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RESUMEN

El actual contexto de crisis ambiental evidencia la necesidad de promover préacticas
para la recuperacion de ecosistemas degradados por lo que el interés publico, politico
y técnico sobre el cultivo y fomento de especies nativas se han visto en aumento. El
estudio de las mismas y su empleo, debe ir acompafiado necesariamente dela
comprensién de las relaciones con el suelo y el microbioma asociado. Las
interacciones que se generan entre las raices de las plantas y los microoganismos
gue alli se encuentran, cooperan con la nutricion de las mismas y con ello a su salud
e integridad, entre otras considerables contribuciones. Una asociacion frecuente y
muy estudiada es la simbiosis micorricico arbuscular. La técnica de obtencion de suelo
enriquecido en hongos micorricicos arbusculares (HMA) resulta interesante para la
produccion de plantines en viveros. Por otra parte, la utlizacion de enmiendas
biologicas resulta de suma importancia para obtener sustratos y suelos ricos en
biodiversidad. Un suelo con estas caracteristicas, facilitara la comunicacion entre
vegetales y microorganismos presentes. Por lo antes dicho, resulta interesante el
estudio de la simbiosis micorricico arbuscular y la expresion de la misma bajo la
utilizacion de enmiendas bioldgicas en cultivos. Nos proponemos evaluar el efecto del
suelo enriquecido en HMA sobre el crecimiento de plantines de una especie forestal
nativa y a su vez evaluar el efecto del extracto de compost sobre la simbiosis. Para
ello, se prepararon cultivos trampa para la obtencion de suelo enriquecido en HMA a
partir de muestras de suelo de una poblacién natural de Myrcianthes cisplatensis. El
disefio experimental consistio en tratamientos en presencia y ausencia de suelo
enriquecido. A su vez, algunos tratamientos fueron regados con extracto de compost
y extracto de compost filtrado. A partir de esto, se determind la intensidad de
micorrizacion (1%) en raices, altura, peso fresco y seco de los plantines. Los
tratamientos, presentaron diferencias significativas en cuanto ala 1% y la altura de los
mismos, no asi en el peso. Se observé mayor 1% en aquellos tratamientos que fueron
regados con una dilucién 1:500.000 de extracto de compost. Esto podria deberse a la
presencia de hormonas, factores de crecimiento y/u otros productos metabdlicos
dentro del extracto. Las conclusiones nos dan una guia hacia la comprensiondel
sistema planta-suelo-microbioma para poder dirigir los sistemas de produccién hacia

la restauracion de los ecosistemas y conservacion de la diversidad.

PALABRAS CLAVES

Especies nativas, Guayabo colorado, Simbiosis micorricico arbuscular, Compost
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1. INTRODUCCION

La crisis ambiental® actual, consecuencia de los habitos de produccién y consumo
de las sociedades modernas, entre otras cosas, no tiene precedentes (IPCC, 2022).
Esto se profundiza a un ritmo acelerado y pone en jaque las relaciones entre las
sociedades y la naturaleza. Son numerosas las evidencias sobre el dafio que generan
las actividades humanas en los ecosistemas. Entre las consecuencias mas
importantes se encuentran la pérdida de biodiversidad (IPBS, 2019; WWF, 2022), el
cambio climatico (IPCC, 2022), el agotamiento de los recursos naturales, la alteracion
de los ciclos biogeoquimicos, las invasiones bioldgicas, entre otros impactos
ambientales (Quiroga et al., 2010; Anderson, 2015) que ponen en riesgo el bienestar
de las generaciones actuales y venideras (UICN, 2021; WWF, 2022)

La introduccion de especies exoticas invasoras en los ecosistemas naturales puede
alterar el equilibrio y funcionamiento de los mismos, siendo una de las principales
causas de la destruccion y degradacion de habitats (Pejchar y Mooney, 2009; Linders
et al., 2019). Las especies consideradas “invasoras” son aquellas que arriban a un
habitat donde previamente no habian existido. Estas logran reproducirse y dispersarse
exitosamente y pueden mantener sus poblaciones a lo largo del tiempo sin la
intervencion del ser humano (Richardson et al., 2000). Ademas, tienen la capacidad
de competir con las especies nativas y desplazarlas, alterando la estructura y dinamica
de las comunidades vegetales (Mainka y Howard, 2010). También modifican otras
caracteristicas del sistema invadido como la composicion microbiologica del suelo,
impactando en importantes procesos ecosistémicos tales como la descomposicion y
el ciclado de los nutrientes, entre otros (Fernandez y Aragén, 2014).

En contraposicion, las especies nativas son aquellas que poseen una historia
evolutiva y ecoldgica con el entorno biético y abiotico. Algunas especies vegetales son
la base de la cadena trofica de numerosos grupos de hongos, bacterias y animales
como aves, insectos y mamiferos, entre otros (Baranzelli, 2014; De la Pefa y
Pensiero, 2017). A su vez, las especies vegetales se vinculan con diversos
organismos llevando a cabo otros procesos ecoldgicos claves como la polinizacion, y
dispersion de semillas, entre otros. En este sentido, las plantas autdéctonas resultan
de gran valor para la conservacion de la diversidad biolégica en su conjunto

(Hermosilla, 2006; Molina, 2007). Otra particularidad en cuanto a su relacion con el

1 Ambiente: es la resultante de interacciones entre sistemas ecoldgicos y socioecondmicos, susceptibles de provocar efectos sobre los
seres vivientes y las actividades humanas (Brailovsky y Foguelman, 1991)
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entorno es que estan adaptadas al suelo y clima de la region por lo que regulan
algunas variables climaticas locales como la temperatura (Sanhueza et al., 2016). De
igual manera, tienen una relacién directa con el ciclo hidrologico local lo que conduce
a que prescindan de recursos externos suplementarios para sobrevivir cuando estas
son cultivadas.

A pesar de la importancia ecolégica de la flora nativa, el desconocimiento y la
insuficiente valoracion publica condujo a que su cultivo no esté ampliamente difundido.
Otros motivos podrian ser la falta de oferta por parte de viveros comerciales y
cuestiones de indole cultural relacionadas con la influencia que han tenido los colonos
europeos sobre el desarrollo estético y paisajistico de la region (Rovere, 2013). Sin
embargo, en los ultimos afios su fomento se ha ido incrementando por parte de
Gobiernos Provinciales y Nacional. Por ejemplo, la promocion en la utilizacion de las
mismas dentro de politicas de mitigacion y adaptacién al cambio climéatico (MADyS,
2022), la implementacion de legislaciones que fomentan su uso para el arbolado
urbano y espacios verdes (Ley del arbol N° 13.836, Provincia de Santa Fe), entre otras.
En la actualidad, la tematica también comienza a abordarse como eje principal en
materia de educacion ambiental como parte de distintos programas educativos
(Baranzelli, 2014).

En este contexto, generar informacion y promover el cultivo de especies nativas con
el fin de recrear los paisajes naturales y de incluirlos en sistemas de produccion
actuales de cada region en pos de la diversidad, es una herramienta posible para
enfrentar la problematica ambiental actual. Por todo lo expuesto, resulta importante
conocer sobre su ecologia, en cuanto a las relaciones que presentan con el entorno,
como por ejemplo las relaciones que establecen con el microbioma del suelo pudiendo
generar vinculos tan estrechos que permite estudiarlosy pensarlos como un solo
organismo, un meta-organismo (Philippot et al., 2013; Mercado-Blanco et al., 2018).

Las plantas vasculares, en su gran mayoria, se asocian simbiéticamente con ciertos
grupos de hongos llamados hongos formadores de micorrizas (Van der Heijden, 2016).
Esta asociacion entre hifas y raices, conocida como micorriza, comprende un
intercambio bidireccional en donde los hongos brindan ciertas facilidades a las plantas,
siendo el mas estudiado el acceso a determinados minerales y el agua. Las plantas,
por su parte, suministran hidratos de carbono y lipidos que los hongos utilizan para su
desarrollo. Cuando este proceso ocurre en el suelo, el micelio fungico puede generar
una interconexion entre plantas de la misma o diferentes especies, lo que permite que
se formen grandes redes por debajo que posibilitan el flujo de nutrientes y otras
moléculas entre plantas (Van der Heijden, 2009). Asimismo, las micorrizas confieren
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beneficios relacionadas a la resistencia a estrés ambiental, sequia y al ataque de
patdgenos (Van der Heijden, 2009). Por su parte, inducen ajustes osmoticos en
situaciones de sequedad y mejoran el aprovechamiento del agua. A su vez, las hifas
ocupan grandes superficies del sistema radical por lo que pueden inhibir el ingreso de
fitopatbgenos. También contribuyen a la agregacién del suelo y brindan condiciones
favorables para el resto de las interacciones microbianas que ocurren alrededor de las
raices, en la micosfera (Jaramillo, 2011) por lo que promueven la conservacion del
suelo (Vargas Rios et al., 2011). Las micorrizas facilitan el acceso a los nutrientes,
principalmente aquellos inmoviles o mas escasos como el fésforo (P) y estimulan
sustancias reguladoras de crecimiento con un consecuente incremento de la tasa
fotosintética, lo que promueve el crecimiento de las plantas (Vargas Rios et al., 2011;
Van der Heijden, 2016). Dentro de la amplia diversidad existente, se pueden describir
dos grandes grupos de micorrizas que difieren en morfologia y fisiologia (Marschner,
2012). Las ectomicorrizas, en donde las hifas envuelven a la raiz formando un manto
en la superficie, penetrando solo intercelularmente y las endomicorrizas que se
caracterizan por penetrar intercelularmente en el cortex de las raices (Camargo-
Ricalde, 2012). Este ultimo, se ha subdividido en varios grupos siendo el mas
importante el de los hongos micorricicos arbusculares (HMA). Los HMA forman
arbusculos, que son estructuras distintivas alojadas entre la pared y membrana celular
radicular donde se da el intercambio de nutrientes que le dan el nombre al grupo. Otra
estructura que se forma en la simbiosis son las vesiculas, estructuras que cumplen
principalmente funciones de almacenamiento (Parniske, 2008). Los HMA son
microorganismos simbidticos que pertenecen al Subphylum Glomeromycotina
(Spatafora et al., 2016) del Phylum Glomeromycota, (Tedersoo et al., 2018) un grupo
gue se caracteriza por sus hifas no septadas y su biotrofia obligada (Valdés, 2019).
La obtencion de suelo enriquecido en HMA es una técnica que se podria aplicar al
cultivo de especies forestales para fomentar el crecimiento y sanidad de los plantines
en etapas tempranas y asi optimizar procesos en la produccion. La obtencion de suelo
enriquecido en HMA se realiza a partir de preparacion de cultivos trampa (CTs) con
gramineas, que funcionan como huéspedes para la multiplicacion de micorrizas
arbusculares (Urgiles, 2014). En trabajos con especies vegetales, considerando la
importancia que tiene la diversidad sobre los procesos ecoldgicos, es deseable que
las micorrizas sean preferentemente aquellas que hayan evolucionado con las
especies vegetales en cuestién o pertenecientes a una misma ecorregiéon. Philippot
et al., (2013) plantea la existencia de procesos de co-evolucién de las interacciones

multitréficas entre el microbioma y especies de plantas en sus habitats nativos. Por
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ello, promover comunidades nativas impacta en el desarrollo de todo el microbioma
asociado a las especies vegetales.

Otro aspecto interesante a tener en cuenta dentro de las practicas agroecolégicas
gue pueden llevarse a cabo viveros forestales con el fin de mejorar la calidad de los
plantines es la utilizacion de enmiendas bioldgicas (Eudoxie, 2019; Murillo-Montoya,
2020). Las enmiendas son productos que se utilizan con el fin de “remendar” suelos
en términos de microbiologia, en busqueda de la recomposicion de la red tréfica del
suelo (Ingham, 2005). Se denomina enmiendas bioldgicas a aquellas que derivan de
la descomposiciobn y mineralizacion de la materia orgéanica por accion de los
microorganismos dando como resultado un material con un componente mineral y otro
biolégico que en situaciones ideales contiene una enorme diversidad de
microorganismos (Ingham, 2005). Es posible clasificar los diferentes tipos de compost
en funcion del proceso que les da origen. Dentro del grupo de las enmiendas solidas,
Ingham (2005) refiere al compost térmico como aquel que se obtiene luego de un
proceso térmico que garantiza la reduccion de la fitotoxicidad o de microrganismos
patogenos (NOSB, 2006). Por otro lado, Murillo-Montoya (2020) definen al
vermicompost como aquel que se obtiene del producto de la descomposicion de las
lombrices. A partir de las enmiendas solidas es posible obtener enmiendas liquidas
como “Té” y extracto de compost (Eudoxie, 2019).

El microbioma en el suelo se encuentra en un constante didlogo bioquimico con las
raices. Esta comunicacion en el sistema planta-suelo afecta directa e indirectamente
a la nutricién y salud de los vegetales (Philippot et al., 2013). La red trofica del suelo
interviene en el ciclado de nutrientes, proceso que condiciona la nutricion vegetal; tiene
efectos en el metabolismo de las plantas proporcionandole resistencia a patdégenos y
a condiciones de estrés. También mejoran la estructura y determinan la composicion
guimica del suelo, entre otros beneficios (Ingham, 1985; Jaramillo, 2011; Philippot et
al., 2013).

La especie forestal nativa de interés elegida para este estudio es Myrcianthes
cisplatensis (Cambess.) O. Berg, comunmente conocida como Guayabo colorado. Se
trata de un arbol de la familia de las Myrtaceae que habita la Provincia Chaquefia, el
Espinal y la transicién con la Provincia Paranaense (Cabrera y Willink, 1973). Crece a
orillas de los rios 0 arroyos y en bosques y selvas en galeria. Puede ser utilizada para
arbolado de alineacion, cortinas forestales, combinada en agroecosistemas, entre
otros usos (Eynard et al., 2017). Su potencial se debe a caracteristicas relacionadas

con la calidad de la madera, su rusticidad y velocidad para crecer.




Ademas de ser una planta ornamental por su atractiva corteza y follaje, es melifera,
medicinal y sus frutos son comestibles (Eynard et al., 2017).

El estudio de la relacion entre HMA y plantines forestales de M. cisplatensis reviste
interés en nuestra facultad por contarse en la misma con un vivero forestal de especies
nativas donde se llevé a cabo parte del experimento. El suelo enriquecido en hongos
micorricicos arbusculares y la utilizacién de extracto de compost podria ser una opcion
para implementar en el mismo, como una técnica desarrollada in situ para favorecer
potencialmente el crecimiento de los plantines y para contribuir a la autonomia de este

y otros viveros.

2. OBJETIVOS, HIPOTESIS Y PREDICCIONES

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el establecimiento de la simbiosis micorricico arbuscular y el
comportamiento de la plantula en Myrcianthes cisplatensis a partir del uso de un suelo

enriquecido en HMA y la aplicacion de extracto de compost.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Producir suelo enriquecido en HMA asociados a una poblacion natural de
Myrcianthes cisplatensis.

o Determinar si los HMA presentes en el suelo enriquecido establecieron la
simbiosis con plantines de M. cisplatensis.

o Evaluar el efecto del agregado de extracto de compost sobre la simbiosis
micorricico arbuscular en plantulas de M. cisplatensis creciendo en contacto

con el sustrato enriquecido en HMA.

o Evaluar el efecto de la simbiosis promovida por la aplicacion de suelo
enriquecido en HMA sobre el crecimiento de plantines de M cisplatensis.

HIPOTESIS 1

La técnica de cultivo trampa con sorgo forrajero (Sorghum bicolor L.) ser& atil para la
reproduccion y propagaciéon de HMA provenientes de una poblacion natural de M.

cisplatensis que seran capaces de asociarse a plantas cultivadas de la misma especie.




PREDICCION 1

Se observara micorrizacion en las raices de las plantulas de M. cisplatensis que crecen

en macetas con el suelo enriquecido en HMA obtenido a partir de los cultivos trampa.
HIPOTESIS 2

La incorporacion de extracto de compost promovera la asociacién micorricica entre

HMA'y las plantulas de M. cisplatensis debido a la presencia de biomoléculas solubles.
PREDICCION 2

Se observara un mayor porcentaje de micorrizacion en las raices de las plantulas de
M. cisplatensis que hayan sido regadas con el extracto de compost sin
microorganismos y en una dilucion al 1:500.000.

HIPOTESIS 3

La simbiosis micorricico arbuscular establecida tendra un efecto positivo en el

crecimiento de los plantines de M. cisplatensis en condiciones de vivero.
PREDICCION 3

Se observarad un efecto positivo sobre las variables de crecimiento en aquellos

tratamientos donde se vio promovida la simbiosis.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1, OBTENCION DEL SUELO ENRIQUECIDO EN HMA ASOCIADA A M.
CISPLATENSIS IN SITU.

Con el fin de reproducir Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) en macetas a partir
de cultivos trampa (CTs), se recolectd una porcion de suelo en un sitio en el sur de la
provincia de Santa Fe, Argentina (32°29'16.1" S 60°50' 57.5" O), (Figura 1) donde se
encuentra una poblacién natural de M. cisplatensis (Ver anexo: imagenes de la

poblacién natural).




Figura 1. Ubicacion de poblacion de M. Cisplatensis en el departamento de San Lorenzo,

provincia de Santa Fe.

TOMA DE MUESTRAS DE SUELO

Se obtuvo una muestra de suelo compuesta de un volumen de 80 litros a partir de
cinco puntos de muestreo distribuidos en una superficie de 8 metros cuadrados. El
procedimiento se realiz6 de forma aleatoria y se tomo suelo asociado a vegetacion
herbacea para favorecer la coleccién de una comunidad en micorrizas arbusculares
dado que los HMA se asocian principalmente a plantas con crecimiento primario
(Brundrett y Tedersoo, 2018). El suelo colectado se utilizé dentro de la primera semana
para evitar la degradacion y pérdida de viabilidad de los propagulos fungicos dada la

obligatoriedad de la simbiosis en estudio.

Ademas, se recolectaron algunos plantines de M. cisplatensis que crecian debajo
de las plantas madres que luego se colocaron aleatoriamente en algunos CTs con el
objetivo de favorecer el desarrollo de poblaciones de HMA que hayan evolucionado
con esta especie vegetal. Si bien los HMA presentan una baja especificidad, algunos

autores consideran que tienen preferencia por ciertos hospedantes (Colombo, 2020).
ELABORACION DE LOS CULTIVOS TRAMPA

Se prepararon 18 cultivos trampa (CTs) al dia siguiente de la colecta de suelo. Los
CTs consistieron en macetas de 4 litros en donde se coloco suelo rizosférico asociado
a M. cisplatensis in situ con arena esterilizada (1 hora a 121°C en autoclave) en una

mezcla en proporcién 1:1. En las macetas se sembraron gramineas de tipo C4 como
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Sorghum bicolor en verano y tipo C3 (Triticum aestivum) como cultivo alternativo para
los periodos invernales. Las semillas de sorgo fueron facilitadas por la semillera Los
Prados en articulacion con el Instituto Nacional de Semillas (INASE), y las de trigo por
la Ing. Agr, Victoria Benedetto de la Estacion Experimental Agropecuaria Oliveros
(INTA). Ambas especies son comunmente utilizadas en este tipo de técnicas (Urgiles,
2014) para permitir la persistencia y reproduccion de los HMA presentes en la muestra
de suelo. Con el objetivo de determinar la intensidad de micorrizacion (1%) (Manual de
INRA) en los CTs que fueron utilizados como proveedores de suelo enriquecido en
hongos micorricicos arbusculares se realizaron observaciones bajo el microscopio
optico en raices previamente tefiidas con azul de metilo (protocolo modificado de
Phillips y Hayman, 1970). Para esto se tomaron muestras de raices de 6 CTs
seleccionados alazar. Cada muestra consistié6 en una porcion de biomasa radicular
correspondientes a 8-10 plantulas de gramineas por CT. La determinacion de la 1% se

detalla en la seccion 3.5.

Figura 2. Cultivos trampa con graminea tipo C4 - Sorghum bicolor

3.2. OBTENCION DE LOS PLANTINES DE M. CISPLATENSIS.

Se cosecharon un nimero aproximado de 200 semillas de M. cisplatensis en el
mismo sitio donde se obtuvieron las muestras de suelo. Las mismas se sembraron
bajo condiciones controladas, acordes a las necesidades de la especie. Se colocaron

en bandejas con papel secante y se mantuvieron a un porcentaje de humedad

(5]




constante con agua de 6smosis, a una temperatura entre 25°C y 27°C, con un
fotoperiodo de 12 horas (Eynard et al., 2017). En estas condiciones las semillas
germinaron entre los 6 y 10 dias posteriores a la siembra (figura 3).

Figura 3. Semillas de M. cisplatensis en proceso de germinacion.

Posterior a la emergencia, las plantulas fueron colocadas en almacigos con sustrato
compuesto por perlita, turba y compost solido previamente esterilizados en autoclave
por 1 hora a 121°C en proporcion 5:3:2, respectivamente. Los plantines crecieron en
condiciones semi-controladas de invernadero hasta los 11 meses de edad (desde abril
2021 a marzo 2022). Los mismos se regaron periodicamente con agua de 6smosis
(figura 4).

Figura 4 Trasplante de semillas de M. cisplatensis germinadas a bandejas
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3.3. COMPOST
ELABORACION DEL COMPOST UTILIZADO EN EL EXPERIMENTO

El compost utilizado para el experimento fue elaborado en el Vivero Forestal
Agroecoldgico de la Facultad de Ciencias Agrarias a partir de los desechos orgénicos
del comedor perteneciente a la Universidad Nacional de Rosario que se encuentra
dentro de la institucion. Los restos organicos se mezclaron en una primera instancia
con restos de hojas secas y ramas disponibles en el predio en una proporcion 1:1:1y
se dispusieron en una pila sobre el suelo. A la pila se le fueron incorporando restos
organicos con una frecuencia semanal en volimenes iguales a los incorporados
inicialmente. El compost fue regado y volteado periédicamente con el fin de mantener

condiciones oOptimas de humedad y oxigeno (figura 5).

Figura 5. Pilas de compost Vivero Forestal - Facultad de Ciencias Agrarias UNR.

PREPARACION DEL EXTRACTO Y SELECCION DE LA DILUCION A UTILIZAR

Para evaluar el efecto del compost sobre la simbiosis se procedié a preparar una
enmienda liquida. La enmienda seleccionada fue el extracto de compost, que se
preparé a partir de una muestra compuesta de compost solido de 6 meses de
maduracion. La obtencion de extracto de compost se realizé con el objetivo de poder

separar el material bioldgico soluble en agua y asi poder discriminar el efectode los
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microorganismos del efecto de las biomoléculas solubles, mediante la técnica de
filtrado (ver mas adelante) al momento de realizar el experimento, dada la naturaleza

liquida del extracto.

Durante la preparacion de este tipo de enmiendas se logran extraer los
microorganismos que se encuentran en los agregados del compost, adheridos a la
materia organica, como también las moléculas solubles producidas por el metabolismo
creado en el compost. En el momento en que la microbiota cambia de medio (de sélido
a acuatico) se interrumpe su metabolismo, quedando en pausa o0 en periodo de
“‘latencia” hasta que se adaptan nuevamente al medio sélido, posterior a su aplicacion
(Ingham, 2005). Este producto es diferente a lo que se conoce como “Té” de compost
ya que para este caso los microorganismos nunca cesan las actividades metabolicas
dado que en el "Té" se les brinda una alimentacion constante (Ingham, 2005; Eudoxie,
2019)

Para la elaboracion del extracto se diluyeron 500 gramos de compost
biol6gicamente completo (ver anexo) en 20 litros de agua. Para esto se coloco el
compost en una bolsa de malla con poros de 400 a 500 micrones (La Enmienda). El
tamano de las perforaciones permite el pasaje de los microorganismos del compost al
agua, incluso los de mayor tamafio como por ejemplo nematodos. La bolsa con el
material en su interior se coloc6 dentro de un balde con agua de 6smosis y se dejo
dentro del agua durante 10 minutos, con algunos movimientos intermitentes para

colaborar con la dilucién como se observa en la figura 6.

Posteriormente, se realizaron analisis que permitieron caracterizar bioldgica y
guimicamente las muestras solidas de compost y liquidas de extracto (Ver Anexo). En
base a la caracterizacion bioquimica, en funcidén de resultados previos del grupo de
investigacion (De la Torre et al., 2022) y bajo la hipotesis de que, en diluciones bajas,
el efecto de enmiendas liquidas se debe principalmente a la presencia de
biomoléculas producidas a partir de procesos metabdlicos, se seleccionaron las
diluciones de trabajo. También se tuvo en cuenta que las diluciones seleccionadas no
tuvieran exceso de fésforo u otros minerales que pudieran inhibir la micorrizacién o
aportar a la nutricion de las plantulas a través de los minerales. De aqui se selecciond
la dilucion 1: 500.000 como dilucién de trabajo. Dado que las biomoléculas, cémo
factores de crecimiento u hormonas, actian en el rango de picomoles se realiz6 una
dilucién 1: 50.000 (10 veces mas concentrada) como control de la dilucion elegida para

trabajar (Ver Anexo).
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Figura 6. (A) Bolsa de malla de 400 a 500 pum. (B) Bolsa de malla con compost sélido en
el interior. (C) Proceso de elaboracion del extracto de compost.

3.4. DISENO EXPERIMENTAL

Con la finalidad de determinar si la elaboracién de suelo enriquecido promovio la
simbiosis entre las HMA vy los plantines de M. cisplatensis, se llevd a cabo un
experimento en invernadero. Los cultivos trampa que presentaron los mayores valores
de micorrizacién al momento de realizar las respectivas determinaciones fueron los

gue se utilizaron como proveedores de suelo enriquecido.

El trasplante para dar inicio al experimento se realizé a los once meses desde la
emergencia de las plantulas de M. cisplatensis. El tiempo considerado fue necesario
para obtener suelo enriquecido en HMA nativas con un potencial que fuera suficiente
u optimo para garantizar la simbiosis (> al 30% de micorrizacién en raices de las
plantas del CT). Previo a realizar los trasplantes y para poder distribuir las plantulas
de manera uniforme, se tomaron las alturas de todos los individuos y se realizé un
grafico de frecuencias a partir del cual establecimos cada una de las unidades

experimentales dentro de cada tratamiento.

Todas las macetas se llevaron a un volumen final de 1 litro con sustrato que
consistié en una mezcla de arena y perlita en proporcion 4:1 previamente esterilizada
por 1 hora a 121°C en autoclave. Primero se agregaron 0,5 litros del sustrato, luego
se agregaron 0,1 Its de suelo enriquecido en hongos micorricicos arbusculares y
finalmente se completd a un volumen final de 1 litro con el sustrato. Para el tratamiento
control sin micorrizas el sustrato enriquecido fue previamente esterilizado en dos

oportunidades por 1 hora a 121°C en autoclave para asegurar su inocuidad (figura 7).

——
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Figura 7. Esquema de disefio de los cinco tratamientos realizados

En la figura 7, se presenta un esquema del disefio experimenta. A continuacion,
se detallan los tratamientos (Figura 8). Para cada uno de ellos se realizaron cuatro

repeticiones:

Tratamiento 1: maceta con sustrato estéril mas el agregado del suelo enriquecido

con HMA, con extracto de compost diluido en 1:500.000.

Tratamiento 2: maceta con sustrato estéril mas el agregado del suelo enriquecido

con HMA, con extracto de compost filtrado, diluido en 1:500.000.

Tratamiento 3: maceta con sustrato estéril mas el agregado del suelo enriquecido

con HMA, con extracto de compost filtrado, diluido en 1:50.000.

Tratamiento 4: maceta con sustrato estéril mas el agregado del suelo enriquecido

con HMA, sin extracto de compost.

Tratamiento 5: testigo, maceta con sustrato estéril mas el agregado del suelo

enriquecido esterilizado (autoclavado, sin HMA).

——
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Figura 8. Distintos tratamientos ubicados en el invernadero con las respectivas
repeticiones individualizadas y en disposicién al azar.

APLICACION DEL EXTRACTO DE COMPOST

Se realizaron tratamientos con la incorporacion de extracto de compost con el
objetivo de evaluar si este tuvo un efecto sobre la simbiosis entre HMA y M.
cisplatensis. Solo dos de los tratamientos fueron previamente filtrados con la finalidad

de retener el material biologico presente en el extracto de compost.

El extracto se aplicé por Unica vez en los tratamientos correspondientes tres dias
después del trasplante, considerando un breve periodo de adaptacion. La aplicacion
se realiz6 minutos posteriores a la preparacion del mismo mediante el riego de 50 ml
de la dilucion correspondiente. El extracto de compost que se agrego al tratamiento 2
(dil 1: 500.000) y 3 (dil 1: 50.000) fue filtrado previamente mediante la utilizacion de
filtros nanopore de 0,22 micrometros de didmetro de poro para imposibilitar el pasaje

de los microorganismos.

Las plantas crecieron por 5 meses. A modo de asegurar una correcta nutriciéon de
los plantines sin afectar negativamente la micorrizacion, los mismos fueron regados
con solucién de Hogland bajo en fésforo (Ver Anexo) con una frecuencia semanal (Gil
Cardeza et al., 2021)




3.5. DETERMINACIONES

EVALUACION DE LAS ESTRUCTURAS MICORRICICO ARBUSCULARES

Para poder determinar la intensidad de micorrizacion (1%) de los plantines de M.
cisplatensis, se realizaron tinciones con azul de metilo con el fin de observar las
estructuras de la simbiosis. Se tomaron porciones de raices de cada uno de los

plantines al finalizar el experimento para cada uno de los tratamientos (figura 9).

El procedimiento consistié en separar fragmentos raices de manera representativa
para cada una de las muestras y luego colocarlos en un tubo Falcon TM de 50 mL

para realizar la tincion posterior.

Figura 9. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 3, cosechadas a los 150 dias.
TINCION

Para la tincidn las raices de las gramineas de los CTs y de las plantulas de M.
cisplatensis, primeramente, se lavaron las raices con abundante agua corriente y se
decoloraron agregando 50 mL de hidroxido de potasio (KOH) al 10% e incubando los
tubos a 70°C durante 60 min en un bafio termostatico. En el caso de la tincién de
raices de M. cisplatensis. se realiz6 un recambio de KOH a los 30 min para asegurar
la decoloracién dado que son estructuras mas lignificadas en comparacion con las

gramineas de los CTs. A continuacion, se descarto el KOH y se lavaron las raices de




manera exhaustiva con agua corriente. Posteriormente las raices se acidificaron con
la adicién de 50 mL de acido clorhidrico (HCI) al 1%. En este caso no se lavaron las
raices debido a que el acido es el mordiente de la tincion, soélo fue descartado. Las
raices se tifieron agregando azul de metilo (0,05% en glicerina &cida) hasta cubrirlas
(entre 20-30 mL) y por incubacion en un bafio termostatico a 90 °C por 20 min. Al
finalizar, se colocaron en papel para eliminar el excedente de tintura y se conservaron

en tubos Falcon TM con glicerina acida fresca.

Posterior a la tincién, para cada una de las muestras se procedio a cuantificar las
estructuras de HMA a partir de 20 fragmentos de raices de 1-2 cm de largo bajo

microscopio optico.
A cada fragmento se le asign6 un valor de n en funcién del siguiente criterio:
n5>90%; n4290-50%; n3=250-10%; n2=10-1%; n1>1-0%; 0=0%.

La intensidad de micorrizacion por muestra se calculé a partir de la siguiente

formula:
1% = (95n 5 +70n 4 +30n 3 +5n 2 +n 1) * (n tot)-1

Donde n es la cantidad de fragmentos con el porcentaje de superficie micorrizada
correspondiente. Las formulas utilizadas provienen del manual de micorriza del INRA

(2021) Institut National de Recherche Agronomique.

Figura 10. Raices de los CTs tefiidos con azul de metilo en placa de Petriy colocado en
portaobjeto conglicerina acida para su posterior observacion.




EVALUACION DE DISTINTAS VARIABLES RELACIONADAS AL CRECIMIENTO DE LOS
PLANTINES DE M. CISPLATENSIS

Durante el transcurso del experimento se determind la altura de las plantulas en el
momento de inicio del experimento (dia 0) y luego a los 30, 60, 90 y 150 dias. Al
finalizar el experimento, es decir, al cabo de los 150 dias las plantulas de M.

cisplatensis se cosecharon y se determiné el peso fresco y peso seco.
3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos para intensidad de micorrizacion (1%) y peso fresco y peso seco
se analizaron con el andlisis de la varianza (ANOVA), post test de Tukey utilizando el
programa InfoStat (Di Rienzo et al.,, 2016). Se verific6 el cumplimiento de los
supuestos de la prueba estadistica utilizada (normalidad y homogeneidad de la
varianza). El 1% no cumplié con el supuesto de homogeneidad de la varianza por lo
tanto los valores fueron transformados a raiz de arcoseno. Las curvas de altura en

funcidn de los meses se analizaron con el test de medidas repetidas.
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4. RESULTADOS

4.1. EVALUACION DE LAS ESTRUCTURAS MICORRICICO ARBUSCULARES DE LOS CTs
PROVEEDORES DE SUELO ENRIQUECIDO EN HMA.

De los seis cultivos trampa seleccionados al azar, el CT2 y el CT3 fueron los que
presentaron mayores valores de (1%). Ver tabla 1.

Tabla 1. Valores de cultivos trampa seleccionados al azar como potenciales proveedores
de suelo enriquecido en HMA.

Cultivos trampa 1ra cbservacion CTl CcT2 CT3 CT4 CTS CT6

Intensidad de micorrizacion (1%) 21 38 30 14 14 6

Al momento de iniciar el experimento se realizé una segunda observacion del
1% de los CTs, esta vez s6lo del CT2 y CT3. Los CTs seleccionados fueron aquellos
gue presentaron valores de micorrizacion superior o igual a 30%. Se realizaron 3

repeticiones para cada uno de los CTs, en donde se obtuvieron los valores indicados
en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de cultivos trampa seleccionados para ser utilizados como proveedores
de suelo enriquecido en HMA.

Cultivos trampa 2da observacidn Intensidad de micorrizacian (1%)
CT2a 20
CT2b 12
CT2c 13
CT3a 30
CT3b 28
CT3c 31
(




Figura 11. Hifas de micorrizas en simbiosis dentro de raices de Sorghum bicolor bajomicroscopio

optico, 10 X (A) y 20 X (B).

4.2. ESTABLECIMIENTO DE LA SIMBIOSIS MICORRICICO ARBUSCULAR EN PLANTINES
DE M. CISPLATENSIS Y EFECTO DEL EXTRACTO DE COMPOST SOBRE LA SIMBIOSIS

El tratamiento 5 (control) no presenta micorrizas como puede verse expresado
en la tabla 3 mientras que todos los tratamientos que recibieron suelo enriquecido

en hongos micorricicos arbusculares (tratamientos de 1 a 4) si presentaron
micorrizacion.

Tabla 3. Resultados en la intensidad de micorrizacion (1%) para cada unidad
experimental de M. cisplatensis.

Tratamientos Intensidad de micorrizacion (19)
1 20,2 44,2 3,5 28,5
2 15,3 28,8 45,8 11
3 12 10,2 27,1 2,3
4 22 10,5 0,3 3,9
3 0 o 0 o
[ )



A partir del analisis estadistico fue posible discriminar tres grandes grupos con
respecto a la intensidad de micorrizacién (Figura 12). En primer lugar, las plantulas
que recibieron la aplicacion de la dilucion 1:500.000 del extracto de compost
independientemente del filtrado (tratamiento 1 y 2) presentan valores promedios
superiores al 20%, siendo estos los valores mas altos. A su vez, las plantulas que
recibieron la aplicacion de la dilucién 1:50.000 (tratamiento 3) y el control sin aplicacion
(tratamiento 4) presentaron valores promedio menores al 20% mientras que las
plantulas control sin HMA (tratamiento 5) no presentaron valores de micorrizacion. Si
bien los tratamientos 3 y 4 presentaron valores de micorrizacion menores al 20% no
fueron significativamente distintos de los tratamientos 1 y 2, como tampoco del

tratamiento 5.
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Figura 12. Intensidad de micorrizacion (1%) de las raices de M. cisplatensis crecidas con
sustrato enriquecido en HMA con o sin el agregado de extracto de compost. Se determino
la 1% una vez cosechadas las plantulas al finalizar el experimento, a partir de la observacion
al microscopio dptico de raices tefiidas. Al inicio del experimento se regaron pldntulas con
50 ml de extracto de compost diluido al 1: 500.000 (Tratamiento 1); con 50 ml de extracto
de compost diluido al 1: 500.000 vy filtrado (Tratamiento 2); con 50 ml de extracto de
compost diluido al 1: 50.000 y filtrado (Tratamiento 3); con HMA sin extracto de compost
(tratamiento 4) y sin HMA ni extracto de compost (tratamiento 5). Los resultados se
expresan como la media y el error estdndar de la media (EEM) (n =4). Los valores con misma
letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA de un factor).
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Figura 13. Vesiculas de la simbiosis micorricico arbuscular en raices de M.
cisplatensis para el tratamiento 4 bajo microscopio éptico, 20 X (A) y 10 X (B).

4.3. EVALUACION DE VARIABLES RELACIONADAS AL CRECIMIENTO DE LOS
PLANTINES

ALTURA

Se pudieron observar diferencias estadisticamente significativas en lo que respecta
a la altura para los distintos tratamientos en funcién de los meses (p < a 0,05). Las
diferencias se vieron entre los tratamientos 1y 2 con respecto al 3,4y 5 (Fig. 14 Ay
B). A su vez, se observaron diferencias entre el tratamiento 3 y 4. Sin embargo, ambos

tratamientos no presentaron diferencias con el control, tratamiento 5.
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Figura 14. Altura de M. cisplatensis a lo largo del experimento, con error estandar de la
media (A) y sin error (B). Se determind la altura en plantulas de M. cisplatensis que
crecieron en invernadero en macetas de 1 litro por 150 dias, en presencia (tratamientos 1
a 4: rosa 1; rojo 2; verde 3; violeta 4) o ausencia (tratamiento 5, azul) de micorrizas. Al
inicio del experimento (dia 0) se regaron algunas plantulas con 50 ml de extracto de
compost diluido al 1: 500.000 (Tratamiento 1); con 50 ml de extracto de compost diluido
al 1: 500.000 vy filtrado (Tratamiento 2) y con 50 ml de extracto de compost diluido al 1:
50.000 y filtrado (Tratamiento 3). Las mediciones se realizaron al comienzo del
experimentoy a los 30; 60; 90 y 150 dias. Los resultados se expresan como la media (n=4).
Los valores con misma letra no presentandiferencias significativas (p< 0,05; Analisis de
medidas repetidas).

PESO FRESCO Y SECO

Resultado del peso seco (Fig 15 A) y fresco (Fig 15 B) de los tejidos vegetales,

parte aérea y raices. No se observaron diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 15. Peso seco (A) y fresco (B) de M. cisplatensis al final del experimento. Se
determind el peso seco y fresco en raiz (gris) y parte aérea (verde) en plantulas de M.
cisplatensis que crecieron en invernadero en macetas de 1 litro por 150 dias, en presencia
(tratamientos 1 a 4) o ausencia (tratamiento 5) de micorrizas. Al inicio del experimento se
regaron plantulas con 50 ml de extracto de compost diluido al 1: 500.000 (Tratamiento 1);
con 50 ml de extracto de compost diluido al 1: 500.000 vy filtrado (Tratamiento 2); y con 50
ml de extracto de compost diluido al 1: 50.000 y filtrado (Tratamiento 3). Las mediciones
se realizaron al finalizar el experimento (150 dias). Los resultados se expresan como la
media y el error estandar de la media (EEM) (n = 4). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05; ANOVA de un factor)
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5. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo la produccidn en vivero de suelo enriquecido
en hongos micorricicos arbusculares que tuvieran la capacidad de establecer una
simbiosis con plantines de una especie autoctona con la particularidad de que estos
hongos también sean nativos, es decir, provenientes de sitios de poblaciones
naturales de la o las especies que se desean inocular. Asimismo, con el objetivo de
enriquecer el conocimiento sobre el efecto de enmiendas sobre la simbiosis, se evaluo
la incidencia del agregado de compost sobre la misma. En este sentido, se busco
determinar el efecto en el comportamiento de los plantines considerando algunos
parametros relacionados al crecimiento.

Si bien la obtencion suelo enriquecido mixtos de HMA a partir de muestras de suelo
y su utilizacion en la produccion de plantines en viveros es una técnica sencilla y
recomendada para trasplantes, plantaciones y siembras en condiciones estresantes
(Joseau et al.,, 2013), algunos autores manifiestan la necesidad de enfocar los
esfuerzos en el estudio de cultivos de comunidades de HMA nativas (Sagadin et al.,
2011; Eynard et al., 2017).

En cuanto a los resultados del experimento es posible inferir que la técnica utilizada
para producir sustrato enriquecido en HMA asociada a M. cisplatensis fue util ya que
se observé micorrizacion en los plantines (hipétesis 1).

La produccion de micorrizas resulta una técnica interesante como practica de
manejo integral en viveros (Baltasar et al., 2007). Diversas investigaciones refieren a
los beneficios de esta técnica por el efecto que generan sobre el crecimiento y
desarrollo de los plantines, ademas de favorecer su posterior establecimiento y
supervivencia en campo, entre otros, (Alarcon & Ferrera, 1999; Hernandez Cuevas,
2011; Cruz Castillo, 2017; Rivillas et al., 2019). Asimismo, un hongo micorricico
arbuscular concreto no necesariamente es el mas efectivo en todos los ambientes. Es
fundamental, por tanto, promover una comunidad diversa en cuanto a las especies
fungicas para poder responder a diferentes exigencias ecolégicas, segun los distintos
ecosistemas donde se ubicaran las plantulas micorrizadas (Sanchez Carillo, 2000).

Ciertos estudios realzan la importancia en la utilizacion de comunidades de
micorrizas arbusculares nativas favoreciendo asi a la diversidad funcional en cuanto
a los beneficios fisiolégicos otorgados a la planta hospedante (Rivillas et al., 2019). A
su vez, la produccién y utilizacion de suelo enriquecido con especies de HMA nativas

presenta mayores posibilidades de adaptacién y reproduccién de las estructuras
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fungicas en suelo (Lopez Gomez, 2015). Los resultados de trabajos en donde se
compararon los efectos de indculos de cepas diferentes indican que el uso de cepas
nativas se comporta de mejor manera que cepas introducidas o comerciales. Esto se
vio reflejado en los porcentajes de micorrizacion y en el nUmero de esporas presentes
en los tratamientos (Viera et al., 2017; Herrera et al., 2021). Por lo dicho anteriormente
y dado que la presencia de micorrizas confiere a las plantas ciertas ventajas
adaptativas como la resistencia al trasplante por tratarse de plantas vigorosas y con
sistemas radicales bien conformados (Herndndez Cuevas 2011), la utilizacién de
in6culos nativos podria ser una buena opcion para llevar adelante trabajos de
restauracion ecologica en zonas degradadas (Carrillo-Saucedo et al., 2022; Diaz
Espejo et al., 2004, Vargas 2007, Vargas Rios et al., 2011). Algunos autores hacen
mencion a la importancia en la utilizacion de inoculos de micorrizas nativos para
garantizar el éxito en el establecimiento de la vegetacion en ecosistemas disturbados
y estresados (Carrillo-Saucedo et al., 2022), asi como en lugares con condiciones
edaficas desfavorables o incluso con la presencia de metales pesados, es decir, como
herramienta potencial en estrategias de fitorremediacion para la recuperacion de
suelos (Sehoane, 2020).

El suelo enriquecido en HMA fue capaz de asociarse a plantulas de M. cisplatensis,
es decir, se observo la presencia de micorrizas en todos aquellos tratamientos en
donde se coloc6 suelo enriquecido y no asi en el tratamiento control (Figura 13). Esto
era esperable dadas las condiciones semi-controladas del experimento y que el tiempo
de cultivo de los CTs lleg6 casi al afio. Una caracteristica de las HMA es que crecen
mejor en suelos deficientes en nutrientes, especialmente fosforo, ya que cuando estos
se encuentran agotados en la zona de las raices, estimulan la extensionde la red de
micelio en el suelo (o sustrato) para capturar nutrientes (Rivillas et al., 2011). El riego
periddico con una solucion nutritiva baja en fésforo sostuvo la nutricionde los plantines
a lo largo de todo el experimento y no tuvo efectos inhibitorios sobre la micorrizacion.
Esto resulta importante ya que, en algunos casos, si los nutrientes seencuentran de
forma excesiva en el sustrato, la simbiosis puede no ocurrir (Blanco y salas 1997;
Azcoén et al., 2003).

Otro objetivo de la presente tesina fue determinar si el extracto de compost
estimulaba la simbiosis e intentar dilucidar cual grupo de componentes presentes en
el extracto podria ser el responsable de la estimulacion. En el presente trabajo se
observo un efecto estimulador sobre la simbiosis de la dilucién 1:500.000 del extracto

de compost (Figura 13). Dentro de los componentes que podrian influir sobre la
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micorrizacion se encuentran los minerales, los microorganismos y las hormonas,
factores de crecimiento y/u otros productos metabdlicos de la actividad microbiana
desarrollada en el compost.

El disefio experimental realizado, en el sentido de las diluciones elegidas y la
eleccién de una aplicacion Unica al inicio del experimento, disminuyé la posibilidad de
una influencia de los minerales presentes en el extracto de compost sobre la
micorrizacion. Esto pudo corroborarse al analizar las concentraciones de minerales
presentes en el extracto de compost en comparacion con las cantidades administradas
por la solucion de Hoagland (Tabla 8 Anexo), donde se observa que la cantidad de
minerales aportada por el extracto es inferior a lo aportado por la solucion. En este
sentido, no se observaron diferencias significativas en la 1% entre el tratamiento 3 (dil
1:50.000) y el tratamiento 4 (HMA sin extracto), coherente con la hipotesis de que los
minerales no serian el grupo de variables con mayor influencia sobre la simbiosis en
el disefio experimental realizado. Ver tabla en anexo: Elementos nutritivos presentes
en el extracto de compost.

En cuanto a los microorganismos presentes en el compost, de los resultados
obtenidos se deduce que no tuvieron un efecto sobre la micorrizacidon en si mismos
puesto que la micorrizacion se vio promovida en el tratamiento 1 (con
microorganismos) asi como también en el tratamiento 2 (filtrado, sin
microorganismos). Estos resultados sugieren que la micorrizacidon promovida por la
dilucion 1:500.000 del extracto de compost pareceria deberse a la presencia de
hormonas, factores de crecimiento u otros productos metabdlicos presentes en el
extracto producto de la actividad microbiana. Este grupo de variables ejercen sus
efectos en concentraciones muy bajas, normalmente alrededor de los picomoles
(Azcon-Bieto & Talén, 2008, Tays 2009). Esto podria explicar que no se vea promovida
la micorrizacion en el tratamiento 3 donde se utilizé una solucion 10 veces mas
concentrada de extracto.

El andlisis bioldgico del compost sélido indico la ausencia de microorganismos
potencialmente patdégenos y que su composicion bioldgica no estaba completa segun
los parametros establecidos por el laboratorio de LaEnmienda (Soil Food Web
School). Esto se debe a una alta proporcion de bacterias con respecto a la biomasa
fungica, lo que tiene un origen en la baja proporcién de materiales altos en carbono
utilizados durante la elaboracién del compost. Esto se vio reflejado en una baja
relacion C-N (10:1) en los resultados del analisis realizado por el Instituto de

Investigaciones en Ciencias Agrarias de Rosario (IICAR). Seria interesante pues
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evaluar el efecto de una dilucion, dentro del orden de 1:500.000, del extracto de
compost utilizando una enmienda solida de composicién biolégica completa ya que
cabe suponer que los efectos estimuladores sobre la micorrizacion podrian ser ain
mayores.

Los efectos de la micorrizacion no se vieron reflejados en determinados parametros
como en el peso de los plantines (Figura 16). Sin embargo, fue posible apreciar
diferencias en cuanto a las alturas a lo largo del tiempo (Figura 15). Aquellos
tratamientos que fueron regados con extracto de compost a una diluciéon de 1:500.000
(1 y 2) mostraron diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos
(3, 4 y 5). A su vez, los tratamientos 1 y 2 presentaron los mayores valores de
micorrizacion. La diferencia en las alturas de los plantines podria estar relacionada
con los valores de intensidad de micorrizacion (1%) obtenidos. Si bien, hallazgos
previos evidencianque las especies lefiosas suelen presentar valores relativamente
bajos en cuanto a los porcentajes de micorrizacion (Urcelay, 2018), las mejoras en
determinados parametros de crecimiento en plantulas producto de las HMA pueden
estar directamente relacionadas con los niveles de micorrizacién (Moreno Diaz, 1988).
Porlo dicho anteriormente, en el experimento realizado en este trabajo, los efectos de
la simbiosis en el crecimiento en etapas tempranas alcanzarian a observarse por
encimade un valor de 1%, en este caso 20% y podrian no tener incidencia sobre el
crecimientopor debajo del mismo.

Otra posibilidad, es que el efecto estimulatorio en la altura observado en los
tratamientos 1 y 2 se deba a un efecto propio de las biomoléculas presentes en el
extracto de compost y/o a un efecto sinérgico de las biomoléculas sobre la simbiosis
con HMA y el crecimiento de las plantas (es decir, que tanto células fungicas como
células vegetales fueron capaces de responder positivamente a la presencia de
biomoléculas). Si comparamos el tratamiento 3 (con extracto de compost), con
respecto al 4 (sin extracto), se observaron valores de intensidad de micorrizacion
similares y unmayor crecimiento en altura de los plantines del tratamiento 3, es decir,
la simbiosis no se vio promovida, lo que indicaria que el extracto estimuld el
crecimiento. Para poder discernir con mayor precision habria que repetir el
experimento agregando un tratamiento control utilizando el extracto de compost sin
micorrizas.

Asimismo, los hallazgos de la presente tesina concuerdan parcialmente con los
resultados de Sagadin et al., (2011) en donde se observaron efectos en el crecimiento
de plantines inoculados con HMA en condiciones de vivero. Resulta importante
destacar que los cultivos en macetas y en condiciones semi-controladas o condiciones
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de crecimiento 6ptimas podrian no comportarse de la misma manera que en el suelo,
en donde existen mayores probabilidades de situaciones de estrés bidticos y abioticos
para las plantas y en donde suponemos que los beneficios aportados por la simbiosis
cobran mas relevancia. Por lo antes dicho, podria ser interesante repetir el

experimento y analizar sus efectos en condiciones de campo.




6. CONCLUSION

Fue posible obtener suelo enriquecido en HMA a partir de suelo asociado a
gramineas presentes en un bosque nativo de M. cisplatensis. El sustrato enriquecido
que resultd de la técnica elegida fue capaz de asociarse simbidticamente a plantines de
la especielefiosa seleccionada para el trabajo: M. cisplatensis, corroborando la
hipotesis 1. La simbiosis fue estimulada por la aplicacién de una dilucién 1:500.000 de
extracto de compost independientemente de la presencia de microorganismos,
corroborando la hipétesis 2. A su vez, la mayor estimulacion en el crecimiento, medido
como altura en funcién del tiempo, se observé en los plantines regados con soluciones
de extracto de compost mas diluidas, independientemente de la presencia de
microorganismos (corroborando parcialmente la hipotesis 3). Estos resultados sugieren
fuertemente que el efecto estimulatorio del extracto de compost se debe a la presencia
de hormonas, factores de crecimiento y/u otros productos metabdlicos y no a la presencia

de microorganismos dentro del extracto.
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ANEXO

| ANALISIS BIOQUIMICO DEL COMPOST

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion bioldgica del compost sdlido (red trofica)

utilizado para la obtencidn del extracto de compost.

1. Datos de la muestra
Muestra 1
Tipo Vermicompost
Fecha de la toma 20/01/2022
Fecha de analisis 24/01/2022

2. Propiedades organolépticas
Color Marrén chocolate
Estructura Micro y macro agregados
Olor Suave
Humedad Media
Color de la Suspension Café diluido

3. Resultados Dilucién 10:1y 1000:1

Valor Unidad DS % DS COMENTARIOS
Bacterias 950 ug/g 441 46 Valores medios, correspondientes a estados de sucesion media. No se observaron patégenas
Actinobacterias 0,00 palg 0,00 0 No se observaron.
Hongos 145 valg 112 77 Valores medios, correspondientes a estados de sucesion media (4-6). Diametro promedio de
Diametro de hifas 3,40 um n/a n/a hifas satisfactorio. Gran cantidad de esporas observadas.
Ratio H:B 0,15 - n/a n/a Valores bajos correspondientes a estados de sucesion donde proliferan las malezas.
Protozoos totales 73.368 unid/g | 51.879 70 Se observaron amebas en buena diversidad. No se observaron flagelados. Valores
Proto- Amebas 73.368 unid./g 51.879 70 satisfactorios que aseguran el ciclo de nutrientes.
Flagelados 0 unid./g = 3
7008 2 =
Periudi Ciliados 0 unid./g
ciales- Qomicetos 9,70 palg 21,70 223 Se observaron. DS alta y precisién baja.
Nemat. Fitopatogenos 0 unid/g | n/a n/a
Nematodos Bacteriéfagos 0 unid./g nla nla No se observaron. Esto es perjudicial para el ciclo de nutrientes y la continuidad de la
Nematodos Fungivoros 0 unid.Jg nla nia | cadena tréfica.
Nematodos Depredadores 0 unid /g n/a n/a

Tabla 5. Elementos nutritivos presentes en la solucidn (extracto de compost) utilizado por unica
vez al inicio del experimento en comparacion con los elementos presentes en la solucidn
nutritiva baja en fosforo utilizada para el riego de los plantines durante el experimento.

MNutrientes

Ca

Co

Cu

Mg Se Zn

MarL

76B.867 4.939.195

707

25151 280.697 16.B5B.715

1436853 5202 1400 15287362 4050464 1202 10.889

Mg totales
aportados por
50 mlde L
extracto

0,0769

0,4939

0,0001

0,0025

00281 16855  0,1437 00005 00001 15287 04050 00001 0,0011

Mg tatales
aportados por
cada riego de
Hogland

0,025

14

0 0,00381

0,29 235 24 0,019 42422 00025 0624 0 0,014
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Tabla 6. Elementos potencialmente toxicos presentes en el extracto de compost.

Elementos potencialmente taxicos Al Az Ccr Hg Mi Fb
oL 112806 1129 6.469 BS& 1581 444
Mg totales

aportados por 0,01128 000011 000065 000009 0,00016 O0,00008
50 ml de

extracto

. SOLUCION DE HOGLAND

Tabla 7. Solucion nutritiva baja en fosforo expresada en gramos por litro.

Farmula de los

Concentracidn sn

compuestos uso gfL
Ca(N03)2-4H20 2086,5
(NH4)2 504 18
KMNO3 89,25
KCl 11,25
K2504 26,35
KNO3 12,5
KH2ZPO4 6,85
Mg504 30,1
Mn504-H20 0,1325
H3BO3 0,35
Cus04-5H20 0,0375
Zn304-FH20 0,15
Fe-EDTA 4,75
MbO4ANa2 0,0275

lIl.  FOTOS DE MEDICIONES DE LOS TRATAMIENTOS




Figura 16. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 1 al finalizar el experimento.

Figura 17. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 1, cosechadas a los 150 dias.
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Figura 18. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 2 al finalizar el experimento.

Figura 19. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 2, cosechadas a los 150 dias.
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Figura 21. Plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 3, cosechadas a los 150 dias
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Figura 22. Pldntulas de M. cisplatensis para el tratamiento 4 al finalizar el experimento.

Figura 23. Pldntulas de M. cisplatensis para el tratamiento 4, cosechadas a los 150 dias
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Figura 24. plantulas de M. cisplatensis para el tratamiento 5 al finalizar el
experimento

Figura 25. Pldntulas de M. cisplatensis para el tratamiento 5, cosechadas a los 150
dias.
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Figura 26. Individuo adulto de Myrcianthes cisplatensis en su hdbitat natural,
departamento de San Lorenzo, Santa Fe.
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Figura 27. Poblacion natural de Myrcianthes cisplatensis en el departamento de
San Lorenzo, Santa Fe.
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