5000000.750000000000000000000.250000
§3s600000100000000000000000000000
S387000000.250.25000000000.250.2500000.75000.50000
§3s80000000.75000000000000000000.50000
$359000000025000000000000000000.2500.2500
S3s100000000.75000000000000000000.2500.2500
$3C1000000100000000000000000006000
§3C20000050000000000005000000000000
S3C300000.2500000000000002500000000000
$3C40000025005000000000002500000000000
S3C50000000.750000000000000000.25000000
§3C600000.2500.750000000000000000000000
S3C700000010000000000000000000000
S3C800000010000000000000000000000
§3C9000002500.750000000000000000000000
§3C100000000.750000000000000000000000



REFERENCIAS DE LA MATRIZ BASICA DE DATOS PARA SOJA

X1:

X3:
X4:
X5:
X6:
X7:
X8:
X9:

X10:
X11:
X12:
X13:
X14:
X15:
X16:
X17:
X18:
X19:
X20:
X21:
X22:
X23:
X24:
X25:
X26:
X27:
X28:

variable identificatoria

: Alternaria alternata

Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus sp.

Fusarium equiseti

Fusarium lateritium
Fusarium oxysporum
Fusarium sambucinum
Fusarium sp.

Humicola fuscoatra
Levadura

Micelio dematiaceo estéril 1
Micelio moniliaceo estéril 1
Micelio moniliaceo estéril 3
Mucorai

Paecilomyces variotii
Penicillium sp.

Periconia macrospinosa
Phoma eupyrena

Phoma glomerata

Picnidio

Rhizopus arrhizus

Trichoderma harzianum

Trichoderma koningii

Trichoderma viride

S: soja
i: muestreos 1, 2, y 3.
P: particulas

S: raices sin esterilizacién superficial
C: raices con esterilizacién superficial
j: submuestras 1, 2, 3,....... 10.

Rhizopus arrhizus var. oryzae

Trichoderma longibrachiatum

Ej:
S1P1
0
0
0.5
0

o

© o
3

ooooooo_oooo_ooooooooo



Lista de especies fungicas aisladas de un cultivo de soja (Glycine max)
Siglas segun Kurk & Ansell (1992).

1 Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

2 Arthnnium phaerospermum (Corda) M.B. Ellis

3 Aspergillus fumigatus Fresen

4 Aspergillus glaucus Link

5 Aspergillus niger Tiegh.

6 Aspergillus sp.

7 Aspergillus ustus (Bain.) Thom & Church.
8 Chaetomium indicum Corda

9 Cylindrocarpon didymum
10 Cylindrocarpon sp.

11 Eupenicillium meridianum Scott

12 Fusarium equiseti (Corda) Sacc.

13 Fusarium latertium (Nees) emend. Snyd. & Hausen
14 Fusarium oxysporum Schidtl. emend. Sny. & Haus.
15 Fusanum sambucinum Fuckel

16 Fusarium solani (Mart.) Sacc.

17 Fusarium sp.

18 Humicola fuscoatra Traaen

19 Indeterminado

20 Levadura

21 Micelio amarilio estéril

22 Micelio dematiaceo estéril 1
23 Micelio dematiaceo estéril 2
24 Micelio moniliaceo estéril 1

25 Micelio moniliaceo estéril 3

26 Micelio estéril rojizo

27 Mucoral

28 Paecilomyces variotii Bain

29 Penicillium sp.

30 Periconia macrospinosa Lefevbre & A.G. Johnson

31 Phoma eupyrena Sacc.

32 Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hachapfel
33 Phoma levellei Boerema & Bollen nom. nov.
34 Picnidio

35 Rhizopus arrhizus A. Fisch.

36 Rhizopus arrhizus var. oryzae

37 Stachybotrys bisbyi (Srinivasan) Barron

38 Talaromyces sp.

39 Trichoderma harzianum Rifai

40 Trichoderma koningii Oudem.

41 Trichoderma longibrachiatum Rifai

42 Trichoderma viride Pers. ex S.F. Gray
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Andlisis de las comunidades fingicas en todos los tratamientos

En el analisis de componentes principales derivados del analisis efectuado
sobre la matriz de frecuencias (27 especies x 88 censos), los primeros 3
componentes explicaron el 65.63% de la variacion total entre los censos en relacion
a las especies presentes y sus valores de frecuencias.

En la Tabla 22 pueden observarse las contribuciones de las especies a los
cinco compornentes.

El componente 2 segrega hacia el extremo positivo del eje, 8 censos
correspondientes al 2do. muestreo de particulas caracterizado por T.
longibrachiatum y T. viride. Hacia el sector negativo del eje se ubican los censos
correspondientes a las muestras del 1er. muestreo de particulas caracterizado por P.
variotii y A. fumigatus.

Cercanos al 0 (en el cruce del componente 2 y 3) se encuentran las muestras
correspondientes al 1er. muestreo de raices sin estenlizacion superficial. Figura 34.

El eje 3 en su sector positivo junto con muestras del 2do. muestreo de raices
con y sin esterilizacion superficial, se segregan las muestras del 1er. muestreo de

raices con esterilizaciéon superficial caracterizadas por F. latentium y Fusarnum sp..

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento los muestreos.

El analisis discriminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 23a.

La primera funciéon estuvo asociada con Penicillium sp. y T. viride (-). La
segunda funcion con R. arrhizus.

La distribucion de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig.35) muestra que los censos correspondientes al 1er. Muestreo estan asociados
a valores negativos de la variable canénica 1 (VC1), los censos del 2do. Muestreo
estan asociados a valores negativos de VC1 y positivos de VC2 y los censos del 3er.
Muestreo a valores negativos de VC1y VC2.
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La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el 65,1 % de

las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 23b.
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x(2)
X(3)
X(4)
X(3)
X(6)
X(7)
X(8)
X(9
X(10)
X(11)
X(12)
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)
X(28)

VP

Cl

-0.118
-0.346
0.477
0.049
-0.072
-0.085
-0.285
0.131
-0.084
-0.055
0.582
-0.058
0.029
0.334
-0.029
-0.128
0.605
0.651
0.040
0.066
0.025
-0.411
-0.203
-0.239
-0.138
-0.228
-0.192

2.129

C2

0.253
-0.438
-0.131
0.128
0.091
-0.215
-0.077
0.081
0.036
0.038
0.089
-0.170
0.451
-0.122
-0.044
-0.465
-0.015
-0.110
-0.115
-0.089
0.103
-0.413
0.013
-0.348
0.500
0.589
0.590

2114

C3

C4

0.104 -0.119

0.133
-0.058
-0.197
-0.175

0.733
-0.419

0.345

0.712

-0.133

0.070

-0.035

0.182

0.028

-0.023

-0.353

0.281
-0.058

0.081
-0.098

0.383

0.370
-0.055

-0.008
-0.205
-0.053
-0.082

2.058

0.296
0.042
0.537
-0.292
-0.023
-0.408
-0.002
-0.030
0.689
0.354
-0.189
0.082
-0.166
-0.065
0.095
0.009
-0.069
0.593
0.021
-0.163
0.074
-0.143
0.409
0.290
-0.021
0.042

1.991

C5

-0.090
-0.133
0.035
0.035
-0.401
0.108
0.333
-0.095
0.049
-0.010
0.066
0.209
-0.074
-0.239
0.721
-0.220
-0.069
-0.098
-0.034
0.520
-0.196
-0.045
0.695
-0.183
0.093
-0.186
-0.232

1.943

Tabla 22. Contribucidn de las especies al espacio de los componentes.
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Ivan‘able I coeficiente estandarizado para las variables canénicas

ol F2
enicdium sp. -0,83175 0,42173
Rhizopus arrhizus -0,60384 -0,81856
Trichoderma viride -0,71330 0,09279
IIVarianm explicada acumulada || 97 II 100

Tabla 23a . Coeficiente estandarizado para las variables canénicas.
Varianza explicada.

Grupo I de clasificacién II N° de casos clasificados
correcta JL_ter. Muestreo | 2d0. Muestreo || 3er Muestreo

1er. Muestreo 93,3
2do. Muestreo 60 12
Ber. Muestreo 0 25

o | « | = Jl :

Tabla 23b . Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias de
los hongos del suelo, usando el muestreo como variable discriminante.
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Andlisis de los censos por muestreo

Para el 1er. muestreo de soja se observa que los primeros 3 componentes
explicaron un 70.51% de la varianza total. Tabla 24.

El componente 1 segrega hacia su sector positivo 6 censos correspondientes
a los muestreos de raices con esterilizacion superficial caracterizados por la
presencia de Fusarium sp. y Picnidio; en el sector negativo del eje quedan
segregadas todas las muestras correspondientes a los aislamientos sobre particulas
y sobre raices sin esterilizacion caracterizadas por F. oxysporum.

Sobre el sector positivo del eje 2, quedan separadas 6 muestras de raices
con esterilizacion superficial caracterizadas por la presencia de levadura y
Penicillium sp.. Figura 36.

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El analisis discriminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 25a.

La pnmera funcién estuvo asociada con Fusarium sp. (-), A. alternata (-) y
Fusanium sp. (-). La segunda funcion con P. variotiiy F. equiseti.

La distribucién de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig. 37) muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados
a valores positivos de VC1 y VC2, los censos de las raices sin estenlizacion
superficial estan asociados a valores positivos de VC1 y negativos de VC2 y los
censos correspondientes a las raices con esterilizacion superficial estan asociados a
valores negativos de VC1.
La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el 90 % de
las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 25b.

En el 2do. muestreo un 69.87% de la vananza total fue explicada por los
primeros 3 componentes. Tabla 26.
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El componente 1 segrega en su sector positivo las muestras correspondientes
a raices sin esterilizacion caracterizadas por la presencia de T. harzianum y A.
fumigatus. En el sector negativo del eje, se encuentran los censos correspondientes
a las particulas y de las raices con esterilizacion, todos cercanos al 0 del eje,
caracterizados por Penicillium sp.. Figura 38.

Sobre el lado positivo del componente 3, quedan segregadas la mitad de las
muestras de particulas y de raices con esterilizacion, caracterizadas por la presericia
de levadura y A. niger, mientras que sobre el sector negativo se concentra la
mayoria de las muestras de raices sin esterilizacion caracterizadas por la presencia
de F. lateritium y micelio dematiaceo 1.

Los censos fueron analizados mediante analisis discnminante (AD) utilizando
como vanable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El analisis discnminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 27a.

La pnmera funciéon estuvo asociada con Penicillium sp. (-). La segunda
funcién con R. arrhizus (-).

La distribucién de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig. 39) muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados
a valores positivos de la variable canénica 1 (VC1), los censos correspondientes a
las raices sin esterilizacion superficial estan asociados a valores negativos de VC1y
VC2. Los censos de las raices con esterilizacion superficial estan asociados a
valores positivos de VC2.
La clasificacion general obtenida del andlisis discriminante muestra que el 73,3 % de

las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 27b.

En el 3er. muestreo los primeros 3 componentes explicaron el 67.03% de la
vananza total. Tabla 28.

Sobre el extremo positivo del eje 1 se encuentran solo 3 censos del raices sin
esterilizacion caracterizados por R. arrhizus y F. lateritium; hacia el lado negativo del
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eje y cercano al 0 se ubican la totalidad de los censos sobre particulas y sobre
raices con esterilizacion caracterizados por la presencia de R. arrhizus.

Sobre el lado negativo del componente 2 se concentran todos los censos de
particulas y de raices con esterilizacion caracterizados por Picnidio, hacia el sector
positivo las muestras comespondientes a raices sin esterilizacién se encuentran
caracterizadas por la presencia de Mucoral y de P. glomerata. Figura 40.

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de aislamiento.

El analisis discriminante dio como resultado 2 funciones, las cuales explicaron
el 100% de la varianza total. Tabla 29a.

La primera funcién estuvo asociada con F. oxysporum (-) y F. lateritium (-). La
segunda funcién con F. oxysporum (-) y F. equiseti (-).

La distribucion de las muestras en relacion a las dos funciones discriminantes
(Fig. 41) muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados
a valores positivos de VC1, los censos correspondientes a raices sin esterilizacion
superficial estan asociados a valores negativos de VC1 y positivos de VC2. Los
censos de raices con esterilizacion superficial estan asociados a valores negativos
de VC2.
La clasificacion general obtenida del analisis discriminante muestra que el 96,4 % de
las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 29b.
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(93]

~J

X(2)

X(3)

X(4)

X(5)

X(6)

X(7)

X(8)

X(9)

X(10)
X(11)
X(12
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)
X(28)

VP

C1

-0.005
-0.014
-0.162
-0.036
0.093
0.208
-0.425
0.590
0.910
0.000
-0.039
-0.079
0.582
0.229
-0.040
-0.233
0.038
0.000
0.000
-0.202
0.854
-0.000
-0.191
0.000
-0.032
-0.015
0.000

2702

C2

-0.042
-0.121
-0.024
-0.142
0.020
0.557
-0.378
0616
-0.064
0.000
0.903
-0.059
-0.068
-0.137
-0.018
-0.243
0.847
0.000
0.000
-0.155
0.023
-0.000
-0.111
0.000
-0.016
-0.062
0.000

2534

C3

-0.134
-0.205
-0.330
-0.331
-0.127
-0.310
0.611
0.029
0.102
0.000
0.009
0.568
0.026
-0.193
0.674
-0.342
-0.068
0.000
0.000
-0.336
-0.116
0.000
0.763
0.000
-0.083
-0.062
0.000

2432

C4

0.766
-0.219
-0.080
-0.259
-0.251
-0.042

0.186
-0.038

0.024

0.000
-0.004

-0.170

0.625

-0.225

-0.140

-0.321

-0.075
-0.000

0.000

-0.110

-0.041

0.000

-0.061

0.000

-0.006

0.838

0.000

2.128

C5

-0.101
0.574
-0.026
0.616
-0.574
-0.469
0.156
0.146
0.234
0.000
0.144
0.071
0.157
-0.572
0.023
0.424
-0.075
0.000
0.000
0.222
-0.260
0.000
-0.040
-0.000
-0.063
0.055
0.000

2.0680

Tabla 24. Contribucidn de las especies al espacio de los componentes.
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" variable " Coeficiente estandarizado para las variables candnicas
I T F2
lernaria alternata l -1,33864 I 0,45033
usanum equiseti -0,05160 0,86401
usarium lateriium -1,71489 0,12634
usanum sp. -1,25056 0,32238
aeciornyces vanoti 0,13007 105.728
l\/an'anza explicada acumulada 89 100

Tabla 25a. Coeficiente estandarizado para las variables candnicas.

Varianza explicada.

Grupo % de clasificacion N° de casos clasificados
comct parious || riz st |
particula 90
raiz s/est. 80
iz c/est. 100
|Lotal %0 l 11 9

|

B —
18
| o

Tabla 25b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias

de los hongos del suelo, usando el tipo de aislamiento

como variable discriminante.
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X(2)

X(3)

X(4)

X(S)

X(6)

X(7)

X(8)

X(9)

X(10)
X(11)
X(12)
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)
X(28)

VP

C1

0.000
0.827
-0.117
-0.071
-0.008
0.239
0.317
-0.001
0.124
0.000
-0.091
-0.015
-0.242
-0.220
0.000
0.618
-0.328
-0.237
0.202
-0.000
-0.001
0.646
-0.000
0.863
-0.071
-0.030
-0.092

2.753

C2

0.000
0.006
-0.153
-0.013
0.686
-0.295
-0.338
-0.023
0.176
0.000
-0.130
-0.107
0.091
-0.109
0.000
-0.002
-0.266
-0.227
0.035
-0.000
-0.023
-0.249
-0.000
-0.060
0.636
0.778

C3

0.000
0.174
0.641
0.242
-0.145
-0.425
-0.281
-0.045
-0.336
0.000
0.783
-0.406
0.117
0.080
0.000
-0.139
0.269
0.512
0.407
-0.000
-0.045
-0.254
0.000
0.058
0.1585
-0.031

0844 -0.025

2.686

2.308

C4

0.000
-0.134
-0.249

0.751
-0.199
-0.197

0.410
-0.088

-0.121

0.000
0.162
-0.149
0.538

-0.359
-0.000

-0.203

-0.404

-0.378
-0.178

-0.000

-0.088

0.108
0.000
-0.027
0.345
-0.028
0.130

1.915

C5

0.000
0.265
-0.027
0.022
-0.210
0.648
-0.044
-0.334
0.542
0.000
0177
0.027
-0.063
-0.090
-0.000
-0.546
0.187
-0.159
0.487
0.000
-0.334
0.078
-0.000
-0.038
0.112
0.124
0.054

1.732

Tabla 26. Contribucidén de las especies al espacio de los componentes.
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Capitulo 1 - Ensayo N* 3

" variable Coeficiente estandarizado para las va:iables canonicas
| F1 | F2
enicdium sp. -1,03604 0,17526
Rhizopus arrhizus -0,48492 -0,93218
l\/an'anza explicada acumulada JI 56 " 100

Tabla 27a. Coeficiente estandarizado para las variables canédnicas.
Varianza explicada.

Grupo de clasificacion N° de casos clasificados
correcta particula raiz s/est. | raiz c/est.
= e
rticula 100 10 0
iz s/est. 50 3 2
iz clest. 70 3 0 7
||Total 733 16 5 9

Tabla 27b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias
de los hongos del suelo,usando el tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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X(2)

X(3)

X(4)

X(3)

X(6)

X(7)

X(8)

X(9)

X(10)
X(11)
X(12)
X(13)
X(14)
X(15)
X(16)
X(17)
X(18)
X(19)
X(20)
X(21)
X(22)
X(23)
X(24)
X(25)
X(26)
X(27)
X(28)

VP

C1

0.000
0.700
0.000
-0.045
0.182
0.739
-0.434
0.000
0.628
-0.090
-0.007
0.000
-0.041
-0.046
-0.050
-0.184
-0.041
0.000
-0.048
-0.050
0.1
0.937
0.372
-0.061
-0.118
0.000
0.000

2.785

C2

0.000
-0.102
0.000
-0.117
-0.171
0.334
-0.099
0.000
0.034
-0.081
-0.110
0.000
-0.005
-0.017
0.954
0.224
-0.005
0.000
-0.050
0.954
-0.119
-0.072
0.595
-0.046
0.056
0.000
0.000

2.445

C3

0.000
-0.019
0.000
0.677
0.119
-0.051
-0.648
0.000
-0.030
0.209
0.618
0.000
-0.088
0.364
0.056
0.732
-0.088
0.000
-0.126
0.056
-0.185
-0.032
-0.293
-0.019
0.119
0.000
0.000

2163

C4

0.000
-0.081
0.000
-0.068
-0.031
0.282
-0.156
0.000
0.047
0.114
0.007
0.000
0.964
0.023
-0.011
-0.074
0.964
0.000
-0.030
-0.011
-0.040
-0.046
-0.234
-0.009
-0.313
0.000
0.000

2153

C5

0.000
-0.040
0.000
0.127
-0.255
-0.023
-0.461
0.000
-0.010
0.785
0.114
0.000
0.013
-0.094
-0.029
0.004
0.013
0.000
0.830
-0.029
-0.113
-0.040
-0.125
0678
0.089
0.000
0.000

2123

Tabla 28. Contribucion de las especies al espacio de los componentes.
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Capitulo 1 — Ensayo N* 3

Andlisis de las comunidades fangicas de particulas y raices sin esterilizacién
superficial

Los primeros 3 componentes explicaron un 67.52% de la varianza total. Tabla

30.
El componente 1 en su sector negativo del eje segrega los censos correspondientes
a los muestreos de particulas, caracterizados por las especies de P. glomeratay F.
oxysporum, hacia el sector positivo del eje se encuentran 10 muestras que se
corresponden con los censos de raices sin estenlizaciéon superficial, caracterizados
por la presencia de F. lateritium y R. arrhizus.

Hacia el sector positivo del eje 2 se separan 8 muestras de raices sin
esterilizacion superficial y 11 de particulas caracterizadas por las especies T.
koningii y T. vinde. Hacia el extremo negativo del eje pero cercanos al 0 se
encuentran las restantes muestras de particulas y raices sin esterilizacion
caracterizadas por P. glomerata. Figura 42.

Los censos fueron analizados mediante andlisis discriminante (AD) utilizando
como variable de agrupamiento el tipo de aislamiento (particulas y raices sin
esterilizacion).

El analisis discriminante dio como resultado una unica funcién que explico el
100% de la varianza total. Tabla 31a.

La funcién estuvo asociada con R. arrhizus y R. arrhizus var. oryzae.

La distribucion de las muestras en relacion a la funcién discriminante (Fig. 43)
muestra que los censos correspondientes a las particulas estan asociados a valores
positivos de VC1 y los censos de las raices sin esterilizacion superficial estan
asociados a valores positivos de VC1.

La clasificacion general obtenida del andlisis discriminante muestra que el 88,5 % de
las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 31b.
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Capitulo 1 - Ensayo N°* 3

” variable Il Coeficiente estandarizado para las variables canonicas _
F1
enicilium sp. 041144
homa glomerata 0,48483
Rhizopus amhizus 0,77896

R. arrhizus var. oryzae 0,90124

Lan‘anza explicada acumulada 100

Tabla 31a. Coeficiente estandarizado para las variables canénicas.
Varianza explicada.

|r Grupo % de clasificacion TN de casos clasificados ]‘
correcta ll particula ]I raiz s/est, I
rticula 893 25 3
iz sest. I 833 5 25
IITotaI " 885 " 30 28

Tabla 31b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias
de los hongos del suelo, usando el tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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Capitulo 1 — Ensayo N* 3

Andlisis de las comunidades fangicas de las raices con y sin
esterilizacién superficial

Del andlisis de estos censos, surge que los 3 primeros componentes

explicaron un 67.77% de la varianza total. Tabla 32.
El componente 3 segrega en su lado negativo del eje casi la totalidad de las
muestras correspondientes a las raices sin esterilizacion superficial, caracterizadas
por la presencia de F. oxysporum y R. arrhizus var. oryzae. Hacia el sector positivo
del eje se encuentran principalmente las muestras correspondientes a los censos de
raices con esterilizacion, caracterizados por las especies de levadura.

Con respecto al eje 3, en su sector negativo se concentra la mayoria de las
muestras correspondientes a raices sin esterilizacion y la mitad de las muestras de
raices con esterilizacion, caracterizadas por la presencia de F. oxysporum. En el
sector positivo del eje quedan el resto de las muestras con esterilizacion superficial,
caracterizadas por las especies de Fusanum sp.. Figura 44.

Los censos fueron analizados mediante analisis discriminante (AD) utilizando
como vanable de agrupamiento el tipo de aislamiento (raices con y sin esterilizacion
superficial).

El andlisis discriminante dio como resultado una unica funcion que explico el
100% de la varianza total. Tabla 33a.

La funcion estuvo asociada con R. arrhizus y R. arrhizus var oryzae.

La distribucion de las muestras en relacion a la funcioén discriminante (Fig. 45)
muestra que los censos comrespondientes a las raices sin esterilizacion estan
asociados a valores positivos de VC1 y los censos de raices con esterilizacion
superficial estan asociados a valores negativos del mismo eje.

La clasificacion general obtenida del andlisis discriminante muestra que el 81,3 % de

las muestras estuvieron bien clasificadas. Tabla 33b.
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Capitulo 1 - Ensayo N* 3

variable I Coeficiente estandarizado para las variables candnicas
l F1 _—}
'homa glomerata 0,56691 !
Rhizopus arrhizus 0,78164
R. arrhizus var. oryzae 0,74353
Trichoderma koningi 0,45615
L/arianm explicada acumulada 1 __100_

Tabla 33a. Coeficiente estandarizado para las variables canénicas.
Varianza explicada.

Grupo

clasificacion I N° de casos clasificados I
I particula " raiz s/est. |

iz c/est. 19 11
iz s/est. 97,1 1 33
b o | » | ow ]

Tabla 33b. Clasificacion del analisis discriminante basado en las frecuencias
de los hongos del suelo, usando el tipo de aislamiento
como variable discriminante.
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Discusién Capitulo 1 (poblaciones fingicas)

DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS N°1, N°2 y
N°3

En los ultimos afos los estudios de hongos de suelo han vuelto a tomar
importancia (Kendrick & Parkinson, 1990; Frankland et al 1990; Seifert, 1990;
Parkinson & Coleman, 1991; Parkinson, 1994, Conway et al., 2000).

Los hongos del suelo, su diversidad y distribucién son temas que tuvieron su auge
en la década del '70 cuando se solucionaron los problemas metodolégicos.

Hasta ese momento solo se habia usado el método de dilucién con y sin agregado
de agar cuya principal limitacion era la informacion obtenida. Sélo permitian realizar
aislamientos y enumeracion de las especies de manera tradicional.

Usualmente no se podia distinguir entre colonias formadas a partir de esporas, de
hifas o de propagulos inactivos que germinaban en condiciones adecuadas. Estas
listas obtenidas por los métodos tradicionaies s6lo daban informacién acerca de las
especies presentes y su distnbucion en el suelo pero no se mencionaba nada
acerca de la actividad.

El comienzo de la solucién metodolégica fue dada por Parkinson & Thomas (1965)
quienes propusieron el lavado de particulas por medios mecanicos o manuales, que
permitian aislar las especies activas en el momento del muestreo. Posteriormente se
ajusté la técnica cambiando el disefio del aparato de lavado, los tiempos necesarios
y el numero de ellos.

En este trabajo se utilizd esta técnica de aislamiento propuesta por Parkinson
(1994).

De los aislamientos asi obtenidos se observo que las nzosferas ejercen su efecto
sobre la poblacion fungica del suelo. Los microorganismos que colonizan la
rizosfera del cultivo de trigo es diferente en la composicion especifica ya que se
aislaron especies como A. alternata, Chaetomium sp, Th. terricola, T. flavus, T.
flavus y Ph. eupyrena lo que permite separaria de las restantes (pastura y soja).
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La pastura tiene entre otras especies, leguminosas, las que hacen sentir su efecto
sobre la poblacion fungica quedando estas dos comunidades muy juntas por el
método de separacion utilizado.

Dix & Webster (1995) concluyen que, los hongos de la rizosfera no tienen
requenmientos nutricionales especiales. Estos son satisfechos por las sustancias
organicas provenientes de la raiz. Esto explica las pequefas diferencias que existen
entre las poblaciones aisladas de un mismo suelo y las diferencias, estan dadas por
la variacion en la frecuencia de aparicion de las mismas mas que por diferencias
absolutas de composicion.

Asi especies de: Cylindrocarpon obtusisporum, F. oxysporumy T. koningii aparecen
en las tres nzosferas, con distintas frecuencias.

Parkinson & Thomas (1965) caracterizaron el suelo rizosferico por la presencia de
Penicillium lilacinum, Mucor hiemalis y vanas especies de Fusanum. En nuestro
lugar de muestreo también encontramos 4 especies distintas de Trichoderma. Dix
(1964) encontr6 en la nzosfera de Phaseolus vuigans, Trichothecium roseum,
Trichocladium asperum, especies de Papulospora, Doratomyces stemonitis y
algunas especies de Penicillium y varias Mucorales.

Si bien muchas de las especies encontradas por otros autores no fueron aisladas en
este trabajo, podemos concluir que existen otras que ocupan el mismo nicho y
permiten el desarrollo de comunidades rizosféricas tan eficientes como las ya
descriptas, lo que se puede corroborar por el alto numero de asociaciones fungicas
presentes en la rizosfera de soja.

Los ensayos en maceta permitieron seguir la evolucién de la comunidad

fungica en el suelo y en el nzoplano (raiz sin esterilizar = hongos de vida libre) y en
los endofitos de raiz (raiz esterilizada).
El segundo muestreo, que coincide con la floracién, muestra mayor riqueza
especifica en los 3 tipos de sustrato, coincidiendo esto, con la mayor actividad de la
planta. Esto se traducen en cambios fisiologicos y desarrollo de una microflora
diferente. Harley & Waid (1955%), Waid (1957), Stenton (1958) y Taylor & Parkinson
(1961) estudiando el desarrollo de las raices de Fagus sylvatica, Lolium perenne,
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Pisum sativum y Vicia faba respectivamente encontraron que ha medida que
emergen las raices la colonizacién comienza en las partes mas viejas estimulada por
los exudados de la raiz. En general airededor de los 6-7 dias después de la
germinacion.
La colonizacién al principio es escasa luego, aumenta el nimero de especies,
estableciéndose el equilibrio con el suelo circundante (Stenton, 1958).
Al comienzo la radicula esta colonizada por Cladosporium herbarum, Alternaria
alternata y otras especies habitantes de la hoja que se encuentran en las cubiertas
germinales y normalmente no juegan un papel muy importante ya que son pobres
competidoras de los hongos del suelo. Pugh (1967) encontré6 que se hacian mas
importantes en suelos pobres como es el caso de las dunas que tienen poco indculo.
La micoflora de superficie de raiz también refleja lo inusual de esta situacion
ya que aparecen hongos tipicos de zonas salinas como Dendryphiella salina y
Aschocytula obiones. La colonizacion de las raices de las plantulas se debe a la
invasion progresiva por hongos desde el suelo circundante y es menos importante
que lo que se debe al crecimiento de micelio desde las partes viejas ya colonizadas.
Las raices de Phaseolus vulgans siguen un patrén tipico que sirve para ilustrar el
desarrollo de la comunidad fungica en las superficie de las raices. (Dix, 1964).
Estos resultados muestran que los colonizadores tempranos son especies de
Penicillium (especialmente P. janthinellum y P. lilacinum, que tiende a ser
dominantes en el apice), especies de Mucory de Mortierella, Trichoderma viride'y T.
koningii. En las partes mas viejas estas especies disminuyen y aumenta Gliocladium
roseum y las especies de Fusanum (especialmente F. oxysporum).
Estos Ultimos constituyentes de la flora fingica se hacen mas importantes a medida
que el material de raiz envejece.
En general, la colonizacion intema de la raiz aumenta con la edad de la misma
mientras que la diversidad tiende a decrecer.
Nuestro estudio pone de manifiesto que las especies que se encuentran en las
cubiertas seminales y que se aislan en el primer muestreo con esterilizacion
superficial de la raiz son: Alternania tenuissima, Cylindrocarpon didymum, varios
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micelios estériles y algunas especies de Penicilium. Estas especies son
reemplazadas por los habitantes del suelo como son las especies de Fusarum,
Phoma, y algunas Mucorales. Al final del ciclo el nimero de especies se reduce a 7
y la mayoria de los aislamientos corresponden a Penconia macrospinosa
caracteristico de los detritos vegetales del suelo.

El rizoplano al comienzo estd colonizado por pocas especies siendo la mas
importante en su frecuencia Cylindrocarpon didymum. Esta especie es reemplazada
por Cylindrocarpon obtusisporum y Phoma eupyrena en el segundo muestreo y
algunas especies de Trichoderma harzianum y T. koningii. Este ultimo aumenta su
frecuencia en el ultimo muestreo.

Investigaciones sobre la colonizacidén en Phaseolus vulgaris, en plantas maduras (de
mas de 190 dias) mostraron [a asociacion de F. oxysporum con G. roseum. Por
dltimo, aumenta la colonizacién por los micelios estériles dematiaceos vy
Cylindrocarpon destructans, permaneciendo, como especies dominantes hasta
completar el ciclo de las plantas.

Los hongos que invaden los apices en la primera parte dificiimente invaden el tejido
cortical, mientras que C. destructans y las formas esténles con hifas estériles
penetran la corteza.

Penicillium, Trichoderma, Mortierella y Mucor parecen ser parte de un grupo
ecolégico de invasores casuales de la raiz confinados a la superficie. Estos son
rapidamente reemplazados y forman una comunidad estable por un tiempo mas o
menos corto. Aparentemente juegan un rol poco importante en la descomposicion de
la raiz.

En el experimento de soja, que por tratarse de una leguminosa podriamos pensar
que va a tener una sucesion similar, la raiz, esta colonizada en su interior
inicialmente por Alternaria alternata, algunas especies de Fusarnium y un picnidio que
provienen de las cubiertas seminales. Estos son reemplazados por los micelios
estériles, Fusarium oxysporum y Paecilomyces variotii, completandose la sucesion
con un aumento importante en la frecuencia de Fusarium oxysporum a expensas de

la disminucidn de las otras especies.
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El nzoplano muestra la siguiente secuencia: Fusanum oxysporum es la especie
dominante a lo largo del muestreo acompafado por Rhizopus arrhizus var. oryzae
en el primer y tercer muestreo y de Rhizopus arrhizus en el segundo. Esta especie
de Fusanum ha sido caracterizada por aparecer con mucha frecuencia en lugares
donde hay siembra de leguminosas, especialmente arvejas (Domsch & Gams, 1969)
y soja (Warren & Kommedhal, 1973). Es tipico de suelos de lugares calidos y
humedos a diferencia de lo que ocurre con Cylindrocarpon.

Algunos aislamientos de Penicillium y Trichoderma de la raiz son insensibles a la
fungistasis del suelo, Dix y Webster (1995) sugieren que podrian responder a los
exudados de la raiz y asi explicar su temprana aparicion en la misma colonizando
los apices.

Los hongos que reemplazan a los primeros colonizadores son poblaciones
residentes de la raiz, formando comunidades semiestables sobre la superficie,
penetrando e iniciando la descomposicion de los tejidos. Las especies que son
verdaderas habitantes de la raiz son tal vez las formas estériles dematiaceas que
solamente crecen sobre ellas.

Un gran numero de sucesiones fungicas se han descrito pero todas llegan en el
hemisferio norte al mismo patron:

1.- Colonizadores pioneros, que incluyen hongos como Penicillium, Trichoderma
Mucory Mortierella.

2.- Verdaderos habitantes de la raices que reemplazan eventualmente a los
colonizadores pioneros. Tales como especies de Fusarnum y Gliocladium.

3.- Especies estériles, hialinas o dematiaceas acompariadas por Cylindrocarpon.

Sobre los cereales y gramineas, las formas estériles invaden las raices

adelantando la senescencia programada de la corteza radicular (Deacon, 1987)
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ENSAYO N°4:

OBJETIVO: Longitud del micelio, biovolumen y biomasa fungica.

a) Calculo de peso seco

Materiales y métodos:

Tanto de las muestras tomadas en el campo (Ensayo N° 1) como las del ensayo N°
2 y N° 3 se tomaron aproximadamente 5 gramos de suelo el que fue pesado y
colocado en pesa filtros previamente tarados. Se realizé por triplicado para cada

muestra de suelo. Luego fue colocado en una estufa a 105°C hasta peso constante.
Se volvié a pesar y se calculd el peso seco de la muestra segun la siguiente formula:

Porcentaje de humedad= Peso inicial — Peso final x 100

Peso inicial

Peso seco (gr)= 100 - H
100

Resultados:

Los resultados se presentan en la Tabla 34. Los valores en cada situacion es

el promedio de tres repeticiones mas la desviaciéon estandar.
Los datos fueron analizados mediante un Anova de un factor, usando el

paquete estadistico BIOM (Rohlf, 1982), con tres niveles: 1er. muestreo, 2do.
muestreo y 3er. muestreo. En los casos que las diferencias resultaron significativas,
se aplicaron contrastes no planeados de Tukey.
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En los datos de humedad de las muestras del campo, se observa que el suelo de
la pastura (23.7%) fue levemente mayor que las muestras de trigo y de soja. Al
aplicar ANOVA de un factor, este resultd que las diferencias no eran significativas
entre las 3 muestras (F,6= 3.39, p>0.05).

En el estudio de sucesion fungica en macetas, el suelo de trigo y de soja tuvieron
diferencias significativas entre los 3 muestreos (F2e= 14.18, p<0.05 y F3s= 13.88,
p<0.05, respectivamente).

Al realizar contrastes en las muestras de trigo se vio que no hay diferencias
significativas entre los valores del 1er. y 3er. muestreo. (V.C.= 2.23, 2.89).

En el suelo de soja los contrastes realizados mostraron que no habia
diferencias significativas entre la muestra original y el 1er. muestreo y entre el 2do. y
3er. muestreo pefo si entre ambos grupos, (V.C.=2.97, 3.80y 4.32).



|muestras en I % de humedad

macetas trigo soja

M.O. 18.83 £3.25

1er. M. 204 £4.96 16.00 £ 7.00

2do. M. 14.43 £ 0.82 24.67 £4.33

Jer. M. 18.6 £ 0.16 2416 £0.72

muestras de % de humedad

campo pastura trigo soja
23.7 £ 0.81 22.15 £ 0.06 21.00 £ 4.00

Tabla 34. Porcentaje de humedad presente en las distintas muestras.
Cada valor es la media de tres repeticiones de la humedad + d.
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a) Calculo estimativo de metros de micelio por gramo de peso seco de suelo
i) Para muestra de rizosfera:

Materiales y métodos:

Jones & Mollison (1948) propusieron una metodologia para estimar

cuantitativamente los microorganismos del suelo; para ello suspendieron una
cantidad conocida de suelo en agar agua fundido y una gota de dicha suspension la
hicieron solidificar en un hemocitometro. La pelicula que se obtuvo se colored y
monté en forma permanente. Posteriormente se observo al microscopio en cuyo
ocular se incorporé un lente provisto con una cuadricula de 2 mm. En cada una de
ellas se realizdé un conteo de microorganismos o fragmentos de micelio. También
pudieron medir la longitud del micelio con un ocular graduado y camara clara. Los
datos obtenidos se expresaron por gramo de suelo teniendo en cuenta la
concentracién inicial y el volumen empleado.
Luego Thomas, Nicholas & Parkinson (1965) enunciaron y analizaron las posibles
fuentes de error del método anterior, recomendando el uso de una pesa de 5 gramos
sobre el cubre del hemocitometro para evitar que el grosor de la pelicula sea mayor
que 0.1 mm y provoque sobrestimaciones de micelio. Nicholas & Parkinson (1967)
compararon los diferentes métodos empleados en la determinacién de cantidad de
micelio en muestras de suelo y concluyeron que el método de la pelicula de agar es
el mas exacto.

Visser & Parkinson (1975) modificaron el método anterior para su aplicacion
en estudios de hoja viva u hojarasca, recomendando el empleo de una licuadora a
10.000 rpm durante 3 minutos, con el fin de homogeneizar el material de manera
que tanto el micelio interno como el superficial pueda estimarse.

Para evitar la laboriosa medicién de filamentos, Olson (1950), propuso un
método para estimar la longitud de las algas filamentosas basado en el conteo de las
intersecciones de los mismos con una grilla cuadriculada que se incorpora al ocular
del microscopio, método que también fue usado para calcular la longitud de micelio.
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El método propuesto fue utilizado tambien por Lodge & Ingham (1991) y Parkinson
(1994).

En este ensayo, se pesaron dos gramos de suelo para cada muestra y se los
conservé en frascos conteniendo 30 ml de fijador Bouin- Hollander. Estos 30 mi se
lievaron a 100m! con agua destilada y homogeneizados en licuadora a 5000 rpm
durante cinco minutos. Luego 30 ml de esta suspensioén se mezclaron con 30 ml de
agar (agar oxoid N°3 al 1,5% en agua) manteniéndose a Bafio Maria a una
temperatura de 60°C.

Se prepararon las peliculas de agar utilizando la mezcla de agar y fijador
sobre un hemocitdmetro (camara de Neubauer), colocandole un cubre con una pesa
de 5 gr siguiendo el método de Jones & Mollison (1948) y las modificaciones de
Thomas, Nicholson & Parkinson (1975) y Domsch et al. (1979), Lodge & Ingham
(1991), Parkinson (1994). Luego de solidificadas las peliculas se montaron con

gelatina-glicenna.

Se prepararon 30 peliculas de agar por muestra, que se tomaron por
trplicado. La longitud de micelio se realiz6 siguiendo el método de la interseccion de
Olson (1950), utilizando un microscopio con contraste de fase en cuyo ocular se
coloc6é una gnlla cuadriculada y 400 aumentos. Sobre cada pelicula de agar se
hicieron 20 lecturas.

Se hicieron 50 mediciones de diametros hifales, discriminando entre micelio
moniliaceo y micelio dematiaceo.

La féormula utilizada para el calculo de metros de micelio para cada muestra

fue:

Long.de micelioc (m) = n° de cortes x Pi/4 x valor de 1div. X 10°

(gn V. de camara x aumento x peso seco de la muestra

Vol. de la solucion
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N° de cortes: n° de intersecciones del micelio tanto con las lineas horizontales como
las verticales de la cuadricula.

Valor de 1 division: 0.02333 mm

Pi/4: constante: 0.786

Volumen de la camara: (0.02333 x 10)*> x 0.1 mm

Aumento: 400

Resultados:

En la Tabla 35 se graficaron los valores obtenidos de longitud de micelio expresados
en metros de micelio por gramo de peso seco de las muestras para cada muestreo.
Los valores son el resultado de la media de tres repeticiones con sus respectivos
desvios. La metodologia aplicada estima la longitud de micelio total.

Estos datos fueron analizados mediante un Anova de un factor, usando el paguete
estadistico BIOM (Rohlf, 1982), con tres niveles: 1er. muestreo, 2do. muestreo y 3er.
muestreo; en el caso que las diferencias dieron significativas se aplicé contrastes no
planeados de Tukey.

En las muestras de campo, la que registré un mayor valor en los datos de
micelio fue la muestra de soja, seguida por la de trigo y por la de pastura. Se
evidenciaron diferencias significativas entre las tres muestras (F2¢= 335.02, p<0.05).
Posteriormente al realizar contrastes entre pares de medias se mantuvo la diferencia
significativa entre las muestras(V.C.= 7.15, 9.26).

Para la rizosfera de tngo en maceta, hubo diferencias significativas entre los 3
muestreos (F,¢= 99.46, p<0.05), los valores fueron en aumento desde el 1er. al 3er.
muestreo. Los posteriores contrastes entre pares de medias dieron diferencias
significativas entre los 3 muestreos (V.C.= 5.7, 7.37).

Para la rizosfera de soja, teniendo en cuenta la muestra original traida del
campo de la cual se parti6 para la siembra, hubo diferencias significativas entre los
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4 muestreos. En la muestra onginal los valores fueron mayores que en el 1er.
muestreo y en el 2do. muestreo fue mayor que en el 1er., 3er. y la muestra original
(F3s= 156.485, p<0.05). Al realizar contrastes se observa que existen diferencias
signficativas entre las 4 muestras (V.C.= 4.20, 5.39y 6.13).

En la Fig. 46 se observa la relacion existente entre la longitud de micelio
contabilizados en los 3 muestreos para trigo y para soja y el % de aislamientos sobre
particulas. No se observd concordancia neta entre la longitud de micelio y el % de
aislamientos. Para trigo los valores en los metros de micelio fueron en aumento a lo
largo de los muestreos, sin embargo los valores encontrados en el % de
aislamientos, sufren una baja en el 3er. muestreo.

Para soja, el % de aislamientos tiene un punto de inflexibn en el 2do.
muestreo, en el cual se da el mayor valor de micelio.



muestras en micelio
macetas trigo soja
M.O. 54,13 £ 10,58

1er. M. 59,27 £ 3,16 39,63 £ 11,56
2do. M. 70,87 £ 3,29 85,314,69
3er. M. 99,36 + 32,05 71,87 £3,84

muestras de || micelio |
campo pastura trigo soja ]

60,37 £ 6,51 87,95+ 8,26 153,18 £ 46,10
s

Tabla 35. Longitud del micelio presente en las distintas muestras.
Cada valor es la media de tres repeticiones de la longitud del
micelio + d. (mts. micelio / gr. suelo seco + desvio standart)
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ii) Calculo de biovolumen y biomasa

Materiales y métodos:

Al mismo momento que se contabilizé el niumero de cortes en las placas de
agar, tambien se hicieron 50 mediciones del diametro hifal para cada muestra. Se
calculé el porcentaje de cada diametro hifal sobre los metros de micelio y asi se
calcularon parciaimente los valores de biovolumen para cada didametro. Luego se
sumaron los valores parciales para obtener el biovolumen total de cada muestra.
Con los datos de longitud de micelio y diametro hifal se aplic la siguiente férmula
para biovolumen (Baath & Séderstrém, 1979), presumiendo que el micelio es un
cilindro perfecto:

B= = x (diametro/2)* x L

Para el calculo de biomasa fungica se consider6 la densidad de los hongos como de
1,1 gr/cm® por tratarse de especies “autdctonas” y el peso seco igual al 21% segun
Bakken & Olsen, 1983).

La féormula es la siguiente:

Densidad= Biomasa/ Biovolumen —® Biomasa= densidad x Biovolumen

Resultados:

Los valores en biovolumen (Tabla 36a) para las muestras de campo tienen
sus valores mas altos en el cultivo de soja. En las experiencias de trigo en macetas,
los valores mas altos se registraron en el 3er. Muestreo (0,241 mg / gr de peso
seco). Para las muestras de soja, el valor maximo se alcanzé en el 2do. Muestreo.
Esta situacion se repite en el calculo de biomasa para todas las muestras (Tabla
36b).
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Solo en el 2do. muestreo con un porcentaje del 2% se observaron los micelios
dematiaceos.

Se encontraron micelios con mas de 3 um de diametro a partir del 2do.
muestreo, pero en muy baja proporcion. En el 2do. muestreo, los micelios
dematiaceos estuvieron presentes en un 2% aproximadamente.

Los valores mas altos fueron para el intervalo de 1 — 2 um con un 80%, 75% y 70%
para el 1er., 2do. y 3er. muestreo respectivamente.
Se registraron para el 2do. y 3er. muestreo diametros entre 3 — 4 um pero en muy

baja frecuencia.

En la muestra de suelo de pastura (trébol y festuca) traida del campo, donde
luego se sembrd soja, se encontré el mayor porcentaje de frecuencias de micelios
dematiaceos. Fig. 49.

En el diametro de 0 —1 um se registraron micelios moniliaceos en la muestra original
y en el 3er. muestreo en baja frecuencia.

En los diametros de 1 - 2 um se observaron valores del 30% en micelios
monilidceos para el 1er. muestreo, 19% para el 2do. muestreo y 23% para el 3er.
muestreo.

Solo se encontraron micelios dematiaceos en el 3er. muestreo con un 3%
aproximadamente.

Para el diametro de 2 -3 um se encontré un 40% de frecuencias para la muestra
original, 33% , 43% y 40% para el 1er., 2do. y 3er. muestreo respectivamente. En
este intervalo el mayor porcentaje de micelios dematiaceos se observé en la muestra
original con un 18%. El porcentaje mas bajo de estos micelios (3%) fue en el 1er.
muestreo.

En el diametro de 3 — 4 um hubo un alto porcentaje (19%) en la muestra

original, 8 — 9% para el 1er. , 2do. y 3er. muestreo.
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Para los diametros de 4 — 5 um en el 1er. muesreo solo hubo micelios
moniliaceos y en la muestra original, en el 2do. y 3er. muestreo los valores fueron
disminuyendo desde la muestra original hasta el 3er. muestreo.

Se registré un 6% de micelios dematiaceos para la muestra original, un 5% para el
2do. muestreo y un 3% para el 3er. muestreo.

En los diametros de 5 -6 um solo se presentaron micelios dematiaceos en el
3er. muestreo y con baja frecuencia.

En todos los muestreos, desde la muestra original hasta el 3er. muestreo,
fueron desde valores de 0 — 5 um, a excepcion del 3er. muestreo que se encontraron
diametros mas grandes.

En todos los casos el mayor porcentaje se registro en el didmetro de 2 — 3 um no
siendo este porcentaje tan pronunciado en el 1er. muestreo.

A diferencia con lo ocurrido en las muestras de trigo, en este caso no se
encontré un patrén en la distribucién de diametros hifales similar a lo registrado en la
soja del campo. Los motivos a evaluar entre otros son: por un lado no se trata del
mismo tipo de soja, en un caso es soja de 2da. y en el otro de pnmera y no tienen
una historia de cultivos similares.

En cuanto a los valores hallados de biovolumen y biomasa, estos concuerdan
y siguen el mismo ordenamiento que el realizado al analizar los metros de micelio,
(Tabla 35).
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muestras en || biovolumen
macetas || trigo soja
0,389
0,129 0,191
0,183 0,564
0,241 0,317
muestras deH biovolumen
campo ~pastura trigo soja
0,131 0,222 0,358

Tabla 36. Biovolumen de las distintas muestras, (mm3).
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Segun la Fig. 47, el 70% de los diametros de trigo, soja y pastura se
encuentra entre 1 — 2 um.

En el intervalo de diametro 0 — 1 um, los valores de frecuencia son menores al
5% para los 3 cultivos. Solo en la pastura se registré la presencia de micelio
dematiaceos con un valor cercano al 5%.
En el diametro 1 — 2 um en los 3 casos se present6 el mayor porcentaje de registros
de diametros, siendo distintas las proporciones de micelios dematiaceos y micelios
moniliaceos.

En el trigo, los micelios dematiaceos estuvieron presentes en un 35%, en la
soja alrededor de un 40% y un 50% en la pastura.

En el diametro de 2 — 3 um, se registraron valores cercanos al 30% para trigo,
10% para soja y menos de un 10% para pastura. En este intervalo el mayor
porcentaje de micelios dematidceos se observd en trigo con un 15%
aproximadamente.

Solo en soja y en pastura se observaron micelios moniliaceos con un diametro
de 3 — 4 um, con una mayor frecuencia para pastura (10%).

Los diametros de micelios monilidceos de 4 — 5 uym fueron exclusivos de soja
y con muy baja frecuencia.

E! patron de distnbucion de diametros hifales en el trigo se concentra entre O
— 3 um, entre 0 - 5 um para soja y entre 0 — 4 um para la pastura.

La mayor presencia de micelios dematiaceos (mas de un 50%), se registré en
la pastura, distribuidos entre los 0 — 3 um; mientras que para trigo y soja se

concentro entre 1 — 3 um.

A lo largo de los muestreos de trigo se mantuvo el patréon de distnbucion de
diametros hifales presente para la muestra de trigo en tiempo de cosecha en el
campo. Fig. 48.

En el intervalo de 0 — 1 um se registraron valores menores al 5% para el 1er.

muestreo, y cercanos a 10% para el 2do. y 3er. muestreo.
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diametros hifales para las muestras del campo.
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iii) Colonizacidn de raices

Materiales y métodos:

Las raices de los muestreos de plantulas de trigo y de soja fueron
conservadas en fijador de Bouin- Hollander hasta el momento de su uso. Luego
fueron lavadas bajo el agua de canilla. Posteriormente se las colocé en hidréxido de
potasio al 10% durante 48 horas a temperatura ambiente, despues fueron lavadas
tres veces con agua de canilla, a continuacion se coloco acido clorhidrico 0.1 N por
espacio de tres minutos y se lo dejo durante 48 horas en azul de Trypan en acido
lactico, segun la técnica descripta por Phillips & Hayman (1970) para la observacion
de micorrizas vesiculo-arbusculares.

Posteriormente fueron conservadas en frasquitos con acido lactico, hasta su
observacion.

Para cada muestra se dispusieron sobre un portaobjetos trozos de raiz de
aproximadamente 1 cm de longitud. Se hicieron sobre ellas 200 lecturas bajo el
microscopio con un aumento de 200x. Se contabiliz6 para cada campo que
porcentaje de raiz estaba colonizada por un micelio moniliaceo o dematiaceo
tabicado o un micelio vam con vesiculas y arbusculos.

Resultados:

Al realizar un analisis sobre la colonizacién de las raices por los hongos (Fig.
50), se encontré para las raices de trigo al comienzo del muestreo (1er. muestreo),
un 60 — 65 % de los 200 campos observados en los cuales no se observé micelio.
Este porcentaje fue decreciendo (1 — 6%), en los cuales para cada campo, hubo
entre un 10 a un 80% de la longitud de las raices colonizadas.

Los trozos de raices colonizadas en un 100%, tuvieron una frecuencia de un
10% de micelios monilidceos y un 6% de micelios dematiaceos.
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En el 2do. muestreo, un 22% de los trozos de raices no tuvieron colonizacion
fungica. Se registraron valores entre 2 — 12% de campos con un 5 a 90% de la
longitud de raices colonizadas.

El 48% de los campos se colonizaron en un 100%, con un 43% de micelios
moniliaceos y un 5% de VAM.

En el 3er. muestreo, se present6 el porcentaje mas bajo de campos sin trozos
de raices colonizadas, hubo un 2% de raices con un 40% de la longitud por campo
colonizada. El mayor porcentaje de frecuencias con un 60% de cada campo
colonizado fue de un 10% para los micelios moniliaceos y un 4% para VAM. La
mayor presencia de VAM (10%) estuvo en los campos colonizados en un 100%.

En el 1er. y 2do. muestreo de soja se encontrd un 38% y 48%
respectivamente de trozos de raices por campo en los que no se observo ningun tipo
de colonizacién. Fig.51.

La colonizacién de las raices representada por hifas y expresada en
porcentaje por campo fue muy baja en todos los muestreos.

Se encontrdé micelio de imperfectos en el 3er. muestreo con muy baja
frecuencia, colonizando un 60% a 80% de las raices por campo.

De las raices colonizadas en un 100% por campo, para el 1er. muestreo el
54% correspondio a la presencia de arbusculos y un 3% a vesiculas y arbusculos.

En el 2do. muestreo, los trozos colonizados en un 100% por campo, un 24%
correspondié a la presencia de hifas, un 17% a arbusculos y un 8% a hifas,
vesiculas y arbusculos viejos.

En el 3er. muestreo, en el 96% de los trozos colonizados completamente se
presentaron vesiculas y cercano al 1% estuvieron presentes las hifas de
imperfectos.

A través de los muestreos de soja, se observd un progresivo cambio de
arbusculos a vesiculas hacia el final dei ciclo del cultivo.
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Fig. 50. Porcentaje de la colonizacién fungica en raices de trigo (por campo).
&3 micelio hialino.Simicelio dematidceo. & micelio MA.
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Discusién Ensayo N° 4:

Schnurer et al., (1985) encontraron en suelos arables, que muchas de las
hifas observadas estan melanizadas y sélo el 15% corresponden a hifas hialinas. En
otras investigaciones el porcentaje de estas, fue: 12—16% (Séderstrém, 1979), 7-
32% (Hunt & Fogel, 1983), 34-60% (Hurst & Wagner, 1969). La alta proporcion de
hifas melanizadas esta asociada al bajo nivel de descomposicion de estas
estructuras (Hurst & Wagner, 1969). Este estudio muestra menores proporciones de
hifas dematiaceas, debido a que en el ambiente muestreado ia descomposicion es
mayor, dado que las condiciones ambientales favorecen el proceso de degradacion
de las hifas.

La media del diametro hifal encontrado en el estudio de Schnurer et al es de
alrededor de 2.4um. Bddth & Séderstrém (1979) encontraron diametros de 1.7-3.0
um correlacionado positivamente con la cantidad de matena organica. Hunt & Fogel
1983 hallaron diametros hifales medios de 3.0 um en los horizontes superiores y 2.7
um en los honzontes inferiores. Los diametros hifales medios no son diferentes en
suelos arables y en suelos de bosques (Dix & Webster, 1995) .

Los resultados del experimento del muestreo a campo de pradera, tngo y soja
muestra un perfil de diametros con valores maximos en el entomo de 1-2 um, este
valor se mantiene en el expenmento de macetas con trigo. En cambio, al usar el
suelo de pradera y sembrario con soja los diametros aumentan. Este aumento puede
deberse a que en la maceta la cantidad de compuestos nitrogenados provistos por la
soja no son arrastrados del sistema, aumentando el efecto de la rizosfera, lo que
crea un ambiente propicio para el desarrollo de los micelios de mayor diametro.

El largo total del micelio decrece con la profundidad del suelo (Schnirer et al.,
1985, Badth & Soderstrom, 1979; Hunt & Fogel, 1983; Persson et al., 1980). Este es
el resultado de la disminucién de la materia organica y de sustratos carbonados
disponibles. Los didmetros medios disminuyen con el contenido de materia organica.
Las hifas finas dominan en los suelos con poca materia organica mientras que en
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suelos con agregado de paja y N, el 66% de los diametros superan los 2um
(Schndrer et al., 1985).

Badth & Séderstréom (1979) determinaron el diametro hifal de los horizontes
de siete suelos de bosque, encontrando variaciones. Las hifas mas finas
corresponden a los de los horizontes minerales (1.3 um) mientras que en los suelos

con mas matena organica alcanza a 3um.

Esta correlacion entre tamafio celular y la cantidad de materia organica ha
sido vista en otros sistemas (Clarholm & Rosswall, 1980). Las células pequenas
tienen una relacion superficie volumen que permite un mayor contacto con el medio
que las rodea haciéndolas mas efectivas en la absorcion de nutrientes.

El largo total de las hifas es de aproximadamente la misma magnitud, en
todos los suelo arables (Bdath & Sdderstrém, 1980; Domsch et al., 1979; Paul &
Johnson, 1977) y las hifas activas se encuentran en mayor proporcion en suelos con
alta cantidad de materia organica.

La cantidad de hifas activas es de alrededor del 2% del total, estos datos
coinciden con los de Séderstrém (1979). Elmholt & Kjaller (1987) encontraron que el
suelo de bosque contiene varios centenares de metros por gramo de suelo. En
nuestro experimento los valores obtenidos son menores variando entre 60 y 153
metros y corresponde a una biomasa de 0.197 a 0.537 mg / g suelo seco, valores
mucho mayores a los encontrados por Eimholt & Kjaller (1987) (0.02-0.1%), ya que
ellos encontraron micelio mucho mas delgado. Estas hifas tienen un papel
importante en el agregado de particulas y el mantenimiento de la estructura del
suelo (Lynch & Bragg, 1985).

En nuestro expenmento los valores de micelio varian a lo largo del ciclo de la
planta. En el tngo aumenta al final del ciclo en cambio en la soja es mayor en el
momento de la floracién. Estas diferencias pueden deberse a diferencias en la
cantidad y calidad de los exudados de las raices.

Los datos de tincion de raices muestran que los micelio tabicados
correspondientes a los hongos saprobios del suelo invaden las raices tan pronto
éstas ingresan al suelo, en cambio los micelios de los organismos simbiéticos tienen
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una fase pre-infectiva mas larga. Esta situacion se ve claramente en las raices de
trigo y también en las de soja alcanzando esta mayor colonizacion. Peterson (1958),
encontrd que los micelios oscuros estériles eran importantes en la superficie de las
raices en los pnmeros 30 dias de crecimiento de las plantas y a los 90 dias pasaba a
ser importante en el suelo no rizosférico debido a que las raices estaban ya en
estado de descomposicion. Estos micelios no micorriticos, estan presentes en la
superficie de las raices, de los cereales y de los pastos, no conociéndose hasta
ahora su funcién (Dix & Webster, 1995).
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ENSAYO N°1: CULTIVO DE PLANTULAS DE TRIGO EN MACETAS EN EL
CAMPO EXPERIMENTAL DE CIUDAD UNIVERSITARIA

OBJETIVO: Obtencion y analisis de exudados radiculares de plantulas de trigo
crecidas en macetas con una mezcla de cuarzo y vermiculita en el campo.

a) Obtencioén de extractos

Matenales y métodos:

La variedad de semillas de trigo usadas fue Trticum aestivum vaniedad Prointa
Federal con 85% de poder germinativo.

Se prepararon 17 macetas con una mezcla de cuarzo-vermiculita (1:2). El
cuarzo se lavé previamente bajo el agua de la canilla y tuvo un uitimo enjuague con
agua destilada. Posteriormente, |a mezcla preparada se colocd en bolsas de lienzo
y se estenlizd en autoclave durante 15 minutos a 1,5 atm. Las semillas de tngo se
sembraron en las macetas en setiembre de 1992.

Se sembraron entre 5 y 6 semillas por maceta, las que se regaron
quincenalmente con una solucién nutritiva Hewitt (ver Anexo) y altemativamente con
agua de la canilla. A los 10 dias desde la siembra, las plantulas tuvieron un primer
raleo, dejando en una segunda etapa de raleo so6lo una plantula por maceta.

Luego de 40 dias de desarrollo de las plantulas, 50 de estas plantulas se
removieron. Se les midio los siguientes parametros: longitud de la parte aérea, y se
calculé el porcentaje de humedad del vastago y de la raiz (por triplicado).
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Macetas con cuarzo-vermiculita

40 dias
Riego cada 15 dias con solucion

Hewitt y agua de canilla

% de humedad

Raices ¢——o
en raices

Vastagos

!

largec de vastage
% ce humedad del vastago

lavado

__ Raices lavadas

H.O de lavado
1.- trituracion y 1.- trituracion
) ) maceracion con y maceracion
1.- filtracion Tris-HCI con Tris-HCI
2.- liofilizacion 2.- liofilizacion 2.- liofilizacién
v v
Extracto Acuoso Extracto Tris-CIH Extracto Metanol

Zet2rmiraciones:
- Ensayo para setaccién Qe acrates de carnence
- Anaiisis cor sromatograsia de acsercion 2n

deigaaa de silicage!
G G

Fig. 52. Obtencion de extractos a partir de raices y agua de lavado de raices
de plantulas de tngo. Ensayos realizados.
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Se obtuvieron los siguientes extractos a partir de las raices de dichas
plantuias:

1) Las raices se enjuagaron en un vaso de precipitado. El agua de lavado
con los restos de vermiculita se filtré haciendo vacio con un embudo con papel de
filtro. Luego el filtrado resultante se liofilizd. Sxiracto acucse (=

El extracto acuoso (E;) luego de la liofilizacion se coloco en el rotavapor y se
redisolvié en 3 ml de agua destilada.

2) Las raices enjuagadas se guardaron en cajas de Petn con papel de filtro.
Se utilizaron solamente los extremos de las raices. De las raices finas y gruesas se
cortaron trozos de aproximadamente 2cm del extremo de las mismas.

i) Se pes6 1 gramo de estas raices y se colocaron en un mortero junto

con cuarzo y buffer Tns-CIH 0,1M de pH 7, tnturando la muestra hasta
obtener una consistencia cremosa.
Un total de 5 ml de esta mezcla fueron centrnifugados durante 20 minutos a
10000 rpm. El sobrenadante obtenido se colocé en un erlenmeyer en hielo.
Se hicieron dos extracciones mas, teniendo finaimente un sobrenadante en
Tris-CIH de 15 ml. =xiracic 7ris- CiH 21

Este sobrenadante obtenido se filtré con papel de filtro Whatman N° 2,
se llevé a seco con rotavapor a 40°C. El concentrado se redisolvio en 3 ml de
agua destilada.

ii) Otra fraccién de 1 gramo de extremos de raices fue triturado en un
mortero con cuarzo y con 1mi de metanol 100% y 5 ml de metanol 70%.
Luego la muestra fue sonicada durante 10 minutos y centrifugada durante 20
minutos a 10000 rpm. El precipitado fue redisuelto 2 veces mas con metanol
70%; obteniendo un sobrenadante en 15 ml de metanol. z=«irzcic Metarc:

m

{

i
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El extracto metandlico (E3) se filtrd con papel de filtro Whatman N° 2 y se llevo
a seco con rotavapor a 40°C. El liofilizado se redisolvié con metanol-agua (1:1) hasta
un volumen final de 3,8 mi.

Las tres extractos obtenidos (Es, E2 y E3) se colocaron en tubos Eppendorfs de
1.5 ml y se concentraron en un evaporador de fracciones rotatorio (Savant).

a) Analisis de los extractos
Matenales y Métodos:

i) Deteccion de hidratos de carbono mediante el ensayo con Difenilamina-
anilina:

Se sembrd sobre papel de filtro el extracto E,. Luego se sembr6 en el mismo
punto el reactivo de difenilamina-anilina y se calenté el papel en estufa a 60°C
durante 6-7 minutos.

i) Deteccion de aminoacidos:

Se realiz6 una cromatografia de adsorcién en placa delgada (TLC) utilizando
una placa de silicagel, 60 A (0,25 mm de espesor) sobre soporte de aluminio
con indicador de fluorescencia (Merck, PF 254). Para el desarrollo se utilizd
la técnica ascendente y como solvente, cloroformo-metanol-acetona-agua
(25:50:10:3,5), apropiado para la resolucién de aminoacidos.

Las muestras E; y E, se redisolvieron en 50 ul de agua. La muestra E; se
disolvié en 50 pul de metanol-agua (1:1). Se sembraron en la placa 25 pl de: Tris-CIH,
E1, E2, E3 y como testigos los siguientes aminoacidos: prolina, glutamina, serina,
treonina, valina, tirosina, alanina, leucina, lisina, fenilalanina, tryptofano y cisteina.
Se desarroll6 la cromatografia durante 2 horas y luego se visualizaron las manchas
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por iluminacion con luz ultravioleta de 254 nm. Luego se pulverizé la placa con una
solucion de ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) 0,25% p/v en acetona y se
calent6 a 105-110°C durante 10 minutos. Este reactivo es especifico para
aminocompuestos, los que dan coloracion purpura.

Resuitados:

En el primer muestreo de las plantulas en maceta creciendo en cuarzo-
vermiculita se registraron valores de 22,86 cm + 4,04 de largo para la parte aérea en
un estadio de 5 hojas y una humedad del 74,92% + 6,07 para el vastago y 44,81 % +
5,96 para las raices.

i) Ensayo de Difenilamina-anilina:

Se desarrolié una mancha en color verde azulado, caracteristico de

aldohexosas.

ii) Placa en capa delgada para deteccion de aminoacidos:

Se observé una fluorescencia intensa en los puntos de siembra de Eq, E; y

Es. En los E; y E3 se observaron una gran cantidad de manchas indefinidas.

En el E; se observaron dos manchas pnncipales con distinta movilidad.

El revelado con ninhidrina mostr6, para E; (extracto metandélico) un continuo
en donde no se llegan a resolver manchas pero la coloracion es caracteristica de
compuestos aminados. El extracto en buffer Tris-HCI (E;), no contiene aminoacidos,
revela con fluorescencia amarilla igual que la solucién del buffer Tris-HCI.

En el extracto E; (agua de lavado de las raices) se distinguen 2 componentes
principales (Rf= 0,12 y Rf= 0,24) y un componente en menor proporcion (Rf= 0,41).
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Fig. 53. Cromatografia de adsorcién en placa delgada de silicagel para identificacion de
aminoacidos en E4, E2 y Ea.

Testigos de aminoécidos: 1. prolina, 2. glutamina, 3. serina, 4.- treonina, 5.- valina, 6.-
tirosina, 7.- alanina, 8.- leucina, 9.- lisina, 10.- fenilalanina, 11.- tryptofano, 12.- cisteina.
Blanco (TT): buffer Tris-HCI. El solvente utilizado fue: cloroformo-metanol-acetona-agua

(25:50:10:3,5). Revelado con ninhidrina al 5% en acetona.
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El componente de Rf= 0,12 presenta la misma movilidad que el aminoacido serina.
El componente minoritario tiene una movilidad similar al aminoacido leucina.

Debido a los resultados obtenidos, se disefla una experiencia de cultivo de
plantulas de trigo creciendo en un medio nutritivo mineral y en condiciones
controladas y de esterilidad. Con este disefio se espera recuperar los exudados en

forma pura y sencilla.



202

Capitulo 2

Ensayo N° 2: CULTIVO DE PLANTULAS DE TRIGO BAJO CONDICIONES
CONTROLADAS DE LUZ Y TEMPERATURA.

A) En erlenmeyers con solucién nutritiva mineral

Matenales y métodos:

Se utilizé un aparato de cultivo segun el utilizado por Prykryl & Vancura (1980),
{Figura Ni*84conteniendo una solucion nutritiva mineral (ver Anexo).

Las semillas de trigo utilizadas pertenecientes a Trticum aestivum var. Prointa
Federal, con un poder germinativo del 85%, fueron esterilizadas con alcohol-agua
(1:1) durante 1’ 30”, lavandina-agua (1:1) + Tween 80 (5 gotas) 1’ 30” y finalmente
alcohol-agua (1:1) 1' 30”. Luego se enjuagaron con varios pasajes por agua
destilada estéril.

Posteriormente las semillas esterilizadas se pasaron a cajas de Petri con
medio agar-malta durante 48 horas para el testeo de contaminacion de las mismas.

Los erlenmeyers con 50 mi de solucién nutntiva mineral fueron esterilizados
en autoclave durante 15 minutos a 1,5 atm. Luego, un promedio de 3 semillas fueron
colocadas en cada uno de los mismos y fueron mantenidos en una camara de cultivo
a una temperatura de 26-27°C con periodos de 16 horas de luz y 8 horas de
oscundad, por espacio de 17 dias.

La solucion contenida en dos erlenmeyers fue testeada para contaminacion,
sembrando 1 ml de dicha solucién en cajas de Petn con medio agar-malta. Esta
prueba fue realizada por triplicado.

Luego el contenido de estos erlenmeyers fue llevado a seco con un rotavapor a 40°
C y fue tomado luego con 5 mil de agua destilada.
La muestra se centrifugd obteniendo un sobrenadante (S) y un precipitado (P).
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Plantulas de trigo creciendo en erlenmeyers,
en condiciones controladas, con solucion
nutritiva mineral.

Semillas esterilizadas y pregerminadas

16 hs de luz, 8 hs oscuridad

27°C, 17 dias

T

Véstago, raices

sn nutritiva + exudados (M)

longitud de vastago, n° hojas
largo de raices , n° raices
centrifugacion
P S Fraccionamiento por cromatografia de
intercambio i6nico
. . Dowex 50Wx8-200
Determinacion de aa
Determinacion de H de C porg._¢ Dowex1x2-400
Fenol-Sulfuarico :
@—® Analisis de hidratos de

carbono por cromatografia de
adsorcion (Placa 2)

® Fraccién 1: F1  (neutros, eluida con—9

agua destilada)

Fraccion 2: F2 (amonio, eluida con
hidroxido de amonio 2N)

Fraccion 3: F3 (férmico, eluida con
acido formico 5N)

o
Cuantificacion de Hidratos de
Carbono Analisis de hidratos de
Determinacion de aminoacidos por carbono por
revelado con ninhidrina cromatografia en papel

Determinacion de proteinas por el
método de Bradford

Fig. 54. Ensayos realizados sobre las muestras de exudados obtenidas por
crecimiento de plantulas de trigo en erlenmeyers.
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Por otra parte se tomaron sobre las plantulas cosechadas, Ilos siguientes
parametros: el largo de vastago, n°® de hojas, n°® de raices y largo de raices.

i) Determinacioén cuantitativa de hidratos de carbono solubles

Sobre la fraccion P se realizé una cuantificacion de hidratos de carbono
utilizando el meétodo colorimétrico de fenol-acido sulfurico, segun la técnica
descnpta por Dubois et al. (1956). Se mezclé 0,5 ml de una solucién que
contenia entre 5 y 35 ugr de azucar con 0,5 ml de fenol al 5% (p/v); los blancos
se prepararon con 0,5 ml de agua destilada. Luego de agitar se agregaron 2,5 ml
de acido sulfunco concentrado, desde una bureta de buen flujo y se dejé reposar
10 minutos. Se agitaron los tubos nuevamente y se dejaron 20 minutos a
temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 490 nm, determinandose la
cantidad de azucar en las muestras por referencia a una curva patron preparada
simultaneamente (solucion patréon de glucosa, 1mg/ml). Practicamente todos los
azucares, incluyendo sus derivados, oligo- y polisacandos, pueden determinarse
con esta técnica. Entre los no evaluables cabe mencionar a las hexosaminas y

los inositoles. El error del método es de + 2%.

i) Cromatografia de intercambio iénico sobre la fraccion S.

Se armé una columna conteniendo en la parte inferior una resina anionica
Dowex 1X2-400, en forma OH" _(6 cm) y en la parte supenor una resina cationica
Dowex 50WX8-200, en forma H* (6 cm).

La muestra se disolvié en 2 ml de agua y se sembrd en la columna. Se eluy6
primero con 15 ml de agua destilada para obtener la fraccion de compuestos
neutros, luego se eluy6 con 15 ml de hidroxido de amonio 2N para la obtencion de
aminoacidos basicos y finaimente con 15 mi de acido férmico para la obtencion de

aminoazucares y aminoacidos acidos.
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Las tres fracciones obtenidas fueron concentradas en rotavapor a 40°C y presion

reducida.

a) Se realizé una cuantificacion de hidratos de carbono por el método de
cromatografia de intercambio iénico de las fracciones de agua - =::, amonio (F.) y
formico (Fs).

b) Cromatografia en papel para la fraccion 1 (Fy)

La fraccién 1, correspondiente a azucares neutros, se redisolvié en 500 ul de
agua destilada.

Se realizé una cromatografia de particion sobre papel utlizando la técnica
descendente y sembrando como testigos: arabinosa, glucosa, m; y mj;
(maltooligosacdaridos de 2 y 3 unidades de glucosa). Se sembraron 30 pul de la
fraccion F,. Se utilizo6 como fase movil butanol-piridina-agua (6:4:3). La
visualizacion de las manchas se realizé utilizando como revelador nitrato de plata

en hidréxido de sodio. El limite de deteccion del método es de 2 - 20 ngr.

iii) Las fracciones eluidas de hidroxido de amonio (F») y de acido formico (Fj)
fueron sembradas en una placa de silicagel para hacer un ensayo a la gota de
deteccion de aminoacidos. Se sembraron 40 pul de F,, 20 pl de F3, y como testigos
soluciones de glucosamina y de prolina.

La visualizacién de las manchas se realiz6 utilizando ninhidrina (pag. N° 3,

ensayo N° 1).

iii) Se repitié con la réplica (M) una cromatografia de adsorcion de azucares
en piaca de silicagel , sembrando 30 ul de la muestra y utilizando como
testigos soluciones de m; y ms (maltooligosacaridos de 2 y 3 unidades) y
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glucosa. Se empled como fase movil n-propanol-etanol-agua (7:1:2). Se revelé con
vapores de yodo. Se realizé un 2do. desarrollo de la misma placa en el mismo
solvente y se revelé con sulfato cérico.

v) Con el sobrenadante (S) y el precipitado (P) de esta réplica se hace nuevamente
un ensayo a la gota con ninhidrina, sembrando como patron

glucosamina y 20 ul del sobrenadante (S) y 10 ul del precipitado (P) disuelto en agua
sobre una piaca de silica. Se pulverizé con una solucién de ninhidrina, de acuerdo a
lo descripto en el Ensayo N° 1, punto ii).

vi) Se prepardé una placa de celulosa sembrando glutamina, prolina y 20 pl del
precipitado de la muestra. Se desarroll6 con n-butanol-acético-agua (5:4:1) como
solvente. Se visualizaron las manchas con ninhidnna (Ensayo N° 1 punto ii).

vii)  De laréplica del ensayo de obtenciéon de fracciones (F1, F2, F3) por

cromatografia de intercambio idnico, se realizé un dosaje de proteinas segun el
método de Bradford (1976). Se prepararon para la curva de calibracion tubos que
contenian desde 0,0125 hasta 0,050 mg de proteinas. Se llevaron a 0,02 ml con
agua destilada. El bianco se hizo con 200 ul de agua destilada. Se agregé luego a
cada tubo 3 mi del reactivo. De las muestras (sobrenadante (S), precipitado (P), y de
las tres fracciones (F1, F2 y F3) eluidas se colocaron 100 pl, 60 ul, 200 pl, 200 ply 80
ul respectivamente, con 3 ml del reactivo. Se midié absorbancia a 590 nm, luego de

2 minutos y antes de 1 hora.

Esta experiencia en el punto i) y ii) fue repetida en dos oportunidades.
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Resultados:

En esta experiencia llevada a cabo en los erlenmeyers la longitud promedio
alcanzada por los vastagos fue de 23,97 cm * 1,59, en un estadio de 3 hojas y un

largo total de las raices de 12,44 cm + 2,65 con un numero de 5 raices.

i) y ii) @) Determinacion cuantitativa de hidratos de carbono solubles en las distintas

muestras.

La curva de regresion obtenida a partir de los valores de absorbancia
registrados, fueron:

y=0,01723 x para la muestra del precipitado r’= 0,96

y= 0,01646 x para las fracciones r’= 0,99

Muestra Valores promedio |
Precipitado (P) 0,13 mg/mi

F1 (neutros) 0,315 mg/mi

F2 (amonio) 0,037 mg/mi

F3 (formico) 0,46 mg/ ml

ii) b) Determinacion de Hidratos de Carbono por cromatografia en papel para Fi.
En la cromatografia en papel desarrollada para F, (fraccion de compuestos
neutros) no se detectd ninguna mancha al revelar con nitrato de plata en hidroxido

de sodio. El limite de deteccion del método es de 2 - 20 pgr.
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iii) Determinacion de aminoacidos por ensayo a la gota sobre las fracciones F, y F3.

Los compuestos aminados revelados con ninhidnna presentan una coloraciéon
purpurea.

En F3 se observé un halo color bordd claro, semejante al encontrado en el
testigo de glucosamina. El aminoacido prolina dio una mancha amarillay F presentd
un halo levemente rosado.

Este resultado indico la presencia de aminoacidos basicos y acidos en las fracciones
FoyFa.

iv) Deteccion de azucares en una placa de silicagel, para la muestra M.:~:

Se detecto la presencia de 5 componentes principales en M.

Con movilidad similar a glucosa (m1) se observaron 2 manchas que no se
resolvian totaimente. Un componente con movilidad similar a m2 y 2 componentes
minoritanos: 1 de movilidad intermedia a m2 y m3 y otro similar a m3.

V) Deteccion de aminoacidos en una placa para la muestraSy P

En el revelado con ninhidrina, en esta placa el sobrenadante (S) dio un halo
rosa, el precipitado (P) un halo de color lila y el testigo de glutamina color bordd,
indicando la presencia de compuestos aminados.

Deteccion de aminoacidos en placa de celulosa en la muestra P

No se revelaron manchas, por lo tanto, no se confimé la presencia de

aminoacidos en este ensayo. Probablemente se dispersan entre P y las
fracciones F1, F2 y F3 y no se detectan al desarrollar la cromatografia.
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vii)  Determinacién de proteinas por el método de Bradforden F,, F5, F3y P.

En la cuantificacion de proteinas se registraron valores similares de
aproximadamente 0,1 mg/ml para P y F;. Para F; y F, se determiné ausencia de

proteinas.
Para el calculo del contenido de proteinas se utilizo la siguiente recta de

regresion:

y=0,0090x r’=0,93

Muestra

Precipitado 0,117 mg/ml
F1 (neutros) Omg/ ml

F2 (amonio) Omg/mi

F3 (férmico) 0,103 mg/ ml
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Fig. 55. Cromatograma sobre la muestra M. Testigos de azucares:m1: glucosa, m2, m3
(“maltooligosacaridos de 2 y 3 unidades de glucosa). Solvente utilizado: n-butanol-acético-agua

(5:4:1). Revalado con ninhidrina al 5% en acetona.
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2) Determinacion de hidratos de carbono, proteinas, flavonoides y
fésforo inorganico en los exudados.

Se midi6 la cantidad de azucares y proteinas en todos los muestreos, cada tres
dias desde la fecha de comienzo de la experiencia, teniendo un total de 4 muestreos
para cada cultivo. Esta experiencia se realizé por cuadruplicado.

Tanto para la cuantificacion de azucares como de proteinas se prepararon
soluciones de 1mg de exudados / ml de agua destilada a partir de las muestras
liofilizadas.

Para la determinaciéon del contenido de fésforo inorganico y de flavonoides se

trabajo con la muestra de 12 dias de cultivo de las plantulas (ultimo muestreo).

i.- Determinacion cuantitativa de hidratos de carbono.

Materiales y métodos:
Segun la técnica de Dubois et al. (1956), descripta anteriormente,

Resultados:

En la Figura N%la se observa la recta de regresion obtenida al realizar la
curva de calibraciéon con diluciones adecuadas de una solucién patron de glucosa
(1mg/mi).

El grafico (Figura N%7,b) muestra la varacion en el contenido de hidratos de
carbono en las muestras de exudados de trigo y de soja durante los 12 dias de
cultivo. En el caso de los exudados de soja se observé un contenido de
aproximadamente 10 pg de azucares (a los 3 dias) que disminuyo lentamente
durante el resto del tiempo de la experiencia. En los exudados de trigo, la curva
presentd un contenido de hidratos de carbono de aproximadamente 25 pgr/ mg de
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peso seco de raiz (a los 3 dias), una depresion a los 6 dias de cultivo, alcanzando

luego un valor maximo a los 9 dias cercano a los 150 pgr.

Estos mismos perfiles se obtuvieron en las réplicas.

ii.- Determinacion cuantitativa de proteinas.

Matenales y métodos:

El contenido proteico se estimé6 por el método de Lowry et al. (1957), basado
en la reaccién de la proteina con cobre en medio alcalino y la posterior reduccion del
reactivo fosfomolibdato-fosfotungstato producida por los residuos tirosina y triptofano
presentes en la proteina tratada.

Reactivos: a) solucién alcalina de cobre: se prepararon dos soluciones: 1) carbonato
de sodio 2% en hidroxido de sodio 0,1 N; 2) sulfato de cobre pentahidratado al 1% y
tartrato de sodio y potasio al 2%. La solucién alcalina de cobre se prepard en el
momento mezclando 10 ml de 1) con 0,1 ml de 2) y 3). Esta solucion es estable
durante 24 horas.

b) Reactivo de Folin Ciocalteu: este reactivo se prepara por calentamiento a reflujo
durante 10 horas de una mezcla de 100 g de tungstato de sodio y 25 g de molibdato
de sodio disueitos en 50 mi de &cido fosférico 85%, 100 mi de acido clorhidrico (c) y
700 ml de agua. Se agregan luego 150 g de sulfato de litio, 50 ml de agua y unas
gotas de bromo; se hierve 15 minutos, se enfria y se lieva a un litro. En las
expenencias realizadas se utiliz6 el reactivo comercial (Merck).

Se agregaron 2 m! de solucién aicalina de cobre a 0,4 mi de muestras que contenian
entre 60 y 300 ug de proteina. Se mezclo, se dejé6 en reposo 10 minutos a
temperatura ambiente, se agregé 0,2 m! del reactivo de Folin Ciocalteu y se volvi6 a
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Las semillas asi esterilizadas, se dejaron por espacio de 24 horas en cajas de Petri
con papel de filtro estérles y luego se colocaron en cajas de Petri con medio agar-
malta por espacio de 24 horas para el testeo de contaminacion.

Se utilizé para el crecimiento de las plantulas en condiciones estériles una
solucién nutntiva mineral (Prkryl & Vancura, 1980), colocando aproximadamente 10
ml de esta soluciéon en cada tubo. Los tubos asi armados se estenlizaron en
autoclave durante 15 minutos a 1,5 atm.

Luego, aquellas semillas que no presentaron signos de contaminacion fueron
colocadas sobre la tira de papel dentro de los tubos e incubadas durante 12 dias a
27°C, con ciclos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Se realizaron muestreos a partir del 3er dia, por espacio de 12 dias, cada 3
dias.

Se tomaron por muestreo aproximadamente unos 50 ml de solucion nutritiva
conteniendo los exudados.

Los exudados asi obtenidos, fueron testeados de contaminacion colocando 1 ml
de éstos en cajas de Petri con agar-malta por espacio de 72 horas, por triplicado.
Luego de comprobada la esterilidad de las muestras, éstas se liofilizaron.

Se tomaron también los siguientes parametros: longitud de la parte aérea y de
las raices al cabo de los 12 dias de cultivo y peso seco de las raices en los cuatro
muestreos (3, 6, 9y 12 dias). Los valores de peso seco de raices de cada muestreo
realizado cada 3 dias en plantulas de trigo y de soja se utilizaron para el célculo de
mg de hidratos de carbono y de proteinas por mg de peso seco de raiz.



1.- solucién nutritiva + exudados de trigo
2.- solucién nutritiva + exudados de soja

Muestreos cada 3 dias > cuadruplicado
vastagos, raices A/ durante 12 dias

e

longitud de vastago
longitud de raicas
peso seco de raicas

Solucion de 1 mg / ml de H,O destilada

Zeterminaciones

i) Cuantificaci¢n de Hidratos de Cartono (curva de
dias vs ugr cde = ce C)

icacion de Proieinas (Curv/i e Lias s ugr

i) Ter rminacion de flaveno:des
ivy Cet rminacion de 2 inor3anica

Fraccionamiento por
cromatografia de intercambio
idnico

Cererminaciones

i) Cuantificacién de Hicdratos de Carbcno
fen las 3 fracciones)

ii) Fraccion 1 {neutros), placa de silicagel y Dionex

iii} identificacion de amincacidos en la fraccion de amonio
y de formicc

Fig. 56. Determinaciones realizadas sobre exudados de plantulas de trigo y
de soja creciendo en condiciones controladas. Solucion nutritiva
limitante.
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mezclar. Luego de 30 minutos se determiné la absorbancia a 660 nm. Como
solucion patrén se utilizé albamina bovina (1 mg/ml).

El desarrollo de color depende de cada proteina en particular, siendo ésta la
principal desventaja del método. Se midié absorbancia a 660 nm.

Resultados:

En |la Figura N°ga se observa la recta de regresioén correspondiente a la curva de
calibracion para la cuantificacién de proteinas y el contenido de proteinas en los
exudados radiculares de tngo y de soja durante un periodo de 12 dias ( figura Ng
b).

En la curva comrespondiente a los exudados de trigo se observé un contenido
de aproximadamente 13 ugr de proteinas / mg de peso seco de raiz , una
disminucién a los 6 dias de cultivo, alcanzando luego un valor maximo a los 9 dias
de aproximadamente 25 pgr.

En los exudados de soja, se observo un contenido de aproximadamente 10
ugr / mg de peso seco de raiz (a los 3 dias), disminuyendo en forma lenta durante el

resto de la expenencia.

iii.- Determinacion de flavonoides.

Materiales y métodos:

Se realizaron los espectros UV de barrido en un espectofotometro Hewlett
Packard 8451A con arreglo de diodos. Se utilizé una cubeta de cuarzo.

Los espectros se realizaron en soluciones de etanol y etoxido de sodio
(0,002M) sobre las muestras de exudados 9 dias de cultivo para trigo y 12 dias de

cultivo para soja.
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Para la recuperacion de las muestras en solucion de etéxido de sodio, éstas
se neutralizaron con una resina Dowex50WX-200, previamente lavada con agua
destilada y con etanol.

Resultados:

Los espectros mostraron una banda-de absorcidén a Amsx 200 nm, que tambien
se observo en la solucién nutntiva, por lo tanto se consideré que no correspondia al
aporte de ningun compuesto exudado. De todos modos, se realizaron los espectros
en solucién de etdoxido de sodio para ver si se observaba algun corrimiento
caracteristico de los flavonoides, pero no se observé ningun cambio. Se concluyé
que las muestras no presentaban flavonoides. El limite de deteccion del método es

de 1 pgr/ml.

iv) Presencia de fosforo inorganico

Matenales y métodos:

Las determinaciones de fésforo inorganico se efectuaron segun el método
propuesto por Chen et al. (1956).

Se prepararon dos soluciones: una solucion a) de acido ascorbico 10%, es
estable un mes a 4°C; y una solucion b) de molibdato de amonio 0.42% en acido
sulfanco 1N.

El reactivo se preparé mezclando un volumen de solucion a) con seis volumenes de
solucién b). Se puede mantener un dia en bafio de hielo.

Se agregaron 2,1 ml del reactivo a 0,9 ml de soluciéon acuosa de fosfato
(0.002 - 0.01 umoles) y se incubé 20 minutos a 45°C o una hora a 37°C. El color es
estable durante vanas horas y las lecturas son proporcionales a la concentracion de



Fig. 5§9. Espectro de absorcién de flavonoides.
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fosfato hasta una densidad éptica de 1,8. Como solucién patron se utilizéo fosfato
monopotasico 0,5 mM/ml. Se determiné la absorbancia a 820 nm.

A partir de la muestra de exudados liofilizada del 3er muestreo de trigo (9 dias
de cultivo) y el 4to. muestreo de soja (12 dias de cultivo) se prepard una soluciéon de
1mg/2ml de agua destilada. Se tomé una alicuota de 0,9 ml de esta muestra para la
cuantificacion. Al excederse el limite de la escala del espectofotometro se realizé
una dilucién de 1/10.

Resultados:

Las muestras testeadas del 3er M de trigo y del 5to. M de soja dieron el
mismo contenido de Pi gue la solucién nutritiva utilizada para el crecimiento de las
plantulas en los tubos.

La recta de regresion utilizada para el célculo del contenido de P inorganico
fue: y=12.3333x  r’=0,83

Los valores encontrados en la muestra y en la soluciéon nutritiva fueron de

2,76 ugr/ mi de solucion. (Figura N° ).

3) Identificacion de hidratos de carbono y de aminoacidos sobre los
eluidos de la cromatografia de intercambio iénico

Materiales y métodos:

Las muestras de exudados de trigo y de soja previamente liofilizadas, se
redisolvieron en 3 mi de agua destilada.
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Se fraccionaron utilizando columnas de intercambio i6nico. Se utilizé una
resina fuertemente acida (cationica) Dowex 50WX8-200 y una resina fuertemente
basica (aniénica) tipo Dowex 1X2-400. La resina Dowex 1X fue llevada a la forma
hidroxilo por tratamiento con NaOH 1 N; y la resina Dowex 50 fue lavada con agua
destilada. Se llevaron ambas resinas a pH 7. Luego de ésto, se colocaron en
minicolumnas en lechos de 1cm de diametro x 7 cm de largo cada una.

Los componentes neutros fueron eluidos de la columna con 20 mi de agua
destilada (flujo de 0,5 mi/minuto).

Luego fueron eluidos los aminoacidos utilizando 20 mi de hidroxido de amonio
(NH4OH) 2 N y por ultimo fueron eluidos los compuestos acidos: aminoazucares y
acidos organicos con 20 mi de acido férmico (HCOOH) 5 N.

Las fracciones obtenidas se liofilizaron.

i) Determinacion de hidratos de carbono en las fracciones obtenidas:
Se cuantifico la cantidad de hidratcs de carbono presentes en las tres
fracciones de las muestras de trigo y de soja mediante la técnica de fenol-acido
sulfarico (anteriormente descripta) ¥

ii) Identificacién de hidratos de carbono:

a) Luego de haber detectado principaimente hidratos de carbono en
la fraccion 1, correspondiente a azucares neutros, se realizd con la muestra de trigo
una placa de silicagel en la que se sembro en un mismo punto como testigos
glucosa, m,, m3, my; (maltooligosacaridos de 2, 3 y 7 unidades de glucosa) y en otro
punto 30 ul de la fraccién Fy. Se us6é como fase moévil n-propanol-etanol-agua (7:1:2)
y se visualizaron las manchas por pulvenzacién con una solucion de acido sulfurico

al 5% en etanol.
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b) Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién
(HPAE-PAD, sistema DIONEX).

Luego de realizada esta placa (a, ii)) se procedié al andlisis de las fracciones
de azucares neutros de trigo y de soja a través de un sistema mas sensible, el
sistema Dionex.

En esta técnica se utilizan resinas de intercambio aniénico fuertemente
basicas y eluyentes acuosos de pH elevado, haciendo uso de la leve acidez de los
azucares para su separacion. La alta labilidad del H del hidroxilo anomeérico,
causada por el efecto inductivo del O del anillo, es la principal causa de la acidez de
los azucares. La estabilizacion del anién por el O anomérico se produce por unién
puente de H con el grupo hidroxilo adyacente en C-2. Cuando no existe hidroxilo
anoménco, como en el caso de los alditoles o glicésidos, la acidez de los H decrece

en el orden:

2-OH >>6-OH > 3-OH > 4-OH

La leve acidez de los azucares permite que en determinadas condiciones se
encuentren cargados negativamente y puedan interaccionar con una resina con
cargas positivas (resina anionica). En este sistema cromatografico se utilizan
soluciones acuosas de NaOH como solvente de desarrollo, y como variables de
fuerza de elucién se puede variar la concentracion utilizando gradientes lineales o
escalonados. Cuando la concentracion de NaOH que proporciona una selectividad
optima para algunos analitos no es adecuada para la elucion de otros en un tiempo
razonable, se agrega un eluyente que se retiene mas fuertemente en la columna,
como el acetato de sodio.

En esta técnica los materiales de la columna deben ser estables a pH elevado.
Resultan adecuadas las resinas del copolimero estireno-divinilbenceno, que tienen
un amplio rango de estabilidad con el pH. Recientemente se han desarrollado
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resinas peliculares poliméricas no porosas que presentan rapido transporte de

masas, rapida difusién, alta estabilidad mecanica.

En las resinas existen 3 regiones:

1.- Un core inerte, no poroso y mecanicamente estable

2.- Una region sulfonada que recubre todo el core

3.- Capas externas ligadas en forma permanente de intercambiadores anionicos
(microbead submicrometics) que es donde tiene lugar la cromatografia.

Esta configuracion pelicular concentra un elevado numero de sitios
intercambiadores en una superficie muy delgada sobre el core. Esta forma de
empaquetamiento posee una alta capacidad de carga y una baja difusion.

Se ha comprobado que a temperatura ambiente y en cortos tiempos de Ia
cromatografia no tienen lugar las reacciones que experimentan los hidratos de
carbono a pH elevado, a saber, epimerizaciones, N-desacetilaciones de azucares N-

acilados y p-eliminaciones.

El sistema de deteccién utilizado es el de pulso amperométrico. Los eluidos de la
columna toman contacto con un electrodo de oro, sobre el cual se aplica una
secuencia repetitiva de 3 potenciales E1, E2 y E3, a tiempos determinados t1, 2 y

t3. E1 es el potencial al cual se produce la oxidacién del aldehido de los hidratos de

carbono al anién carboxilato:
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CH=0 Cco*
| OH L OH
HO—| HO—
—>
— OH — OH
| OH | OH
CHOOH CHOOH

El potencial E2 tiene la funcién de limpiar el electrodo desorbiendo el azucar a
medida que se forma el éxido de oro en la superficie del electrodo.

2AU° + 20H —> Au,0 + H,O + €

Por ultimo, para lograr una maxima reactivacion es necesario que el 6xido de oro se
disuelva catodicamente durante el periodo t3 a un determinado potencial E3.
(Posiciones relativas: alditoles, monos.-di, pentosas).

Cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion con detector de pulso
amperomeétrico (HPAE-PAD, sistema DIONEX).

El analisis de los hidratos de carbono se realizé en un sistema Dionex Bio LC
equipado con una columna analitica Carbo Pac PA-10 (25 x 0,4 cm) y un detector de
pulso amperomeétrico, cuyos parametros se fijaron en: E1 0.05V, E2 0.6V, E3 0.6V,
t1 480 mseg, t2 300 mseg y t3 240 mseg; rango 2. Se utiliz6 como sistema de
elucién programas isocraticos con 100 y 50 mM NaOH. El flujo se fijé en 0.4 mi/min y
las muestras se coinyectaron con testigos de glucosa, fructosa, sacarosa, etc., que
se detectaron con el detector PAD.

Este sistema permite detectar aproximadamente 70 ngr por analisis (20 pl).



(]
9
S

Capitulo 2

iii) ldentificacion de aminoacidos en la fraccion F, y Fj

Con las fracciones de formico y de amonio (F,y F3) se preparé una placa
de silica, sembrando en la misma como testigos en un mismo punto: alanina,
leucina, lisina; serina con valina, prolina, glutamina, treonina y tirosina. De las
muestras se sembraron las fracciones F, y F; de trigo y de soja. La placa se
desarrollé con n-propanol-amoniaco-agua (7:1:2) y las manchas se visualizaron por

pulverizaciéon con ninhidnna al 5% en acetona (pag. N° )y posterior calentamiento.

Resultados:
i) Determinacion cuantitativa de hidratos de carbono en las fracciones F;, F»
y Fs

La recta de regresién utilizada para el calculo de azucares correspondio a:
y=0,00969 x r*=0,99

Fracciones Trigo Soja

F1 (Neutros) 207,33 ugr/ml O ugr/ml

F2 (Amonio) 0 ugr/ mi O pgr/mi

F3 (Férmico) 72,6 ugr/ mi . 566,6 ugr / mi

Se detect6 la presencia de azucares en la fraccion F, y F3 de trigo, teniendo la
primera de ellas un contenido mayor. Para las fracciones obtenidas a partir de los
exudados de soja, se encontrd azucares solo en la fraccion F3 y con el valor mas
aito de todas las muestras.
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ii) a) Cromatografia de adsorcion de hidratos de carbono en F; de trigo

En esta placa no se logré visualizar ningun tipo de mancha. Este método detecta
cantidades de azucares entre 2 — 20 ugr.

b) Determinacion de hidratos de carbono por cromatografia de
intercambio iénico de alta resolucion (HPAE-PAD)

Para la muestra de trigo, se observé en la fraccién de azucares neutros (Fit)
la presencia de glucosa, sacarosa y fructosa. En la muestra de soja, (Fis) se
detecté pnincipalmente la presencia de glucosa.

Al analizar la fracciéon eluida con acido férmico, (F3), en ambos cultivos se
detecto la presencia de numerosos picos de escasa magnitud, con lo que concuerda
con el resultado iii), presencia de aminoacidos en esta fraccion pero en muy baja
cantidad.

El pico presente a 5 minutos en los cromatogramas corresponde a la solucién
nutritiva, lo cual fue corroborado por el andlisis de ésta.

iii) Placa para deteccién de aminoacidos

Se detecté una mancha de limites no definidos que indicaria la presencia de
varios aminoacidos en las fracciones de amonio y de férmico de ambos cuitivos en
baja concentracién. No se pudo identificar cuales eran los aminoacidos presentes,
debido a la poca cantidad. En la fraccion de amonio de soja (F2s) se encuentra una
mancha con movilidad similar al aa prolina.
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En la fraccion de acido formico de soja (F3;) se encuentra una mancha con
movilidad similar al testigo de glutamina o prolina o serina.
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Fig. 61. Placa de silicagel para aminoacidos. Solvente de corrida: propanol-
amoniaco-agua (7:1:2). Revelador de ninhidrina al 5% en acetona
Testogos de aminoacidos: 1.- prolina, 2.- glutamina, 3.- serina, 4.- treonina,
5.- valinag, 6.- tirosina, 7.- alanina, 8.- leucina, 9.- lisina.

AT: amonio trigo, AS: amonio soja, FT: formico trigo, FS: férmico soja.
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Discusion

Es conocido que los resultados de los trabajos realizados sobre el analisis de
la composicion de los exudados son altamente dependientes del sistema de cultivo
de las plantulas y de las condiciones, por ejemplo: la renovacion o no del medio
nutritivo mineral, la temperatura y luz utilizada y también de la variedad de la especie
de semillas utilizadas para el ensayo. Es dificultoso por lo tanto, realizar un analisis
de los resultados obtenidos en estas expenencias en comparacion con lo estudiado
por otros autores. El solo hecho de utilizar un medio liquido para el crecimiento de
las plantulas hace que los resuitados difieran de aquellos que se puedan estudiar en
un medio sélido como el cuarzo o la arena. En este ultimo sistema, la exudacién
(pérdida de compuestos carbonados) va a ser menor y el sistema va a ofrecer la
impedancia mecanica que tendrian esas raices creciendo en el suelo. (Hodge et al.,
1996, Groleau-Renaud, et al., 1998).

Sin embargo, el cultivo en medio liquido ofrece ventajas: es un método donde
los exudados pueden recuperarse en forma estéril y sencilla y se evita la absorcion
de compuestos por los soportes sélidos.

En los sistemas de cultivo utilizados en esta tesis: 1) cultivo de plantulas en
macetas, 2) cuitivo de plantulas en solucién nutritiva en erlenmeyers, 3) sistema de
coleccion de exudados radiculares en tubos, se observé que los parametros
morfolégicos de las plantulas no sufrieron modificaciones. Por lo tanto, se puede
considerar como valida la eleccién de un sistema de cultivo mas sencillo (sistema 3)
que permite evitar la contaminacion y recuperar los exudados sin que la calidad de
éstos se modifique.

Curl & Truelove en 1986 hicieron una revision bibliografica sobre los
exudados radiculares, concluyendo que hasta ese momento se habian identificado
aproximadamente 10 azucares y 25 aminoacidos en las distintas especies de
plantas estudiadas. Este autor menciona que glucosa y fructosa estan generaimente
presentes en los exudados de distintas plantas. En un estudio comparativo realizado
en trigo y cebada, los azucares mayoritariamente presentes fueron arabinosa,
fructosa y xilosa. Se encontraron también cantidades importantes de ramnosa en
trigo y de galactosa en cebada.
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Rovira (1956) analizé los exudados radiculares de plantulas de arvejas y
avena crecidas en tubos con cuarzo y solucion nutritiva en condiciones asépticas.
Luego de un periodo de 10 dias de crecimiento, realizé un analisis de aminoacidos
por cromatografia. Determino la presencia de homoserina, glutamina, asparragina y
treonina en los exudados de arvejas, y serina, glicina y lisina (absorben al UV) en los
exudados de avena. El estudio de azucares reveld la presencia de cantidades

considerables de glucosa y fructosa en ambos cultivos.

En este trabajo de tesis, inicialmente se realizaron los cultivos en macetas con
cuarzo-vermiculita (Ensayo N° 1). Las raices de las plantas asi cultivadas se lavaron
y sobre este extracto acuoso (E1) se inicié el estudio de los compuestos exudados.
Se realizaron estudios de cromatografia de adsorcibn en capa delgada, que
mostraron que el extracto acuoso (E;) contenia compuestos carbonados con distinta
movilidad, particularmente aminoacidos, dado el sistema de revelado utilizado
(ninhidrina). En dicho cromatograma (Fig. 53) la mancha de menor movilidad
observada (Rf 0,12) es coincidente con el aminoacido senna. El componente
minontano (Rf 0,41), presentd una movilidad similar a leucina. En el caso de E3
(extracto en metanol de triturado de raices) no se observaron manchas definidas. El
solvente utilizado no logrdé una buena separacion de los compuestos alli presentes,
en poca cantidad y gran variedad. En E,, el revelado indico que no contenia
compuestos aminados.

Sobre el mismo extracto E4 se realizé un ensayo cualitativo para la deteccion
de hidratos de carbono (difenilamina-anilina) consistente en la coloracién azulada
que éstos desarrollan por reaccion con el reactivo sobre papel de filtro.

El resultado positivo obtenido en este ensayo, que indica la presencia de
hidratos de carbono, junto con la deteccion de aminoacidos observada en la
cromatografia en capa delgada, nos impulsé a realizar estudios que nos permitieran
profundizar el conocimiento de la composiciéon de dichos exudados. Sin embargo,
para realizar esta tarea fue necesario modificar el sistema de cultivo, adoptando un
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sistema de coleccion de exudados que permitieran resultados reproducibles. Es
conocido que los exudados varian en forma cuali y cuantitativa con la temperatura,
la luz y la esterilidad del medio de crecimiento. El control de estas tres variables en
un sistema de cultivo de plantulas en solucion nutritiva estéril y con temperatura y luz
controladas para la obtencion de exudados radiculares nos permitiia obtener
resultados mas reproducibles.

Andlisis de los exudados en dos sistemas de cultivo diferentes, en
condiciones de esterilidad y con temperatura y luz controladas

A partir de los exudados radiculares obtenidos en un sistema cultivo de plantulas en
erlenmeyers con solucién nutritiva (Ensayo N° 2a) se realizé una cuantificacion de
hidratos de carbono. Se observé al centrifugar la muestra y fraccionarlaen Py en S,
que los hidratos de carbono se encontraban mayoritariamente en S.

Con respecto a las fracciones obtenidas luego de la cromatografia de intercambio
iénico, la fraccion Fq ( eluida con agua destilada) contenia 315 ugr / ml, F» (eluida
con hidroxido de amonio) contenia 36,93 ugr / mi y F3 (eluida con acido férmico)
460 pgr/ mi.

Al realizar una prueba de deteccion de aminoacidos por el ensayo a la gota con
ninhidrina se observo en la fraccion F; color similar al desarrollado por un testigo de
glucosamina. La fraccién F; también revelé rosado aunque mas claro evidenciando
la presencia de aminocompuestos aunque en menor concentracion. Por el sistema
Se tratd de identificar el pico corespondiente a glucosamina por el sistema Dionex
(HPAE-PAD, Ensayo N° 2b), pero en F3 ningun pico era suficientemente coincidente
ni intenso como para confirmar su identidad.

Comparando estos valores con los hallados en la cuantificacion de las
fracciones por el sistema de coleccién de exudados en tubos, se encontré una
mayor concentracion en las muestras de F,, F, y F3 correspondientes al ensayo en
el sistema de erlenmeyers, debido a la saturaciéon producida en la solucién nutritiva
(Prikryl & Vanéura, 1980).
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Si bien en la literatura correspondiente a trabajos analogos no se realiza el
estudio de proteinas en los exudados, consideramos en esta tesis que ensayos
quimicos para la determinacion de éstas, (ensayos de Lowry y Bradford), seria
también un aporte valiosos para ia caracterizacién de los mismos.

Con respecto al contenido de proteinas determinado por el método de
Bradford, las muestras F3y precipitado (P) presentaron valores similares (Ensayo N°
2a). No se detecto proteinas en las fracciones Fy y F2 por el método colorimétrico
utilizado.

Para las muestras de F, y F3 del sistema de coleccidén de exudados en tubos,
(Ensayo N° 2b) se realizdé una placa de silicagel para deteccion de aminoacidos.
Las manchas obtenidas fueron muy tenues, por lo que se concluye que si bien se
detecté la presencia de algunos aminoacidos, éstos se encuentran en baja
concentracion.

En los resultados del cromatograma (Fig. 61) realizado en capa delgada de
silicagel para la deteccidon de aminoacidos (Ensayo N° 2b) se encontré: para la
fraccion F; de trigo no hay manchas nitidas y para la fraccién F; de soja los
componentes tienen una movilidad similar a la de los testigos de glutamina o prolina
o serina. En las muestras F; de trigo y de soja no se detectaron manchas nitidas. La
mancha F2 de soja tiene una movilidad similar al testigo de prolina.

Las diferencias obtenidas entre los dos sistemas de coleccion de exudados
(mayores concentraciones de hidratos de carbono y de aminoacidos en 2% con
respecto de 2b) concuerda con lo observado por Prikryl & Vanéura (1980), quienes
mencionan la saturacion de la soluciéon nutntiva, lo que produce la detencion o
disminucion de la exudacion radicular. Ellos en su expenencia, al renovar el medio
nutritivo lograban estimular la exudacion de las raices de plantulas de trigo.

Por otra parte, Ritcher et al. en 1968, utilizando un sistema de coleccion de
exudados de flujo continuo, encontraron que en los primeros 10 dias de cultivo las
plantulas de alfalfa exudaron principalmente serina, glicina, alanina, omitina y lisina.

Vandura & Hanzlikova en 1972 estudiaron el espectro de azucares vy
aminoacidos en exudados de semillas y plantulas de trigo, pepino, cebada y poroto.
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En trigo encontraron ribosa, xilosa, arabinosa y fructosa en ambos estadios,
mientras que algunos oligosacaridos y maltosa, galactosa y ramnosa fueron
exclusivos de los exudados de plantulas. En soja en el estadio de plantula se
encontrd celobiosa y desoxiribosa. En esta tesis, en el ensayo con erlenmeyers
(Ensayo N° 2a), por cromatografia realizada sobre papel (para M) se detectd la
presencia de componentes con movilidad similar a glucosa, mz y ma.

En F2 y F3 (Ensayo N° 2a) no se pudieron identificar los hidratos de carbono
presentes, a pesar de que el analisis por el método de fenol-acido sulflrico indicaba
la presencia de éstos. Por ello se decidio, con las muestras obtenidas a partir del
ensayo N° 2b recumr al analisis de los hidratos de carbono por medio de la técnica
de Dionex (HPAE-PAD) que es altamente sensible y permite detectar 70 ngr por
andlisis (20 pl).

En el ensayo realizado en tubos (Ensayo N° 2b), el estudio de ios hidratos de
carbono por el sistema Dionex (HPAE-PAD) revelo la presencia de glucosa en los
exudados de soja, y de glucosa, sacarosa y fructosa en los de trigo.

Smith en 1976, estudiando exudados radiculares de especies forestales,
describio la presencia de glucosa, fructosa, ribosa y sacarosa en Betula
alleghaniensis, glucosa y fructosa en Fagus grandifolia y glucosa, fructosa y
sacarosa en Acer saccharum.

Kraffczyk et al. en 1984, trabajaron con exudados radiculares de plantulas de
maiz en condiciones de estenlidad y no esterilidad en solucién nutritiva. El estudio
de los exudados radiculares en condiciones de asepsia indico un alto contenido
en glucosa, arabinosa y fructosa; en cambio, en condiciones no estériles, las
cantidades de monosacaridos disminuyeron debido a que éstos fueron
preferencialmente metabolizados por ios microorganismos. Los valores de sacarosa
fueron similares en ambos tratamientos.

Moody et al. en 1988, estudiaron el mucilago secretado por las raices hacia
su superficie. Ellos encontraron que en plantulas de trigo, los componentes
monosacaridicos mayoritariamente fueron arabinosa, xilosa, glucosa y galactosa. En
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este mucilago detectaron también cantidades significativas de glicina, ala:ﬂna,
leucina, valina, prolina, glutamina, serina, treonina, lisina y asparagina.
Vancura & Hanzlikova (1972) también detectaron la presencia de glutamina, serina,
glicina, acido aspartico, treonina y acido glutamico, tanto en los exudados de trigo
como en los exudados de poroto. Cisteina, lisina, asparragina y B-alanina se
encontraron solo en trigo y omitina y arginina exciusivamente en soja.

Bokhari et al. en 1979 encontraron luego de 30 dias de cultivo de plantas de
blue gramma (pastura), cantidades de 9,7 mg de azucares / g de peso seco y 4,4 mg
/ gr de peso seco de aminoacidos libres.

Kraffczyk et al. en 1984, trabajando con plantulas de maiz en condiciones de
esterilidad e hidroponia (300 ml de solucién mineral), luego de 40 dias de cultivo,
contabilizaron 14,28 mg de hidratos de carbono / g de peso seco de raiz y 0,360 mg
de aminoacidos / g de peso seco de raiz, siendo éstos principalmente glutamina,
asparragina y alanina.

D’Arcy, en 1982, estudié la cinética de la exudacion de compuestos fenolicos,
aminodacidos y azucares en soja. Encontro valores de 27.7 ugr / planta para los
aminodacidos y 288 ugr / planta para los azucares, durante los primeros dias de
cultivo. La cinética de la curva mostrada en dicho trabajo es similar a la encontrada
en el presente estudio (Fig 57b) donde se observan valores bajos de
aproximadamente 10 ugr / mg de peso seco de raiz, que se mantienen constantes a
través de los dias. Sin embargo, resulta muy diferente la variacion del contenido de
hidratos de carbono en los exudados de trigo (Fig. 57,b) donde se observaron
valores de hasta 150 ugr/ mg de peso seco de raiz a los 9 dias que descienden a 10
ugr / mg de peso seco de raiz a los 12 dias. Esto, en medio estéril podria estar
sefalando la existencia de algun proceso metabdlico, por ejemplo de reabsorcion.

Jones & Darrah en 1993 analizaron el proceso de exudacion y reabsorcion de
componentes exudados por raices de maiz. Concluyeron que la pérdida de azucares
es un proceso pasivo, con lo cual la exudacion resulta no estar espacialmente
restringida a las regiones apicales de las raices como lo habia propuesto Trofymov

(1987). La reabsorcion de componentes, en cambio, esta dada por un mecanismo

de potencial de membrana.
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Los estudios realizados permitieron establecer diferencias cuali y cuantitativas en la
composicion de los exudados obtenidos a partir de soja y de trigo. Basados en estas
diferencias se planted un estudio de interaccion entre los hongos saprobios aislados
de la nzosfera y el nzoplano de ambos cultivos con los exudados estudiados segun
se describe en el Capitulo N° 3.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que, a partir
del estudio preliminar de exudados radiculares de plantulas de trigo en macetas se
detecté la presencia de azucares y aminoéacidos en la fraccién del agua de lavado de
las raices.

Al cambiar por un sistema de cultivo en erlenmeyers, los parametros de
crecimiento no sufneron vanacién. En cuanto al anélisis de la solucién nutntiva + los
exudados (M), se detecté la presencia de hidratos de carbono.

La muestra fue centnfugada y se obtuvo un sobrenadante (S) y un precipitado (P).
Sobre el precipitado (P) se detectaron aminoacidos. Al desarrollar esta fraccion en
una placa de celulosa, no se visualizaron manchas, probablemente por la baja
cantidad en que estaban presentes.

Se realiz6 con el sobrenadante (S) una cromatograffia de intercambio ibnico,
obteniéndose una fraccién neutra (F;), una fraccién béasicos (F,) y otra basica (F3).
Se observo la presencia de azucares pnincipalmente en F, y proteinas en la fraccion
PyFs.

Debido a la evidencia de azucares en F;, se desarrollé una placa de silicagel, en la
que no se visualizd ninguna mancha.

Al cambiar nuevamente de sistema (sistema de coleccién de exudados en
erlenmeyers) por otro mas sencillo y eficiente para mantener la esterilidad dentro del
mismo (coleccion en sistema de tubos), se comprueba que los valores en los
parametros morfolégicos son coincidentes a los encontrados en los ensayos de
macetas y de erlenmeyers.
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En este sistema de tubos no se detectaron flavonoides ni fésforo inorgéanico
dentro de los limites de deteccién de los métodos utilizados.
El analisis de hidratos de carbono en fracciones obtenidas por cromatografia de
intercambio iénico (F4, F, y F3), mostro, al igual que en los sistemas anteriores, que
la fraccién F; de trigo es la que registré mayores contenidos. En los exudados de
soja, la presencia de azucares se observé en la fraccion F;.

En el andlisis de hidratos de carbono por cromatograffa en capa delgada de
F; en placa de silicagel, no se visualizé ninguna mancha, por lo que se decidié
utilizar un método més sensible para la identificacién de azucares, (HPAE-PAD). En
la fraccién Fs se detect6 glucosa y en la fraccion F,;r se detecto glucosa, fructosa y
sacarosa.
Las fracciones F3 de trigo y de soja una vez mas se caractenzaron por la presencia
de aminoécidos en baja cantidad. La fraccién Fs3s presenté en su analisis por
cromatografia en capa delgada un componente con movilidad similar a prolina,
serina o glutamina.






Capitulo 3

Ensayo N° 1: Respuesta de saprobios aislados de trigo y de soja a exudados de

ambos cultivos.

Matenales y Métodos:

Se tomaron seis cepas aisladas de nzosfera de trigo y de soja durante los
primeros muestreos de cada uno de ellos.

A partir de la muestra de trigo se eligid 1 especie aislada a partir de raices
estenlizadas superficialmente del 2do. Muestreo.

i) Colletotrichum gloeosporioides

A partir de la muestra de soja se eligieron 5 especies:

i) Alternaria alternata

ii) Micelio dematiaceo estenl

iii) Micelio moniliaceo estéril con clamidosporas
iv) Fusanum oxysporum

v) Micelio estéril rojizo

Alternana alternata y el micelio estéril rojizo fueron aislados a partir de raices
con esterilizacion superficial del 1er. Muestreo. El micelio dematiaceo esteril se aislo
de raices con esterilizacion superficial del 2do. Muestreo.

A partir de particulas se aislo: Fusanum oxysporum del 1er. Muestreo y el

micelio moniliaceo estéril con clamidosporas del 2do. Muestreo.

La cepa de Fusarium oxysporum se aislo a partir de la rizosfera de soja de segunda
traida del campo, la segunda a partir de raices sin esterilizacion superficial y el

tercero a partir de raices con esterilizacion superficial.
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tratamiento con exudados de soja y de agar — agua, y de estos dos grupos con
respecto al tratamiento de agar - maita.

En el caso del micelio dematiaceo esteril hubo diferencias significativas entre
todos los tratamientos. Por lo tanto, este saprobio estaria respondiendo en distinta
forma a los exudados de trigo y a los de soja. Son mas altos los valores de
crecimiento para soja.

Para el caso del micelio moniliaceo no hubo diferencias significativas entre el
tratamiento con exudados de soja, el de agar — agua y el de agar — extracto de
malta. Hubo diferencias significativas entre este grupo y el tratamiento de exudados
de trigo, en el cual los valores de crecimiento fue menor.

Para Fusarium oxysporum se presentaron diferencias significativas entre
todos los tratamientos. Los valores medios en el tratamiento con exudados de soja
fueron levemente mas altos que los de agar — agua y exudados de trigo y mas bajo
que el tratamiento con malta.

En el micelio estéril rojizo no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos de agar — agua y de exudados de soja, pero si fueron significativamente
diferentes a los tratamientos de agar — maita y exudados de trigo; ambos con valores
mas bajos de crecimiento.
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Capitulo 3 — Discusion (saprobios vs exudados)

DISCUSION DE EXUDADOS FRENTE A HONGOS

Los hongos ensayados mostraron un comportamiento diferente de acuerdo
con el aislamiento estudiado. Las cepas que provienen del interior de |a raiz tienen
una disminucién importante del crecimiento con el agregado de los exudados. Esto
es mas importante en micelio moniliaceo y Colletotrichum gloeosporioides. Estos
hongos se encuentran colonizando el tejido de la raiz quedando confinados a este
lugar por efecto de los exudados.

El micelio estéril dematiaceo aislado del suelo necesita agregado de sustancias
organicas para su crecimiento, exhibe su mayor diametro en medio con extracto de
maita que es un medio muy completo y permite el crecimiento de un numero
importante de hongos; en agar agua, el crecimiento es menor. Su comportamiento
es estrictamente saprofitico.

El micelio estéril rojizo tipico del rizoplano ve estimulado su crecimiento por el
agregado de los exudados, lo que explica su distnbucién.

Hay evidencia de que las leguminosas exudan mayor cantidad de aminoacidos que
el trigo (Grayston et al., 1998) y de acuerdo con las necesidades de los
microorganismos, éstos se veran estimulados por el agregado de estas sustancias.

Las diferencias en las utilizaciones de los compuestos producidos por las plantas
solo puede deberse a la presencia de diferentes especies de microorganismos. La
diversidad de los hongos asociados con las plantas puede deberse exclusivamente a
este factor. La literatura pone en evidencia que las plantas producen espectros
distintos, este trabajo pone en evidencia la posibilidad de los organismos saprobios
de aprovechar diferencialmente los compuestos disponibles.

Las sustancias producidas por la raiz junto con las que producen los
microorganismos como producto de su metabolismo serian las responsables de la
distribucion de los hongos en el tejido cortical, el rizoplano y la rizosfera de las

plantas.
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Conclusiones

1) De los aislamientos obtenidos por lavado se observé que las rizoferas ejercen efecto
sobre la poblacién fungica del suelo.

Los microrganismos que colonizan la rizésfera del cultivo de trigo son diferentes en
composicion especifica a aquellos aislados de las rizésferas de pastura y soja, que se
encuentran especies como A. alternata, Chaetomium sp, Th. Terricola, T. flavus, T.
flavus 'y Ph. eupyrena.

La pastura tiene entre otras especies, leguminosas, que hacen sentir su efecto sobre la
poblacidon fungica quedando estas dos comunidades muy juntas por el método de

separacion utilizado.

2) Los hongos de la rizosfera no tienen requerimientos nutricionales especiales. Estos
son satisfechos por las sustancias organicas provenientes de la raiz esto explica las
pequenas diferencias que existen entre las poblaciones aisladas de un mismo suelo y la
diferencias estan dadas por la variacion en la frecuencia de las mismas mas que por
diferencias absolutas de composicion.

Asi especies de Cylindrocarpon obtusisporum, F. oxysporum y T. koningii aparecen en
las tres rizosferas, con distintas frecuencias.

Si bien muchas de las especies encontradas por otros autores no fueron aisladas en
este trabajo, podemos concluir que existen otras que ocupan el mismo nicho y permiten
el desarrollo de comunidades rizosféricas tan eficiente como las ya descriptas lo que se
puede corroborar por el alto nimero de asociaciones fungicas presentes en la rizosfera

de soja.

3) Los ensayos en maceta permitieron seguir la evolucién de la comunidad fungica en el
suelo y en el rizoplano (raiz sin esterilizar= hongos de vida libre) y en los endofitos de

raiz (raiz esterilizada).
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La mayor riqueza especifica coincide con la floracién 3 tipos de sustrato (rizoplano,
rizésfera y particulas del suelo circundante), coincidiendo esto con la mayor actividad de
la planta que se traducen en cambios fisioldgicos y que desarrollan una microflora

diferente.

4) A medida que crecen las raices o0 aparecen raices secundarias comienza la
colonizacién desde las partes mas viejas, estimulada por los exudados de las pociones
mas jovenes de la raiz. Al principio es escasa, luego aumenta el nimero de especies,
estableciéndose el equilibrio con el suelo circundante .

Al germinar, la radicula estd colonizada por Cladosporium herbarum, Alternaria
alternata y otras especies habitantes normales de la parte aérea, que se encuentran en
las cubiertas germinales y normalmente no juegan un papel muy importante ya que son
pobres competidoras de los hongos del suelo. La colonizacion de las raices de las

plantulas se debe a la invasién progresiva por hongos desde el suelo circundante.

5) Nuestro estudio pone de manifiesto que las especies que se encuentran en las
cubiertas seminales y que se aislan en el primer muestreo con esterilizacion superficial
de la raiz de trigo son: Alternaria tenuissima, Cylindrocarpon didymum, varios micelios
estériles y algunas especies de Penicillium. Estas especies son reemplazadas por los
habitantes del suelo como son las especies de Fusarium, Phoma, y algunas Mucorales.
Al final del ciclo el nimero de especies se reduce a 7 y la mayoria de los aislamientos
corresponden a Periconia macrospinosa caracteristico de los detritos vegetales del
suelo.

El rizoplano al comienzo esta colonizado por pocas especies siendo la mas importante
en su frecuencia Cylindrocarpon didymum. Siendo reemplazado por Cylindrocarpon
obtusisporum y Phoma eupyrena en el segundo muestreo y algunas especies de
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Trichoderma harzianum y T. koningii. Este Ultimo aumenta su frecuencia en el Ultimo

muestreo.

6) En el experimento de soja la raiz, esta colonizada en su interior inicialmente por
Alternaria alternata, algunas especies de Fusarium y un picnidio que provienen de las
cubiertas seminales. Estos hongos son reemplazados por los micelios estériles
Fusarium oxysporum vy Paecilomyces variotii, completandose la sucesién con un
aumento importante en la frecuencia de Fusarium oxysporum a expensas de la
disminucién de las otras especies.

El rizoplano muestra la siguiente secuencia Fusarium oxysporum es a lo largo del
muestreo la especie dominante acompafnado por Rhizopus arrhizus var. oryzae en el
primer y tercer muestreo y de Rhizopus arrhizus en el segundo. Esta especie de
Fusarium es caracteristica de los lugares donde se siembran leguminosas
especialmente arvejas y soja siendo tipica de suelos de lugares calidos y humedos a
diferencia de lo que ocurre con Cylindrocarpon que es caracteristico de lugares frios y
mas secos.

Algunas cepas de Penicillium y Trichoderma de la raiz son insensibles a la fungistasis
del suelo, pudiendo responder a los exudados de Ia raiz y asi explicar su temprana
aparicion en la misma colonizando los apices.

Los hongos que reemplazan los primeros colonizadores son las poblaciones residentes
de la raiz, forman comunidades semiestables sobre la superficie, penetran e inician la
descomposicion de los tejidos. Las especies que son verdaderas habitantes de la raiz

son tal vez las formas estériles dematiaceas que solamente crecen sobre ellas.

7) En suelos cultivados muchas de las hifas observadas estan melanizadas. En general
la alta proporcion de estas estan asociadas al bajo nivel de descomposicion de estas

estructuras.
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En este estudio encontramos menores proporciones de hifas dematiaceas, debido que
las condiciones ambientales favorecen el proceso de descomposicion de las hifas.

En suelos de pradera, trigo y soja el perfil de diametros muestra maximos en el entorno
de 1-2 (m, este valor se mantiene en el experimento de macetas con trigo. En cambio,
al usar el suelo de pradera y sembrarlo con soja los diametros aumentan. Este aumento
puede deberse a que en la maceta la cantidad de compuestos nitrogenados provistos
por la soja no son arrastrados del sistema, aumentando el efecto de la rizosfera, lo que
crea un ambiente propicio para el desarrollo de los micelios de mayor diametro ya que
los diametros medios disminuyen con el contenido de materia organica. Las células
pequenas tienen una relacién superficie volumen que permite un mayor contacto con el

medio que las rodea haciéndolas mas efectivas en la absorcién de nutrientes.

8) En este experimento los valores de biomasa miceliana varian a lo largo del ciclo de
la planta. En el trigo aumenta al final del ciclo en cambio en la soja es mayor en el
momento de la floracidon. Estas diferencias pueden deberse a diferencias en la cantidad

y calidad de los exudados de las raices.

9) Los datos de tincion de raices muestran que los micelio tabicados correspondientes a
los hongos saprobios del suelo invaden las raices tan pronto éstas ingresan al suelo,
en cambio los micelios de los organismos simbidticos tienen una fase pre-infectiva mas
larga. Esta situacién se ve claramente en las raices de trigo y también en las de soja

alcanzando esta mayor colonizacion.

10) De los ensayos realizados en este trabajo se puede concluir que, los exudados
radiculares de plantulas de trigo y soja en macetas asi como de los otros sistemas de

recoleccion utilizados contienen azucares (glucosa, fructosa y sacarosa en trigoy soélo
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glucosa en soja) y aminodacidos (prolina, serina y glutamina). No se detectaron

flavonoides ni fosforo inorganico con los métodos utilizados.

11) Los hongos ensayados mostraron un comportamiento diferente de acuerdo con el
aislamiento estudiado. Las cepas que provienen del interior de la raiz tienen una
disminucién importante del crecimiento con el agregado de los exudados. Esto es mas
importante en micelio moniliaceo y Colletotrichum gloeosporioides. Estos hongos se
encuentran colonizando el tejido de la raiz quedando confinados a este lugar por efecto
de los exudados.

El micelio estéril dematiaceo aislado del suelo necesita agregado de sustancias
organicas para su crecimiento, exhibe su mayor diametro en medio con extracto de
malta que es un medio muy completo y permite el crecimiento de un numero importante
de hongos; en agar agua, el crecimiento es menor. Su comportamiento es estrictamente
saprofitico.

El micelio estéril rojizo tipico del rizoplano ve estimulado su crecimiento por el agregado
de los exudados, lo que explica su distribucion.

Las diferencias en las utilizaciones de los compuestos producidos por las plantas
determina la presencia de diferentes especies de microorganismos. La diversidad de los
hongos asociados con las plantas puede deberse exclusivamente a este factor. Las
plantas producen espectros distintos de sustancias y este trabajo pone en evidencia la
posibilidad de los organismos saprobios de aprovechar diferencialmente los
compuestos disponibles.

Las sustancias producidas por la raiz junto con las que producen los microorganismos
como producto de su metabolismo serian las responsables de la distribucién de los
hongos en el tejido cortical, el rizoplano y la rizosfera de las plantas.
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Anexo — Medios de cukivo, soluciones y fijadores para muestras

Medios de cultivo, soluciones y fijadores para muestras

Agar-agua (AA): agar 15 gr; agua destilada 1000 cm”.

Agar extracto de malta (ME): extracto de malta 12,5 gr; agar 15 gr; peptona
3,9 gr; agua destilada 1000 cm®.

Agar papa glucosado (APG): papa 300 gr, glucosa 10 gr; agar 15 gr; agua
destilada 1000 cm®.

Czapek Dox Agar (Cz): NO;Na 3 gr; POsHK; 1gr, SOsMg 0,5 gr; CIK 0,5 gr;
SO4Fe.7H,0 solucion al 1% 1 ml; sacarosa 30 gr; agar 15 gr; agua destilada
1000 cm3.

Solucion de antibiéticos: estreptomicina 0,5 gr; clorhidrato de tetraciclina 0,25
gr; agua destilada 100 ml. Se incorpora 1 ml cada 100 ml de medio.

Fijador de Bouin-Hollander: acido picrico saturado 75 ml; formaldehido
(solucién al 40%) 25 ml; acido acético glacial 5 ml.

Solucién nutritiva Hewitt: NO3K (3,03%) 5 mi; (NO;).Ca (7,08%) 10 ml;
SO4Mg.7H,0 (1,84%) 10 ml; EDTA Fe (1), (0,25%) 5 ml; SOsMn.7H,0 (0,22%)
0,5 ml; SO4Cu.5H;0 (0,24%) 0,05 ml; SO4Zn.2H,0 (0,29%) 0,05 mi; BOsH3
(1,86%) 0,05 ml; (NH4)M07024.4 H>0 (0,03%) 0,05 ml; agua destilada 970 cm3.
Se agrega 0,060 gr PO4H2K por litro de solucién. Se ajusta el pH a 7 con una
solucion de NaOH 10%.

Solucién nutritiva Prikryl & Vanéura (1980): 0,333 gr (NOs)Ca; 0,040 gr
SO4Mg; 0,063 gr NOsK; 0,060 gr PO4H2K, 0,00025 gr (SO4)s Fe; 0,0001 gr
S0.4Zn; 0,0001 gr BO3H3; agua destilada 1000 cm3. El pH de la solucién es
ajustado luego de la esterilizacién a pH 7,2-7 4.
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Anexo - Medios de cutivo, soluciones y fijadores para muestras

Identificacion taxonémica de las especies fungicas

Para la identificacién de la micoflora presente en las distintas muestras se
consultdé entre otros: Barron, 1972; Booth (1966, 1971); Domsch et al., 1980;
Ellis (1971, 1976); Hawksworth et al., 1995; Raper & Fennel, 1965, Raper &
Thom, 1948, Rifai, 1969; Stolk & Samson, 1972; Sutton, 1980; Von Arx (1974,
1981); Zycha, 1969.
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Reactivos para revelado de cromatogramas

Reactivos para revelado de hidratos de carbono

Reactivo de difenilamina-alanina: 4 gr de anilina; 4 gr de difenilaminay 20 ml
de acido fosférico (85%) en 200 mi de acetona.

Revelador nitrato de plata en NaOH (Trevelyan et al., 1950):

Se diluye 0,1 mi de solucion saturada de nitrato de plata formado por adicion de
la minima cantidad de agua. Los cromatogramas se surmergen en dicha
solucion y se secan a temperatura ambiente y se pulverizaron con solucién de
NaOH 2N en etanol 50%. Los azucares reductores, polialcoholes y
aminoazucares aparecen como manchas de color marrén oscuro. El exceso de
6xido de plata se remueve por inmersion en una solucion acuosa de tiosulfato
de sodio 5%. La cantidad minima detectable de azucares reductores es de 2 —
20 pgr.

La solucién saturada de AGNQO3 se prepara con H20 casi hirviendo y luego se

deja enfriar con hielo.

Reactivo de acido sulfurico en etanol:

Reactivos para revelado de aminoacidos

Reactivo de ninhidrina (Toennies & Koiis, 1951): solucién de ninhidrina 0,25
% p/v en acetona, conteniendo 0,01% de piridina. Los cromatogramas se
calientan a 100°C por 10 minutos. Los compuestos aminados presentan una
coloracion purpura.

Reactivo sulfato cérico (Mo/Ce): SOsH2 10%; (NH4)sM07024.4H,0 0,04 M;
Ce(S04)2 3 mM. Los cromatogramas se calientan a 200°C hasta la aparicion de

manchas de color azul.
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Reactivo de Bradford (1976) para deteccion de proteinas: 40 mg de
Coomasie Bnlliant Blue G 250 + 50 m| etanol + 100 ml acido fosférico 85%.
Llevar a 1000 cm® con agua destilada.
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