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INTRODUCCION

Los pastizales constituyen el principal alimento del ganado en la region NEA. Las
especies predominantes en estos ecosistemas son gramineas megatérmicas (C4), lo
que condiciona la produccién animal por su marcada estacionalidad y su baja calidad
nutricional. Una alternativa para mejorar la calidad forrajera seria incorporar especies
forrajeras cultivadas al tapiz. Esta practica muchas veces se ve condicionada por la baja
fertilidad de los suelos de la regién, particularmente por la baja disponibilidad de fésforo
(P). Existen numerosos antecedentes que indican que la simbiosis con hongos
micorriticos arbusculares (HMA) puede incrementar la capacidad de las plantas de
absorber fosforo (Koide, 1991; Smith y Read, 1997), lo cual podria ayudar a la
implantacibn de especies forrajeras, especialmente leguminosas templadas, e
incrementar la produccién de biomasa o la concentracion de P en los tejidos, mejorando

la oferta y la calidad del forraje.

El término micorriza se debe al botanico aleman A. B. Frank que, en 1885, lo utilizé para
describir la existencia de raices de plantas vasculares que estaban infectadas con
hongos. Las micorrizas actualmente se definen como asociaciones simbidticas
mutualistas entre HMA y raices de plantas superiores (Alvear Lizama, 2001). Los HMA
son seres vivos heterétrofos y por lo tanto, se benefician con los hidratos de carbonos
sintetizados por la planta y a su vez estos toman y transfieren nutrientes del suelo a la
raiz, principalmente fosforo y nitrégeno. Ademds, le proveen protecciébn contra
patégenos y condiciones hidricas desfavorables (Smith y Read, 2008). Los HMA se
caracterizan por el desarrollo de hifas inter e intracelulares, arbusculos, que son
considerados el sitio funcional de intercambio de nutriente, y algunas especies también
desarrollan vesiculas dentro de las raices. En el suelo pueden encontrarse distintos tipos
de propagulos: esporas, hifas o fragmentos de raices colonizadas. El tamafio y la
distribucion de la poblacion fungica del suelo estéa relacionada con la cantidad y calidad
de la materia organica aportada y los métodos de manejo del suelo empleados. Los
HMA se ven afectados por determinados factores edéficos fisico-quimicos como: Oa.,
CO.., temperatura, humedad, pH, fuentes de nutrientes y su disponibilidad, y efectos
fungistéticos del suelo, entre otros. El micelio externo de los hongos arbusculares que
emerge del sistema radical puede adquirir nutrientes de zonas del suelo que son
inaccesibles para las raices (Smith et al., 2000). Ademas, las hifas fungicas son mucho
més delgadas que las raices y, por lo tanto, pueden penetrar en poros mas pequefios
(Allen, 2011). Dentro de los beneficios de las micorrizas estan: producir antibiéticos,

mejorar la disponibilidad de fésforo y absorber exudados de la raiz, mejorando el



desarrollo de la planta a bajo costo. También hay antecedentes que indican que se
puede incrementar la nutricién nitrogenada al establecerse una relacion sinérgica con
las bacterias fijadoras de N en el caso de las leguminosas, aunque para ello seria
necesario asegurar una cierta disponibilidad de P en el suelo (Hack et al., 2019).

Si bien en el suelo se encuentran HMA, la inoculacién con biofertilizantes comerciales
que contienen estos hongos podria ser una alternativa rentable para mejorar la
produccion y calidad de especies cultivadas en la region. En cualquier caso, para poder
evaluar el efecto de los HMA en las plantas, es necesario determinar la presencia de
estructuras micorricicas en las raices y cuantificar el grado de colonizacién. En este
trabajo se realizaron observaciones microscopicas de las raices de dos especies
forrajeras que se utilizan en el NEA, Melilotus alba Med. (trébol de olor blanco) y
Brachiaria bizantha. M. alba se cultiva en Argentina como melifera y forrajera,
ofreciendo forraje de calidad proteica y volumen durante el invierno y la entrada de la
primavera. Si bien presenta baja palatabilidad por la presencia de cumarina, luego de
un periodo de acostumbramiento, es pastoreada sin inconveniente por el ganado. Se
utiliza principalmente en pastoreo directo, pudiendo sembrarse pura, asociada a
gramineas cultivadas o intersembrada en campo natural. Se desarrolla tanto en suelos
francos como en aquellos arenosos o pesados (Ferrari y Maddaloni, 2001). B. brizantha
es una graminea, de ciclo estival. Se destaca por las buenas cualidades de adaptacion
y persistencia en suelos con limitantes, como suelos acidos, de mediana y baja fertilidad;
por su eficiente crecimiento y perdurabilidad; por sus altas producciones de biomasa de

buena calidad y alto grado de aceptacion por los animales (Olivera et al., 2006).
Objetivo general:

v' Adquirir experiencia en la tincion de raices y observacion microscopica de

hongos micorricicos arbusculares en especies forrajeras.
Objetivos especificos:
v' Determinar la infeccion de hongos micorricicos en raices de Mellilotus alba y

Brachiaria brizantha inoculadas con micorrizas arbusculares.

v Identificar el grado de colonizacion micorricica y el tipo de estructuras flngicas

presentes en las raices.



Descripcion de las tareas desarrolladas

El procedimiento se realizd en el Instituto Agrotécnico “Pedro M. Fuentes Godo”,
Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE (Resistencia, Chaco). Las raices con la que se
trabajé se obtuvieron de un ensayo de M. alba y B. brizantha que fueron inoculadas con
biofertilizantes que contenian micorrizas arbusculares. El suelo donde se realiz6 el
ensayo era proveniente de la localidad de Santa Ana, Corrientes. El mismo es arenoso,

con bajo contenido de P y no fue esterilizado para la realizacién del ensayo.

El procedimiento de tincidén de raices y observacion de estructuras fungicas se realiz6
sobre 24 muestras de raices de M. alba y 23 muestras de B. brizantha. A su vez se

realizaron dos repeticiones de cada una.

Preparacion de las raices

Una vez separada la parte aérea, las raices se lavaron con agua corriente, eliminando

todos los restos de suelo (Fig. 1),

Fig. 1: Procedimiento de lavado de raices de M. alba



Tincion de las raices

Una vez que las raices de cada muestra estuvieron preparadas, se llevo a cabo la tincion

de las mismas con la técnica reportada por Phillips y Hayman (1970) modificada (Cossoli

et al., 2023), para el reconocimiento de estructuras fungicas.

Se realizaron los siguientes pasos:

a)

d)

Aclarado de las raices: las raices limpias se colocaron en frascos de plastico,
adecuadamente rotulados y se sumergieron en hidroxido de potasio (KOH) al
10%. Se las dejo reposar durante 24 horas. Con el transcurrir del tiempo, el KOH
se tornd amarillento hasta tomar un color café (Figura 2, A).

Luego se enjuagaron las raices con agua corriente (tres veces) para eliminar el
KOH. Se incorporé agua oxigenada hasta cubrir las raices, se dejo reposar
durante 15 minutos y luego se lavaron nuevamente.

Incorporacion de acido clorhidrico (HCI 0,1N): las raices se dejaron durante 10
minutos cubiertas con HCI 0,1 N y luego se descart6 el HCI sin necesidad de
enjuagar.

Tincion de las raices: Por ultimo, se Incorporé acido lactico al 5% hasta que
quedaron sumergidas. Para la tincion se incorpord de a gotas el colorante azul
de tripan (al 0,05% en ac. Lactico), hasta que el liquido quedd6 con color azul
cristalino (Figura 2 B). Cabe aclarar que el colorante se agrega de a poco debido
a que, si las raices quedan muy oscuras, se torna dificil visualizar las estructuras
en el microscopio. Pasado un tiempo, el colorante ingresé a las raices, que
quedaron tefiidas con una coloracion azul. Una vez completado el
procedimiento, las raices se conservaron en la misma solucion hasta su

observacion.



Fig. 2. Proceso de tincién de las raices para la observacion microscoépica de
estructuras fungicas. A) KOH tornandose de color amarillento; B) Incorporacion de
gotas de azul de tripan; C) Raices sumergidas en acido lactico luego de su decoloracion

y tincion con azul de tripan.
Cuantificacién de la colonizaciéon micorricica de las raices

Una vez finalizados los pasos anteriores se realizd la observacion microscépica
siguiendo la técnica descripta por Giovannetti y Mosse (1980), con algunas
modificaciones incorporadas por el equipo de la Catedra de Microbiologia Agricola de la
FCA-UNNE.

Para cada muestra se montaron en un portaobjetos 10 segmentos de raices tefiidas que
se taparon con un cubreobjetos, el mismo fue presionado firmemente para facilitar su
observacion (Fig. 3). Las observaciones de los preparados se realizaron con el objetivo
de 40x del microscopio oOptico (Fig. 4). Se realiz6 un recorrido de las raicillas en busca
de estructuras fungicas (hifas, vesiculas y arbuasculos) que indican que hay colonizacién
micorricica (Fig. 5). Se registraron cinco campos visuales de forma vertical por cada
fragmento de raiz, dando un total de 50 puntos de observacion en cada repeticion. Este



procedimiento se realizé dos veces por cada muestra. Es decir que en total se realizaron

100 observaciones en cada una, con un total de 2400 observaciones para M. alba y
2300 para B. brizantha.

Fig. 3: A) Raices tefiidas, listas para su observacién. B) Extraccién de raicillas con

pinza histolégica; C) Montaje de las raices para la observacion microscopica.



Fig. 5: estructuras fungicas observadas con microscopio electrénico, con el objetivo 40x.

ay e: vesiculas, b y c: arbusculos, d y f: hifas.

Los resultados de las observaciones se registraron en una planilla, luego se analizaron
para determinar el porcentaje de micorrizacién promedio para cada especie. Para ello

se tuvo en cuenta el nUmero de observaciones con estructuras flngicas, en relacion al



total de observaciones realizadas. Se tomo6 en cuenta también el tipo de estructuras

observadas en cada caso (hifas, vesiculas o arbusculos).
Resultados obtenidos

En la figura 6 se observa el porcentaje de colonizacion en Brachiaria brizantha. Del

porcentaje total se considera cuanto corresponde a hifas, vesiculas y arbusculos.
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Fig. 6. Porcentaje de colonizacién micorricica en raices de Brachiaria brizantha.

En B. brizantha se puedo observar la presencia de estructuras flingicas en el 35% de
las observaciones, siendo predominantes las hifas por su presencia (casi el 83% de los
positivos) y en segundo lugar las vesiculas (17%). En esta especie practicamente no se
observaron arbusculos, los que solo estuvieron presentes en un 0,04% de las
observaciones, lo que representa el 0,22% de las estructuras flngicas (Fig 6). Cabe
destacar que en B. brizantha hubo mayor porcentaje de colonizacion que en M. alba, en

la cual se registré un 29% de colonizacién micorricica en las raices.
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Fig. 7. Porcentaje de colonizacién micorricica en raices de Melilotus alba (Ma)

En esta especie también se observaron las tres estructuras fungicas, siendo mayor el
porcentaje de hifas, que se observaron en el 27,5% de los fragmentos radicales
analizados, lo que en este caso representd el 93,83% del total de observaciones
positivas (Fig. 7). En comparacién a B. brizantha hubo una mayor cantidad de
arbusculos, que en este caso estuvieron presentes en 0,67% de los fragmentos (2,46%
de las estructuras observadas). El hecho de que haya mayor presencia de arbusculos
resulta de interés ya que éstos son los principales sitios de intercambio de nutrientes
entre la planta hospedadora y el hongo (Gianinazzi et al., 1979). Los arbusculos se
forman dentro de las células corticales poco después de la penetracién alaraiz (2 a5
dias). El contacto entre el arbusculo y el citoplasma celular no es directo, sino que se
encuentra separado a través de una membrana periarbuscular que deriva de la planta
(Parniske, 2008). La formacion de los arbusculos aumenta la actividad metabdlica de la
célula huésped, lo que se debe principalmente a la transferencia bidireccional de
metabolitos y nutrientes El proceso de formacion y degeneracion de los arbusculos
ocurre simultdneamente en la raiz, y a menudo se observan todas las etapas del ciclo.
También son muy importantes las vesiculas que son estructuras de gruesas paredes
que se desarrollan en extremos de hifas inter o intracelularmente, se encuentran en
general en las capas superficiales de la raiz y funcionan como o6rganos de
almacenamiento de lipidos, lo que insume un gran gasto de energia en la simbiosis,
entonces la presencia de las mismas podria indicar que la planta no esta sufriendo
ningun tipo de estrés. Por Ultimo. las estructuras que mas estuvieron presentes en
ambas especies fueron las hifas, que después de la infeccion primaria y durante la

primera fase de la propagacion en la raiz, crecen desde la raiz hacia la rizosfera. Esta



parte externa del micelio es importante, ya que lleva a cabo la absorcion de nutrientes
de la solucién del suelo y los transporta hacia la raiz. La red de micelio consiste en hifas
principales de 5 a 20 um de diametro que pueden ramificarse dicotomicamente, e hifas
secundarias mas finas de 1 a 5 um de diametro. El crecimiento del micelio externo puede
estar influenciado por diferentes factores bioticos y abiéticos del suelo. Otro aspecto a
tener en cuenta es que los HMA forman esporas a partir de las hifas del micelio externo
Yy que estas esporas son las que aseguran la supervivencia del hongo en el suelo
(Saparrat, et at.,2020). Otra caracteristica de las hifas es que, debido a su forma de
crecimiento, favorecen la formacion o union de los agregados del suelo, y la relativa
persistencia de las mismas y sus productos (glomalina, etc.), hacen a los HMA
importantes estabilizadores de los agregados a largo plazo.

Arbusculo
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Fig. 8. estructuras fangicas visualizadas en Melilotus alba .



Fig. .9. estructuras flngicas visualizadas en Brachiaria brizantha.

Comentarios finales

Con la técnica de tincién y de observacion microscopica pude observar las diferentes
estructuras de los hongos para determinar asi la colonizacion en las dos especies
forrajeras analizadas. Es importante tener en cuenta los HMA ya que constituyen la base
de algunos biofertilizantes cada vez mas utilizados en las préacticas agricolas a nivel
mundial, en los ultimos afios se esta incrementando exponencialmente la importancia
de estos tipos de microorganismos en las explotaciones agricolas, lo que esta
transformando de forma radical la industria de los fertilizantes, con una sustituciéon muy
importante de los productos quimicos por productos bioldégicos basados en
microorganismos.

Personalmente, al realizar las tareas del laboratorio y transitar todas las instancias,
desde el lavado de raices, la tincion de las mismas hasta llegar a la observacion en
microscopio, adquiri destreza en la preparacion y acondicionamiento de las muestras,
entendi que es un trabajo que requiere de mucha precision y dedicacion, y sobre todo
mucho tiempo en el microscopio. Aprendi a manipular las raicillas que son muy
delicadas y los materiales para realizar los preparados. Ademas, aprendi a volcar todos
los datos en planillas y luego utilizar herramientas como Excel e InfoStat, que me
permitieron resumir gran cantidad de datos en solo un cuadro y poder analizarlos y
comprenderlos. También al transitar la etapa de la escritura, tanto del proyecto como



del informe final, aprendi nuevas formas de buscar y utilizar en la redaccién bibliografia

cientifica referente al tema trabajado.

Puedo decir que fue una experiencia enriqguecedora, positiva y de aprendizaje

permanente, donde pude integrar conceptos tedricos con la practica profesional.
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