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Colonizacion temprana de hongos micorricicos
arbusculares en trigo con aplicacion de productos naturales
en un Andisol de La Araucania

Effect on early colonization of arbuscular mycorrhizal fungi in wheat with
application of natural products in Andisol of Araucania Region

Claudia Castillo"%*, Daniza Morales', Francisco Fuentealba', Victor San Martin'

RESUMEN

En un suelo serie Vilctin de la Region de La Araucania se establecid un ensayo de rotacion trigo (Triticum aestivum L.) variedad
Crac-Baer usando como precultivo raps (Brassica napus L.). El objetivo del estudio fue determinar en condiciones de campo, el
efecto de la aplicacion de tres productos naturales (PN): Fosfobio (bacterias solubilizadoras de fosfatos); Myconate (formononetina)
y Natural Green (carbonato de calcio) a las semillas del cereal. A los 44 dias después de la siembra (DDS), 63 DDS y 77 DDS se
evaluaron la micorrizacién temprana en las raices de las plantas cuantificando los puntos de entrada (PE) del hongo, frecuencia e
intensidad micorricica y biomasa de raiz colonizada (BRC) junto con parametros de la planta. El disefio correspondi6 a un cuadrado
latino con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones, con unidades experimentales de 12 m2. A los 44 DDS, con la aplicacién de
Myconate aumentaron los PE y frecuencia de colonizacién, mientras a los 63 DDS y 77 DDS, aument6 la intensidad micorricica
con la aplicacion de Natural Green y Fosfobio, respectivamente. Este PN también a los 77 DDS, increment6 en forma significativa
la BRC, sobre los otros PN. De los resultados, se concluye que existe un efecto beneficioso de la micorrizacion HMA en trigo por
la aplicacién de estos PN. Finalmente, estos estudios resultan pioneros en el tema de la sustentabilidad de los agroecosistemas,
ayudando a dilucidar las relaciones que se establecen entre los microorganismos benéficos de la rizésfera.
Palabras clave: porcentaje de frecuencia micorricica, intensidad micorricica, biomasa de raiz colonizada.

ABSTRACT

In a Vilciin series soil of La Araucania Region was established a crop rotation wheat (Triticum aestivum L.) variety Crac-Baer
using raps as preculture (Brassica napus L.).The aim of the study was to determine under field conditions, the effect on the appli-
cation of three natural products (NP): Fosfobio (phosphate solubilizing bacteria); Myconate (formononetin) and Natural Green
(calcium carbonate). At 44 days after sowing (DAS), 63 DAS and 77 DAS, plant parameters and early mycorrhizal parameters
as entry points (EP), frequency (%F), intensity (%M), and colonized root biomass (BRC) were evaluated. The experimental de-
sign was a Latin square with four replicates per treatment corresponded to 16 units of 12 m?. At 44 DAS, the results show that
early colonization with application of Myconate, the EP and %F increased compared to control. With the application of PN, it
increased mycorrhizal intensity, at 63 DAS increase with the application of Natural Green, whilst at 77 DAS, was highest with
Fosfobio, compared to control. Also, this PN, at 77 DAS, significantly increased the BRC, over the rest of PN. From the results,
it is concluded that there is a beneficial effect of mycorrhization HMA in wheat due to the application of these PN. Finally, these
studies are pioneers in the field of sustainability in agroecosystems helping to elucidate the relationships established between the
beneficial microorganisms in the rhizosphere.
Key words: frequency mycorrhization percentage, mycorrhization intensity, colonized root biomass.
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(Larrain y Olfos, 2013). La productividad triguera
nacional se sustenta en el empleo de variedades de
alto potencial de rendimiento, que requieren un uso
intensivo de insumos como fertilizantes, enmiendas
calcdreas y pesticidas (Fundacién Chile, 2005).
Como consecuencia de la fertilizacion se afectan los
procesos biolégicos, que involucran las poblaciones
de microorganismos benéficos que habitan la rizésfera
de los agroecosistemas causando un deterioro
constante de los suelos (Lépez et al., 2007). Como
alternativa se estan utilizando biofertilizantes y
bioestimuladores microbianos, que constituyen
un medio ecolégicamente aceptable para reducir
insumos externos y mejorar la cantidad y calidad de
los recursos internos. Asi, al utilizar microorganismos
seleccionados, se aporta a los cultivos nitrégeno
(N) fijado de la atmésfera, fésforo (P) disponible a
partir de formas escasamente solubles en el suelo y
sustancias fisiolégicamente activas que al interactuar
con la planta, desencadenan una mayor actividad
del metabolismo vegetal (Chaturvedi, 2006).
Entre los microorganismos rizosféricos benéficos
se encuentran los hongos micorricicos arbusculares
(HMA), que constituyen una de las asociaciones
simbidticas mutualisticas mds importantes de la
naturaleza. La asociacion se establece entre las
raices de aproximadamente el 80% de las plantas
terrestres y hongos pertenecientes al phylum
Glomeromycota, que tienen una amplia distribucién
en el planeta (Smith y Read, 2008). Los HMA actiian
como un complemento de la raiz en la captacién
de nutrientes, especialmente P y N (Colozzi Filho
y Cardoso, 2000), debido al micelio extrarradical
que permite la exploracién de un mayor volumen de
suelo (Clark y Zeto, 2000). Sin embargo, no todas
las asociaciones entre HMA-planta son compatibles,
pudiendo beneficiarse en mayor grado un hospedero
y a su vez el hongo adaptarse a distintas condiciones
edafoclimaticas, evidenciando marcadas diferencias,
no solo estructurales, sino también funcionales
entre especies, e incluso morfotipos de una misma
especie (Linderman y Davis, 2004). Asi, Gavito
y Miller (1998) informaron una disminucién en
la colonizacién fingica de un cultivo hospedero,
al incluir en la rotacién un cultivo cabecera no
hospedero, en comparacién con rotaciones que
incluyen plantas antecesoras micotrdficas (Castillo
et al., 2006). Al considerar la importancia que tiene
la colonizacién HMA temprana en la absorcién de
P, esta disminucién en la micorrizacién producida
por un precultivo no hospedero, podria afectar

la produccidén del cultivo siguiente, a través de
cambios en el potencial de indculo del suelo y la
consecuente colonizacién (Gavito y Miller, 1998;
Castillo et al., 2008).

Por otra parte, los HMA pueden estimularse
por otros microorganismos o productos naturales
presentes en la rizdsfera, acelerando la colonizacién
de las raices (Siqueira et al., 2002). Los flavonoides
como formononetina estimulan la colonizacién
fungica (Siqueira et al., 1991) y bacterias de vida
libre, pueden liberar iones fosfato que captan las
hifas HMA para la planta hospedera (Bonfante
y Anca, 2009). Estos mecanismos alternativos
que ocurren en la rizésfera pueden estimular el
desarrollo radicular, causando en las raices una
mayor susceptibilidad a la colonizacién HMA y
mejorando el reconocimiento entre la raiz y los
hongos (Sarabia et al., 2010).

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue estudiar en una rotacién raps-trigo
establecida en campo en un Andisol de la Regi6én
de La Araucania, el efecto de la aplicacion de
tres productos naturales comerciales (Myconate,
Fosfobio y Natural Green) sobre la micorrizacién
temprana por HMA.

Materiales y Métodos

En julio de 2012 se estableci6 el ensayo en
la localidad de Vilcin, Regién de La Araucania
(38°39’ 1at. Sur; 72°03° long. Oeste); el afio anterior
el terreno fue sembrado con raps, un no hospedero
micorricico. La cosecha final se realiz6 en febrero de
2013, alos 111 dias después de la siembra (DDS).
Durante el desarrollo del ensayo, con la finalidad
de cuantificar la colonizacion HMA temprana del
trigo se realizaron tres muestreos de plantas, a los
44DDS (2 1.2),63DDS (22.2)y 77 DDS (Z22.3)
(Zadoks, 1974).

El cereal utilizado fue trigo variedad Crac-
Baer en una dosis de 200 kg ha~!. La fertilizacién
se realiz6 en forma parcializada, con una primera
aplicacion (a la siembra) de 333 kg de mezcla
7:27:8:6(S):14(Ca) ha™! y otras dos aplicaciones
cada 2 meses, con salitre potdsico (equivalente a
50 kg N ha™).

El disefio experimental correspondié a un
cuadrado latino con cuatro repeticiones y cuatro
tratamientos: a) un control (C) sin aplicacién de
producto natural (PN); b) Fosfobio (F) (100 mL
ha!), PN que contiene bacterias solubilizadoras
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de fosfato (Azotobacter sp., Bacillus megaterium
de Bary y Bacillus polymyxa); c) Myconate (M)
(100 g ha™"), PN que tiene como ingrediente activo
formononetina, y d) Natural Green (N) (2,5 kg
ha™!), PN que contiene principalmente carbonato
de calcio. Las unidades experimentales fueron 16,
presentando cada parcela una dimensién de 4 x 3 m.

La colonizacién HMA en las raices del trigo
se cuantific6 por el nimero de puntos de entrada
(PE), el porcentaje de frecuencia de micorrizacién
(%F) y la intensidad de micorrizacién (%M) segtin
metodologia propuesta por Trouvelot et al. (1986)
y la biomasa de raiz colonizada (BRC) de acuerdo
con Castillo et al. (2008).

Desde cada parcela experimental, a los 44
DDS, 63 DDS y 77 DDS, se cosecharon al azar
cinco plantas de trigo. En cada una se cort6 la parte
adrea y se separaron las raices que se lavaron con
abundante agua y se tifieron con una solucién de
azul de tripan 0,05% p/v (Phillips y Hayman, 1970).
Para cuantificar los pardmetros de micorrizacién
HMA, se colocaron en un portaobjeto 10 trozos
de raices, que se observaron bajo un microscopio
contabilizando el nimero de PE, de acuerdo con
las hifas que formaron un apresorio sobre la corteza
y el %F y %M, se determind por la presencia de
estructuras fingicas usando categorias de 1 a 5
(Trouvelot et al., 1986).

Analisis estadistico

Para cada parametro se verificé normalidad
y homogeneidad, seguido de un andlisis de
varianza utilizando ANDEVA de una via y el test
de comparaciéon multiple de Tukey (p < 0,05).
Los valores de frecuencia e intensidad fueron
transformados por el arco seno de la raiz cuadrada
del porcentaje para normalizar su distribucién.
Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6
el software SPSS para Windows versién 20.0.

Resultados y Discusion

A los 44 DDS, el mayor nimero de PE de
los HMA en las raices de trigo se obtuvo con el
tratamiento adicionado con Myconate, presentando
diferencias significativas en relacién a los otros dos
PN y con el control. Estos resultados muestran el
efecto beneficioso de Myconate en los primeros
estadios de desarrollo del cultivo. La adicién de
Natural Green también aumenté significativamente

los PE en comparacién con el control, pero en menor
magnitud que Myconate (Figura 1). A los 63 DDS
no se observaron diferencias entre los distintos
tratamientos y tardiamente a los 77 DDS, en el
control aumentaron significativamente los PE con
respecto a los otros tratamientos adicionados con
PN, donde la micorrizacion estaba méas avanzada. En
relacién con la formononetina, principal componente
de Myconate, Siqueira et al. (1991) informaron que
actda como inductor en la formacién de apresorios,
aumentando la densidad de PE de los HMA en la
raiz y facilitando la interaccién hongo-planta, lo que
influye en el desarrollo de las micorrizas.

Alos 44 DDS, en la frecuencia de micorrizacion
(%F) de las raices del trigo se observaron diferencias
entre Myconate sobre Fosfobio (Figura 2) mientras
que, a los 77 DDS, significativas frecuencias de
micorrizacion se alcanzaron con Fosfobio y el control.
Los resultados muestran que la formononetina
estimula la colonizacién HMA temprana durante
las primeras etapas de desarrollo del cultivo. Por
el contrario, Fosfobio estimul6 la frecuencia de
micorrizacion en el dltimo muestreo, a los 77 DDS.
Segtn Linderman (1997), las rizobacterias tendrian
un efecto estimulante sobre el crecimiento de HMA,
lo que concuerda con lo informado por Sarabia
et al. (2010) sobre la estimulacién que ejercerian
los microorganismos en el desarrollo radicular,
es decir, una mayor susceptibilidad de la raiz a la
colonizacién por HMA y la mejora del proceso de
reconocimiento entre la raiz y los hongos.
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Figura 1. Puntos de entrada de hongos micorricicos arbusculares
en raices de 7. aestivum variedad Crac-Baer, a los 44 DDS,
63 DDS y 77 DDS, con aplicacién de tres PN comerciales
(C = Control, F = Fosfobio, M = Myconate, N = Natural Green).
En cada tiempo, barras seguidas con distinta letra indican dife-
rencias significativas segtin test de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2. Frecuencia de micorrizacion HMA en raices de 7.
aestivum variedad Crac-Baer, a los 44 DDS, 63 DDS y 77
DDS, con aplicacién de tres PN comerciales (C= Control,
F = Fosfobio, M = Myconate, N = Natural Green). En cada
tiempo, barras seguidas con distinta letra indican diferencias
significativas segtin test de Tukey (p < 0,05).

En relacion con la intensidad de colonizacién
(%M) en la raices de trigo (Figura 3) alos 63 DDS,
se encontraron diferencias significativas entre Natural
Green sobre Fosfobio. A los 77 DDS, la intensidad
de colonizacién con Fosfobio incrementé en un 58%
sobre el tratamiento adicionado con Myconate y en
un 57% sobre Natural Green. Estudios realizados
por McGonigle y Miller (1993) encontraron que
la colonizacién HMA del trigo sigue una curva
sigmoidal, comenzando con una fase de latencia
corta que fluctda entre los 15 DDS y 19 DDS,
seguida por un crecimiento de la colonizacién

que alcanza su maximo a los 50 DDS, para luego
disminuir linealmente. Una tendencia similar a la
observada en los dos primeros muestreos.

A los 44 DDS, la BRC en el trigo, presentd
diferencias entre el tratamiento con Natural Green
sobre Fosfobio (Figura 4). A los 77 DDS fue
significativamente mayor en el control y el tratamiento
con Fosfobio. En general, a través del tiempo, se
observa una curva ascendente en la BRC, resultados
que concuerdan con los informados por Castillo
et al. (2012) trabajando con distintos hospederos
que incluyeron al 7 aestivum, con notable aumento
de la biomasa a los 30 DDS y 45 DDS.

Alos 44 DDS, con el tratamiento adicionado de
Fosfobio, se obtuvieron las plantas de 7. aestivum
var. Crac-Baer de mayor altura (Figura 5). A los 63
DDS, entre PN, Myconate mostr6 un incremento de
16%, en comparacion con Natural Green, mientras
alos 77 DDS se observaron diferencias de 21% en
altura entre las plantas tratadas con Fosfobio y el
control. Segin Sarabia et al. (2010) la simbiosis
micorricica facilita la captacién de P, influyendo
también directa o indirectamente en la absorciéon
de otros iones minerales que promueven un mayor
crecimiento de las plantas especialmente en suelos
de baja disponibilidad.

En relacién a la longitud radical no se observaron
diferencias significativas entre PN con el control.
Segin Berta et al. (1993) uno de los efectos
beneficiosos de los HMA consiste en incrementar
la proporcién de raices secundarias con respecto
a las primarias; asi, en un sistema de raices fino y
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Figura 3. Intensidad de colonizacion HMA en T. aestivum
variedad Crac-Baer, a los 44 DDS, 63 DDS y 77 DDS con
aplicacion de tres PN comerciales (C= control, F = Fosfobio,
M = Myconate, N = Natural Green). En cada tiempo, barras
seguidas con distinta letra indican diferencias significativas
segtn test de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4. Biomasa de raiz colonizada en T. aestivum variedad
Crac-Baer, a los 44 DDS, 63 DDS y 77 DDS, con aplica-
cion de tres PN comerciales (C= Control, F = Fosfobio,
M = Myconate, N = Natural Green). En cada tiempo, barras
con distinta letra indican diferencias significativas segun test
de Tukey (p < 0,05).
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Figura 5. Altura de planta en T aestivum variedad Crac-Baer,
a los 44 DDS, 63 DDS y 77 DDS, con aplicacién de tres
PN comerciales (C= Control, F = Fosfobio, M = Myconate,
N = Natural Green). En cada tiempo, barras seguidas de
distinta letra indican diferencias significativas segin test
de Tukey (p < 0,05).

elongado la absorcién de nutrientes resulta ser mas
efectiva (McCully, 1999). Aligual que en la longitud
radical, también en el peso seco aéreo (PSA) no
se observaron diferencias entre los tratamientos
adicionados con PN y el control.

En relacién al peso seco de la raiz (PSR),
a los 63 DDS, el tratamiento con Myconate
presentd un peso significativamente mayor que
Natural Green y el control mientras que, a los
77 DDS, el mayor peso de raiz correspondi6 al
control (Figura 6). En estudios realizados con 10
cultivares de trigo, Borie et al. (1998) observaron
que los HMA resultaron beneficiosos para la
formacién de materia seca.

En este trabajo en campo, el potencial fingico
podria encontrarse exacerbado por la presencia de
malezas hospederas que acompafiaron al cultivo
(Castillo et al., 2008). Por otra parte, el efecto que
tendrian los PN en la micorrizacién temprana del
trigo al usar como precultivo un no hospedero,
establecido en un suelo tipico de la regidn,
resultan ser un estudio pionero en el tema de la
sustentabilidad de los agroecosistemas que ayudan
a dilucidar las relaciones que se establecen entre
los microorganismos benéficos de la rizsfera. Sin
embargo, surgen algunas interrogantes, como lo que
sucederfa en la micorrizacién temprana del trigo,
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Figura 6. Peso seco radical de T. aestivum variedad Crac-Baer,
a los 44 DDS, 63 DDS y 77 DDS, con aplicacién de tres
PN comerciales (C = Control, F = Fosfobio, M = Myconate,
N =Natural Green). En cada tiempo, barras seguidas de distinta letra
indican diferencias significativas segtn test de Tukey (p < 0,05).

al usar otros PN o rotaciones de cultivos s6lo con
hospederos micorricicos.

Conclusiones

A los 44 DDS, en la rotacién en campo raps-
trigo, la aplicaciéon de Myconate a la semilla de
trigo variedad Crac-Baer, benefici6 la colonizacién
temprana de hongos micorricicos arbusculares,
medida por un mayor nimero de puntos de entrada
y frecuencia de micorrizacidén, en relacién con el
control.

Con la adicién de PN al cultivo de trigo se
obtuvieron en las raices distintas intensidades de
colonizacién. La mayor intensidad se alcanzé con
Natural Green a los 63 DDS y con Fosfobio a los
77 DDS.

A los 77 DDS, con la aplicacién de Fosfobio
al trigo, la biomasa de raiz colonizada aumenté
significativamente en relacién con los otros
tratamientos.
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