“Efecto alelopatico de residuos de rizomas de
Sorghum halepense (L.) Pers. sobre la micorrizacion,
produccion de materia seca y aceites esenciales de

plantas de Mentha x piperita L.”

Tesis presentada para optar al titulo de
Magister Scientiae en Proteccion Vegetal

Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales

Universidad Nacional de la Plata

Ing. Agr. Maria Cecilia Arango

DIRECTOR
Ing. Agr. José Beltrano
CO-DIRECTOR
Ing. Agr. Jorge A. Ringuelet



Jurado de Tesis

Lic. Dra. Marta Noemi Cabello
(Fac. Cs. Nat. Museo UNLP)

Ing. Agr. Claudio Marco Ghersa
(Universidad Nacional de Buenos Aires)

Dr (MSc) Ing. Agr. Horacio Abel Acciaresi
(EEA INTA Pergamino)

Fecha de defensa de la tesis

11 de diciembre de 2015



Agradecimientos

Agradezco a la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la UNLP por haberme
otorgado una beca para la realizacion de los cursos de la Maestria y poder obtener mi
formacion de postgrado.

A las autoridades del Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE-CONICET-UNLP) y del
laboratorio del Curso de Bioquimica y Fitoquimica por facilitarme sus instalaciones
para el desarrollo de este trabajo de investigacion.

Quisiera expresar mi mas sincero agradecimiento a las personas que hicieron posible la
realizacion de este trabajo:

- A mi director, el Ing. Agr. Jos¢ Beltrano, por transmitirme sus conocimientos y
experiencias y por su paciencia, estimulo y confianza tanto en el aspecto laboral como
humano.

- A mi Co-director el Ing. Agr. Jorge Ringuelet por su ayuda incondicional y calidez
humana.

- A la Ing. Forestal Marcela Ruscitti por las horas de trabajo compartidas, y por su
amistad.

- Al personal del INFIVE, técnicos, no docentes, especialmente a Marta Ronco, Daniel
Giménez, Alejandra Carbone, por sus palabras de aliento, a Laura Wahnan y Olga
Peluso por su colaboracion en las tareas de laboratorio y su compaferismo, generando
un clima de trabajo distendido.

- A mis compaiieros del Curso de Bioquimica y Fitoquimica, Cynthia Henning, Mariel
Yordaz y Sonia Vifia por su compaiiia, comprension y carifio.

- Al jurado de mi tesis, Dra. Marta Cabello, Ing. Agr. Claudio Ghersa y el Dr. Horacio
Acciaresi, quienes amablemente participaron con su experiencia y conocimientos en la
revision de esta tesis, agradezco sus comentarios y sugerencias para mejorar la version
final del manuscrito.

- A mis padres que siempre me alentaron con carifio para que pudiera seguir estudiando.
- A Gustavo por su compafia y respeto por mi trabajo.
- A mis hijos Rocio y Marcos por ser la razoén de mi existencia.

- A todos aquellos que de alguna manera colaboraron y me apoyaron en la culminacion
de este proyecto,

Muchas gracias!



Publicaciones derivadas de la Tesis

- Arango, MC; M. Ruscitti, M. Ronco and José Beltrano. Influencia de residuos de
rizomas de sorgo de Alepo (Sorghum halepense L. Pers.) sobre la micorrizacion y el
crecimiento de plantas de Mentha x piperita L. Revista de la Asociacion Argentina de
Horticultura. 2013. P22-29 ISSN 18519342 .www.horticulturaar.com.ar



AE
AF
ALP
Alt

CRH
CRR
CS
DDE
DDP
DDT
DM

HMA
IB1
M

NI
PN
PSA
PSH
PSR
PST

RO
R1
R2
R3

Abreviaturas

Aceites esenciales

Area foliar

Fosfatasa alcalina

Altura

Arbusculos

Conductividad relativa de hojas

Conductividad relativa de raices

Conductancia estomatica

Dias después del primer riego con extracto acuoso
Dias después de la plantacion

Dias después del trasplante

Dependencia micorricica

Transpiracion

Micorrizacion

Hongos micorricicos arbusculares

Rizophagus intraradices cepa Bl

Funneliformis mosseae

Micorrizacion

No inoculadas

Fotosintesis neta

Peso seco aéreo

Peso seco de hojas

Peso seco de raiz

Peso seco de tallos

Rizomas de sorgo de Alepo

0 g (0 g m™> MS) de rizomas de sorgo de Alepo

10 g (250 g m™>MS) de rizomas de sorgo de Alepo
20 g (500 g m™>MS) de rizomas de sorgo de Alepo
32 g (800 g m™ MS) de rizomas de sorgo de Alepo



S Extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo

SO 0% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo
S1 5% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo
S2 10% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo
S3 15% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo
S4 25% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo
SA Sorghum halepense (L.) Pers.

SDH Succinato deshidrogenasa

v Vesiculas

Vi



Indice general

Abreviaturas

Capitulol Introduccion 1
Las plantas aromaticas 2
Mentha x piperita L 2
El sorgo de Alepo (Sorghum halepense (L.) Pers.) como maleza de cultivos agricolas 7
Alelopatia 10
Micorrizas arbusculares 12
Caracteristicas del proceso de colonizacion 13
Importancia de las micorrizas arbusculares 15
Interaccion entre la alelopatia y la micorrizacion 17
Micorrizacion y plantas aromaticas 19
Objetivo general 20
Objetivos particulares 20
Hipotesis 21

Capitulo 2 Materiales y Métodos 22

Ubicacion de los experimentos 23
Material Biologico 23
Material vegetal 23
Material fungico, preparacion del inéculo 23

Experimento N° 1: Evaluacion de distintas concentraciones de extracto acuoso de rizomas
de sorgo de Alepo sobre la micorrizacion y parametros de crecimiento de plantulas de
Mentha X piperita L.

Material vegetal 24
Preparacion del extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo 24
Solucion nutritiva Hoagland 25
Condiciones de crecimiento 26
Tratamientos 27
Determinaciones realizadas a los 30 y 60 dias después del trasplante 27
Analisis de la infectividad de los hongos micorricicos arbusculares 28
Tincion de raices micorrizadas 28
Porcentaje de micorrizacion y eficiencia de la colonizacion micorricica 28
Parametros de crecimiento 29
Altura de la planta 29
Peso seco aéreo (de hojas y tallos) 29
Peso seco de raiz 29
Longitud de raiz 29
Andlisis estadistico 29

Experimento N° 2: Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo de
Alepo sobre la micorrizacion, crecimiento, parametros fisiologicos y bioquimicos de
plantas de Mentha x piperita L.

Vii



Material vegetal
Condiciones de crecimiento
Tratamientos
Analisis de la infectividad y eficiencia de la colonizacion micorricica determinadas a los
30y 60 dias después del trasplante

Viabilidad de las estructuras fungicas (SDH
Pardametros de crecimiento medidos a los 30 dias después del trasplante

Area foliar por planta

Peso seco de hojas, tallos y raices y longitud de raiz
Determinaciones realizadas a los 60 dias después del trasplante
Parametros de crecimiento

Area foliar por planta

Altura, peso seco de hojas, tallos y raices

N°® hojas de los tallos

Longitud de raiz, volumen de raiz

Determinacion de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP
Determinacion de la conductividad relativa de membranas celulares en hojas y raices
Determinacion de la fotosintesis neta, transpiracion y conductancia
Estimacion del contenido de clorofila y carotenoides
Determinacion del contenido de proteinas solubles en hojas
Andalisis estadistico

30
30
30

31
31
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
32
33
33
34
34

Experimento N° 3: Efecto de los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de
Alepo sobre la micorrizacién, la materia seca, parametros fisiologicos y bioquimicos y

aceites esenciales de plantas de Mentha x piperita L.

Material vegetal
Condiciones de crecimiento
Tratamientos
Analisis de la infectividad y eficiencia de la colonizacion micorricica
Determinacion de parametros de crecimiento

Altura de la planta

Area foliar total

Peso seco de hojas, tallos y raices
Determinacion de la fotosintesis neta y conductancia estomdtica
Estimacion del contenido de clorofila y carotenoides
Determinacion del contenido de proteinas solubles de hojas
Determinacion de la conductividad relativa de hojas y raices
Extraccion y cuantificacion de aceites esenciales
Andlisis estadistico

Capitulo 3 Resultados

Experimento 1

Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre

micorrizacion y el crecimiento de plantas de Mentha x piperita L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica

Parametros de crecimiento

Parametros de crecimiento registrados a los 30 dias después del trasplante
Parametros de crecimiento registrados a los 30 dias después del trasplante

viii

34
35
36
36
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38

40

41
42
43
43



Experimento 2

Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
micorrizacion, parametros morfologicos, fisiologicos y bioquimicos de plantas de Mentha x

Dpiperita L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica

Actividad de la enzima fosfatasa alcalina en raices

Altura de plantas de Mentha x piperita al comienzo de los tratamientos con extractos de
SA

Parametros de crecimiento medidos a los 30 dias después de la plantacion

Parametros de crecimiento medidos a los 30 dias después de la plantacion

Parametros de crecimiento y determinaciones medidas a los 60 dias después de la
plantacion

Contenido de proteinas solubles en hojas

Contenido de clorofila total y carotenoides

Fotosintesis neta

Transpiracion

Conductancia estomdtica

Conductividad relativa de raices

Conductividad relativa de membranas de hojas

Experimento 3

44
46
47

49
51

53
54
54
56
57
58
59
60

Efecto de los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de Alepo sobre la
micorrizacion, la materia seca y aceites esenciales de plantas de Mentha x piperita

L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica
Parametros de crecimiento

Area foliar, peso seco de hojas, tallos y raices
Proteinas foliares

Clorofila y Carotenoides

Fotosintesis neta

Conductancia Estomatica

Conductividad relativa de hojas

Conductividad relativa de raices

Aceites esenciales

Capitulo 4 Discusion

64
65
67
69
70
72
73
74
75
76

79

Efecto de los extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la micorrizacion el
crecimiento, parametros fisiolégicos y bioquimicos de plantas de Mentha x piperita L.

(Experimentos N° 1y 2)

Micorrizacion, viabilidad de la estructuras fungicas y dependencia micorricica
Fosfatasa alcalina

Pardametros de crecimiento

Proteinas foliares

Clorofila y carotenoides

Fotosintesis neta

Conductancia estomdatica y Transpiracion

Conductividad relativa de membranas de hojas y raices

80
83
83
86
86
87
87
88



Efecto de los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de Alepo sobre la
micorrizacion, la materia seca, parametros fisiolégicos y bioquimicos y aceites esenciales
de plantas de Mentha x piperita L. (Experimento N°3)

Micorrizacion y dependencia micorricica 89
Pardametros de crecimiento 90
Proteinas foliares 91
Clorofila y carotenoides 91
Fotosintesis neta y Conductancia estomdatica 91
Conductividad relativa de membranas de hojas y raices 92
Aceites esenciales 93
Capitulo 5 Conclusiones 95

Bibliografia 98



Indice de Figuras

Figura 1. Mentha X piperita L. FUENTE PIOPIA .....cccueeevieiiieiiieeiie e erveeerte s e ree e eseveeeveeesenes 3

Figura 2: Superficie por provincia destinada a la produccion de menta en Argentina. Fuente:

Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de Plagas - SENASA. 26/11/2009.................... 5
Figura 3. a) Planta entera y b) rizomas de Sorghum halepense (L) Pers.............................. 8
Figura 4. Vias de liberacion de aleloquimiCos. ........couiiiiiitiitit it eeeaenn, 11

Figura 5. Raices de plantas de Mentha x piperita L. micorrizadas, inoculadas con Funneliformis
mosseae. Se observan, a: arbusculos, h: hifas, v: vesiculas. Fuente propia.......................... 14

Figura 6. Ciclo de infeccion de hongos micorricicos. Adaptado de Varma A,B Hock, 1998.....15

Figura 7. a) Destilador de aceites esenciales de laboratorio. b) Trampa Clevenger de vidrio para
aceites esenciales de menor densidad que el agua.............cooiiiiiiiiii 38

Figura 8. Plantas de Mentha x piperita a los 30 dias después del trasplante que crecieron con
distintas concentraciones de extracto de sorgo de Alepo........o.evviviiiriiiiiiiiiiii e, 44

Figura 9: a) Tincioén de succinato deshidrogenasa (SDH): hifas y vesiculas tefiidas de azul
indicando actividad. b) tincion de hifas, vesiculas y arbasculos con azul de tripan................ 46

Figura 10. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina de raices de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S 2 L0005 S37 1500ttt st b e e bbb 47

Figura 11. Registro de altura de plantas de Mentha x piperita L tomados a partir de los 7 dias
después del primer riego con extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo (DDE) y cada 3
dias, no inoculadas (NI), inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%..ccccveeecieeiieeiieeree e 48

Figura 12. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre el contenido de proteinas
solubles de hojas plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%;
S 2 L0005 S3:1 1500ttt ettt e bttt e b bttt be s 54

Figura 13. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion de
clorofila total de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%;
NI (S X B B Y TSRS 55

Figura 14. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion de
carotenoides de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO0: 0%; S1: 5%;
S 2 L0005 S31 1590ttt sttt b e bbb be s 56

Xi



Figura 15. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la Fotosintesis neta (PN)
de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%........ 57

Figura 16. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la transpiracion (E) de
plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%........ 58

Figura 17. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductancia
estomatica (CS) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%;
NI (S X T B Y USRS 59

Figura 18. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad relativa
(CRR) de raices de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S 2 L0005 S31 1500ttt ettt bbbt b bttt be s 60

Figura 19. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad relativa
(CRH) de hojas de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%;
I S 1 T Y PP 61

Figura 20. Speedling (A) y plantas (B) de plantas de Menta piperita 30 DDT. Referencias: 0%,
5%, 10% y 15%, concentraciones de extracto de rizomas de Sorgo de Alepo. NI: no inoculadas,
IM: inoculadas con F. mosseae; IB1: inoculadas con R. intraradices................................ 62

Figura 21. Plantas de Menta piperita. 60 dias después del trasplante. Referencias: 0%, 5%, 10%
y 15%, concentraciones de extracto de rizomas de sorgo de Alepo. NI: no inoculadas, IM:
inoculadas con F. mosseae; IB1: inoculadas con R. intraradices........................ccooiinn... 63

Figura 22. Altura de plantas de Mentha x piperita L registrados a partir de los 30 dias después
de la plantacion y durante 30 dias, inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1) en respuesta a los diferentes tratamientos distintas cantidades de rizomas de
10 oI e (SN 1) T T USSP o1

Figura 23. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre el Peso seco aéreo y
el Peso seco de raiz de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™> MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas........... 68

Figura 24. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre el contenido de
proteinas foliares de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™> MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de rizomas........... 69

Figura 25. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion de
clorofila total de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™> MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas........... 71

Figura 26 . Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion
carotenoides de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con

Xii



Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de rizomas........... 71

Figura 27 . Efecto de los de aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la fotosintesis
neta (PN) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis
mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1: 250 g m™ MS
de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de TiZOmas.........oeeeevevereerereennn, 72

Figura 28 . Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductancia
estomatica (CS) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m” MS de rizomas, R2: 500 g m> MS de rizomas, R3: 800 g m> MS de
TIZOOTTIAS. ...t eute et et et et et eat e et et e et e eat e et e e bt ea et ea bt em bt eat e bt e eateeateeateeh e e shbeeabe bt e eneeeat e bt enbe e b e enbeenaes 73

Figura 29. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad
relativa de hojas (CRH) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m> MS de rizomas, R2: 500 g m> MS de rizomas, R3: 800 g m> MS de
TIZOOTTIAS. ...ttt euteeute et et et et e et e bt e bt et e eateeabe e bt en et eateem bt eae e bt e eaeesaeeeateeh e e sht e sab e bt e eaeeen b e bt e bt e beenbeenaee 74

Figura 30. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad
relativa de raices (CRR) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m> MS de rizomas, R2: 500 g m> MS de rizomas, R3: 800 g m> MS de
TIZOTIIAS. ¢ttt eeteete bt et e et et e bt et e st e e bt eb e et e st e estes e et e e bt eatebeem e e bt es b et e ebeebeem b e nbeebeemt et e eheebesbeentenbeeeeenee 75

Figura 31. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de sorgo de Alepo sobre el porcentaje de
aceites esenciales (% AE) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas
con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas,
R1: 250 g m> MS de rizomas, R2: 500 g m”> MS de rizomas, R3: 800 g m> MS de
TIZOTIIAS. ¢+ttt eete st ettt eate e e bt et e te e bt eb e et e st e e st es e et e e bt eaeebeem e e bt e et emeeebeeb e embesbe et e emt et e sbeebesbeentenbesaeenee 76

Figura 32. Ensayo N° 3. Plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas o inoculadas con
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices 1Blcreciendo en sustrato con distintas
cantidades de rizomas de Sorgo de AlePo........covviiiiiiiiii 78

Figura 33 . Plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis

mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas, R1: 250 g m™> MS
de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas...........c.cccveeevreurrerunne. 78

xiii



Indice de Tablas

Tabla 1. Formula de la solucion nutritiva de Hoagland......................oooiiiiiii . 26

Tabla 2. Conductividad eléctrica (mS cm™), pH y fenoles totales (ug de acido galico mL™) de
las distintas concentraciones de los extractos preparados a partir de rizomas de sorgo de

Tabla 3. Tratamientos correspondientes al experimento N° 1. NI: plantas no inoculadas, IB1:
planas inoculadas con R. intraradices B1: S0: riego con Hoagland sin extracto; S1: riego con
extracto al 5%, S2: riego con extracto al 10%; S3: riego con extracto al 15%; S4; riego con
EXETACTO AL 25%0. ettt sttt ettt st et 27

Tabla 4. Tratamientos correspondientes al experimento N° 2. NI: plantas no inoculadas, IB1:
plantas inoculadas con R. intraradices B1, IM: plantas inoculadas con F. mosseae: S0: riego sin
extracto; S1: riego con extracto al 5%, S2 riego extracto al 10%; S3: riego con extracto al

Tabla 5. Tratamientos correspondientes al experimento N° 3. NI: plantas no inoculadas; IM:
plantas inoculadas con F. mosseae; IB1: plantas inoculadas con R. intraradices RO, 10 g de
rizomas (250 g m™), (R1), 20 de rizomas g (500 g m™), (R2) y 32 de rizomas g (800 g m~) (R3),
cantidades equivalentes a 250, 500 y 800 g m> MS de rizomas respectivamente.................. 36

Tabla 6. Colonizaciéon micorricica (%M), arbusculos (%Ar) y vesiculas (%V) en plantas de
Mentha x piperita L. inoculadas con Rhizophagus intraradices (IB1) que crecieron con
diferentes concentraciones de extracto de rizomas de SA. Mediciones registradas a los 60 dias
después del trasplante (60 DDT). Referencias: SO0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%; S4:

Tabla 7. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) peso seco aéreo
(PSA), longitud de raiz (Long raiz) en plantas de Mentha X piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Rhizophagus intraradices (IB1). Mediciones registradas a los 30 dias después
del trasplante (30 DDT). Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%; S4: 25%. H:
micorrizacion, S: extracto de rizomas de SA ... .ottt 42

Tabla 8. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) peso seco aéreo
(PSA), longitud de raiz (Long. raiz) y peso seco de raiz (PSR) en plantas de Mentha x piperita
L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Rhizophagus intraradices (I1B1). Mediciones registradas
a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%;
S4: 25%. H: micorrizacidn, S: extracto de rizomas de SA........ooviiiiiiiiiiii i 43

Tabla 9. Colonizacion micorricica (%M), arbusculos (%Ar) y vesiculas (%V) en plantas de
Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices
(IB1) que crecieron con diferentes concentraciones de extracto de rizomas de SA. Referencias:
S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Registros a los 30 dias después del trasplante (30 DDT). H:
micorrizacion, S: extracto de rizomas de SA. ... ... i 45

Tabla 10. Colonizaciéon micorricica (%M), arbusculos (%Ar) y vesiculas (%V) en plantas de
Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices
(IB1) que crecieron con diferentes concentraciones de extracto de rizomas de SA. Referencias:
S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Registros a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). H:
micorrizacion, S: extracto de rizomas de SA.........oiiiiiiiii i 46



Tabla 11. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la Fosfatasa alcalina (Ul
mg"). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA................ccccceeeeeeei.... 47

Tabla 12. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1), el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y la fecha de registro de altura (7, 10, 13, 16 y 19
DDE) y sus interacciones sobre la altura de plantas. H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de
SA; F: fecha de registro de altura. ..........c.ooviiiiiiiiiiii i e 49

Tabla 13. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) area foliar
(AF), peso seco de hojas (PSH), tallos (PST) y raices (PSR) y longitud de raiz (Long raiz) en
plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%.
Registros realizados a los 30 dias después del trasplante (30 DDT). H: micorrizacion; S:
extracto de rizomas de SA. ...t 50

Tabla 14. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) area foliar
(AF), peso seco de hojas (PSH), tallos (PST) en plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas
(NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1).
Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Reglstros a los 60 dias despues del trasplante
(60 DDT). H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA. . .52

Tabla 15. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre el peso seco de raices (PSR), longitud
de raiz (Long raiz) y volumen de raiz (Vol. raiz) en plantas de Mentha x piperita L. no
inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices
(IB1). Registros a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%. H: micorrizacion; S: extracto derizomasde SA........oooviiiiiiiiiiniinnn., 53

Tabla 16. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de proteinas
solubles de hoja (ng g' PF). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de

Tabla 17. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de clorofila
total (ug cm™). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA..................... 55

Tabla 18. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de
carotenoides (g cm™). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA............ 56

Tabla 19. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la Fotosintesis neta (PN).
Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiin.. 57

Tabla 20. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la transpiracion (E).
Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 58

Tabla 21. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto

acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductancia estomatica
(CS). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.............cooeeviiiiiiiinin.n 59

XV



Tabla 22. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductividad relativa
(CRR) de raices. Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA................... 60

Tabla 23. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductividad relativa
(CRH) de hojas de plantas. Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA....... 61

Tabla 24. Colonizacién micorricica (%M), arbusculos (%Ar) y vesiculas (%) en plantas de
Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices
(IB1) o no inoculadas, que crecieron con diferentes cantidades de rizomas de sorgo de Alepo.
Referencias: RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1: 250 g m™> MS de rizomas, R2: 500 g m* MS de
rizomas, R3: 800 g M MS de TIZOMES...........o.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e seeeeee e s, 64

Tabla 25. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1), rizomas de SA
(RO, R1, R2 y R3) y la fecha de registro de altura (7, 10, 13, 16 y 19 DDE) y sus interacciones
sobre la altura de plantas. H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA; F: fecha de registro
de altura (30,40, 50 y 60 DDP)....oniiiiii e 66

Tabla 26. Efecto de los aleloquimicos de rizomas de SA sobre el Area foliar (AF), Peso seco de
hojas (PSH) y Peso seco e tallos (PST) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: RO:
0 g m™” MS de rizomas, R1: 250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m” MS de rizomas, R3: 800 g
M MS @ THZOIMAS. ..o e s s ee e se e seeee s seeeeeesans 67

Tabla 27. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el Peso seco aéreo de plantas de Mentha x
piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1). Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA................coeviviinni. 68

Tabla 28. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el Peso seco de raiz de plantas de Mentha x
piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1). Referencias: H: micorrizacion, R: rizomasde SA................oeeininni 69

Tabla 29. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el contenido de proteinas foliares (ug cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.......ooviieiiiiiiii e 70

Tabla 30 . Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la concentracién de clorofila total (ug cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.......ooviiiiiiiiiii i, 71

Tabla 31. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interacciéon sobre la concentracién carotenoides (pg cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA . ...ttt 72

Tabla 32. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R, R2 y R3) y su interaccion sobre la fotosintesis neta (PN). Referencias: H:
micorrizacion, R: rizomas de SA......oooi e 73

Tabla 33. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductancia estomatica (CS). Referencias:
H: micorrizacion, R: rizomas de SA .. ..ot 74



Tabla 34. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductividad relativa de hojas (CRH).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.......oovieiiitii e 75

Tabla 35. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductividad relativa de raices (CRR).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.......oovieiiiiii e, 76

Tabla 36 .Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas

de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el porcentaje de aceites esenciales (% AE).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA......co.viiiiiii s 77

XVii



Resumen

La Mentha x piperita es una especie herbacea de ciclo perenne y produccion
estival, utilizada en Argentina como hoja seca, fresca o para la obtencion de aceites
esenciales con aplicacion en las industrias cosmetologica, alimenticia y medicinal. En el
cultivo de menta un alto grado de enmalezamiento provoca importantes dafios
economicos. El sorgo de Alepo (Sorghum halepense L.) (SA) es una maleza presente en
areas de cultivo de esta especie. El SA es considerada una de las principales malezas
invasoras perennes que ocasiona serios inconvenientes en el crecimiento y desarrollo de
cultivos estivales como resultado de la competencia por agua, luz y nutrientes y por la
produccion de sustancias alelopaticas. Las sustancias alelopaticas pueden incrementar la
habilidad competitiva de las plantas mediante un efecto directo sobre los individuos
proximos, o induciendo efectos indirectos al provocar disturbios en la asociaciones
benéficas de cierta plantas con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA).
Aproximadamente un 80% de las familias de plantas tienen la potencialidad de formar
este tipo de asociacion. Las plantas micorrizadas presentan una mayor capacidad de
resistencia/tolerancia a los estreses bidticos y abiodticos. Considerando la importancia
econdmica del cultivo de menta, la respuesta favorable a la micorrizacion con HMA y
teniendo en cuenta los comprobados efectos alelopaticos del sorgo de Alepo (SA), el
objetivo general del trabajo fue determinar el efecto de los aleloquimicos provenientes
de los de rizomas de SA sobre el crecimiento, la produccion de aceites esenciales y la
micorrizacioén de plantas de menta piperita.

Se evaluaron distintas concentraciones de extractos acuosos de rizomas y
distintas cantidades de rizomas de SA, sobre plantulas de menta obtenidas a partir de
estolones, estacas o plantines inoculados con diferentes especies de HMA
(Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices Bl). Se realizaron mediciones
morfoldgicas (peso seco, area foliar, longitud de raiz), fisioldgicas (fotosintesis y
transpiracion, conductividad relativa de membranas celulares), bioquimicas (clorofila,
proteinas, ALP) y porcentaje de aceites esenciales. Ademas, se evaluo el porcentaje de
micorrizacion y la viabilidad de las estructuras fungicas. Tanto los extractos acuosos
como los compuestos liberados por los rizomas de SA en el sustrato, interfirieron en la

micorrizacion de las plantas de Menta piperita y su efecto fue dependiente de la
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concentracion tanto de extracto como de la densidad de rizomas. El mayor nivel de
colonizacién micorricica se presentd en los tratamientos libres de SA tanto para F.
mosseae como R. intraradices disminuyendo significativamente con la mayor dosis de
extracto. El alto grado de dependencia micorricica en presencia de SA, puso de
manifiesto la importancia de la simbiosis para sobrellevar esa situacion de estrés. El
crecimiento disminuy6 por la presencia de los extractos acuosos de rizomas y no fue
afectado por los aleloquimicos liberados por los rizomas en el suelo. Las mayores
concentraciones de extracto redujeron la fotosintesis neta, y aumentaron la
conductividad relativa de las membranas de hojas y raices. La inoculacion con HMA
morigerd estos efectos adversos. Las mayores concentraciones de aleloquimicos
provenientes de los rizomas de SA, provocaron un dafio significativo en las membranas
celulares de las raices de las plantas no inoculadas, mientras que las raices de las plantas
inoculadas no mostraron dafio. La reduccion en el crecimiento de las raices por parte de
los aleloquimicos, condujo a un menor desarrollo aéreo, la micorrizacion, en parte,
revirtio esta situacion. La inoculacidon con hongos micorricicos arbusculares incrementd
el porcentaje de aceites esenciales en todos los tratamientos. Estos resultados se
correlacionan con la mayor produccion de materia seca de las plantas inoculadas. Los
mecanismos que provocaron las reducciones observadas en el crecimiento y la
micorrizacion de las plantas de Menta piperita no son claros. Este trabajo aporta al
conocimiento sobre el impacto del estrés alelopatico en la simbiosis de HMA con
plantas de Menta piperita. Teniendo en cuenta que existe cierto grado de variacion de
los efectos inhibitorios de acuerdo al origen y la concentracion de los aleloquimicos en
la colonizacion y el crecimiento de las plantas, se requieren futuras investigaciones para
determinar el posible grado de interferencia de los mismos. Se concluye que en las
condiciones experimentadas, la inoculacion con HMA modera los efectos adversos
causados por las altas concentraciones de aleloquimicos provenientes de rizomas de SA
en los extractos acuosos y en los sustratos utilizados. El uso de hongos micorricicos
puede ser una alternativa de interés para mejorar la productividad de los cultivos y la
eficiencia de los agroecosistemas especialmente bajo situaciones de estrés, al optimizar

el uso de los recursos y propiciar un sistema de produccion sustentable.
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Abstract

Mentha x piperita is a herbaceous species of perennial cycle and summer
production In Argentina is used as dry or fresh leaf or to obtain essential oils to be
applied in cosmetology, food and medical industries. In Mint crops a high level of
weed causes significant economic damage. The Johnson grass (Sorghum halepense L.)
(SA) is a weed that is present in cultivation areas of this species. The SA is considered
one of the most invasive perennial weeds that causes serious problems in the growth
and development of summer crops as a result of competition and production of
allelopathic substances. Allelopathic substances can increase the competitive ability of
plants through a direct effect on nearby individuals, or by inducing indirect effects
causing disturbances in the beneficial properties of some plants with arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF). About 80% of plant families have the potentiality to form
this kind of association. Mycorrhizal plants show greater resistance / tolerance to biotic
and abiotic stress. Considering the economic importance of mint crops, the favorable
response to mycorrhization with HMA and given the proven allelopathic effects of
Johnson grass (SA), the objective of this research was to determine the effect of
allelochemicals from the rhizome SA on the growth and the mycorrhizal of the
peppermint plant. Different concentrations of aqueous extracts of rhizomes and of
different amounts of SA rhizomes were evaluated on mint seedlings obtained from
stolons, cuttings or seedlings inoculated with different species of HMA (Funneliformis
mosseae and Rhizophagus intraradices B1), grown in speedling and pots. Several
measurements were carried out: Morphological (dry weight, leaf area, root length),
physiological (photosynthesis and transpiration, relative conductivity of cell
membranes), biochemical (chlorophyll, protein, ALP) and percentage of essential oils.
In addition, the percentage of mycorrhizal and viability of fungal structures were
evaluated. The aqueous extracts and the compounds released from the rhizomes of SA
on the substrate, interfered in the mycorrhization of Menta piperita plants and its effect
was dependent on the concentration of both extract and rhizomes density. The highest
level of mycorrhizal colonization was presented in free treatments for both SA and F.

mosseae and R. intraradices significantly reducing with the highest dose of extract. The
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high level of mycorrhizal dependency in the presence of SA, highlighted the importance
of symbiosis to cope with that stress. The growth decreased by the presence of aqueous
extracts of rhizomes and was not affected by allelochemicals released by the rhizomes
in the ground. Higher concentrations of extract reduced net photosynthesis and
increased the relative conductivity of membranes leaves and roots. Inoculation with
AMEF reduced these adverse effects. The highest concentrations of allelochemicals from
rhizomes SA, caused significant damage to the cell membranes of the roots of non-
inoculated plants, while roots of inoculated plants showed no damage at membrane
levels. The reduction in root growth by allelochemicals led to lower aerial part
development, mycorrhizal partially reversed this situation. Inoculation with arbuscular
mycorrhizal fungi increased the percentage of essential oils in all treatments. These
results correlate with greater dry matter production of inoculated plants. The
mechanisms that caused the observed reductions in growth and mycorrhizal of
Peppermint plants are unclear. This work contributes to the knowledge on the impact of
allelopathic stress in symbiosis AMF-Peppermint plants. Given that there is some
degree of variation in the inhibitory effects according to the origin and concentration of
allelochemicals in colonization and plant growth, future research is needed to determine
the possible degree of interference. We conclude that in the conditions experienced,
inoculation with HMA alleviates adverse effects caused by high concentrations of
allelochemicals from rhizomes SA in aqueous extracts and the substrates used. The use
of mycorrhizal fungi can be an interesting alternative to improve crop productivity and
efficiency of agro-ecosystems under stress especially, optimizing the use of resources

and promoting a sustainable production system.
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Capitulo 1

Introduccion



Las plantas aromaticas

Las plantas aromaticas se definen como aquellas que pueden generar por algun
proceso fisicoquimico un producto con olor o sabor determinado, independientemente
de su calidad comercial o estética (Bandoni, 2002)

Estas especies vegetales son utilizadas a nivel comercial o industrial como
material vivo, fresco o desecado o para la obtencion de extractivos y aceites esenciales
debido a sus caracteristicas organolépticas, que otorgan aromas, colores y sabores
caracteristicos a los alimentos (Bandoni, 2002).

Los aceites esenciales, son liquidos oleosos, aromaticos, pertenecientes al
metabolismo secundario de las plantas, formados por una mezcla de diversos
compuestos quimicos de estructuras diferentes entre los que se incluyen algun tipo de
terpenoide (Ringuelet and Vina, 2013). Se obtienen a partir de distintos materiales
vegetales, tales como flores, yemas, semillas, hojas, brotes, corteza, madera, frutos,
raices, etc. (Ringuelet and Vifia, 2013). Se destinan principalmente a la industria
perfumistica. Muchos de ellos, o alguno de sus componentes presentan propiedades

antimicrobianas e insecticidas (Burt, 2004).

Mentha x piperita L.

Con el nombre de mentas se conocen a una gran cantidad de especies
pertenecientes a la Familia Labiatae. En la actualidad se reconocen 18 especies y 11
hibridos con la denominacién de Mentha (Lawrence, 2007). El cultivo y utilizacion de
estas especies data de varios siglos, su centro de origen se encuentra en Asia Central y
el Medio Oriente (Harley, 1977), diseminadas por los arabes durante el Medioevo por
Europa y Norte de Africa, posteriormente fueron introducidas en América y cultivadas
en regiones subtropicales (Ribeiro and Diniz, 2008). Se les atribuye propiedades
digestivas, calmantes, anestésicas, como asi también culinarias y cosméticas (Bruneton,
1991; Derwich et al., 2010; Kumar et al., 2011).

Entre las especies que se destacan por su importancia econémica se encuentra la
Mentha x piperita L, (menta inglesa, menta Mitcham), Mentha arvensis L. (menta
japonesa); la Mentha spicata (Spearmint americana); y la Mentha cardiaca (Spearmint

escocesa) (Rouquaud y Luquez, 2004).



La Mentha x piperita L es producto de hibridaciones espontaneas (cruzamientos
entre individuos) y luego multiplicada en forma vegetativa, siendo una de las especies
de menta mas cultivadas en Argentina (Bandoni, 2002). El valor comercial de esta
especie esta dado por su aceite esencial, cuyo componente mayoritario es el mentol,
utilizado en la industria alimenticia, para la fabricacion de licores y golosinas, para dar
el sabor conocido como “peppermint” y en la industria perfumistica (Alippi et al, 1996).
También se comercializan sus hojas desecadas, utilizadas para infusiones y sus hojas
frescas con aplicaciones culinarias. Entre sus propiedades medicinales, se destaca por su
capacidad estimulante, antisépticas y analgésicas (Sanchez, 1996). El sabor a “menta”
es el tercero en importancia en todo el mundo, después de la vainilla y el limon (Arizio
et al., 2008). La popularidad de este sabor se asocia sobre todo, a conceptos de frescor e
higiene.

Su cultivo presenta expectativas de expansion en una amplia region geografica
del pais; existiendo un aumento de la demanda del producto seco y fresco, como asi
también de su aceite esencial.

La importancia de esta especie se debe a que la Argentina tiene ventajas
comparativas para la produccion de hierbas aromaéticas, debido a su diversidad de
climas y la gran extension de su territorio, apto para el desarrollo de numerosas especies
aromaticas y medicinales. Los cambios en los habitos de los consumidores,
especialmente en paises industrializados, han influenciado, en gran medida, la seleccion
de materias primas, su industrializacion y el comercio de productos naturales.

Las preferencias por una vida sana y nuevos estudios sobre aditivos, han
impulsado el reemplazo de substancias quimicas artificiales por productos naturales y

mayor uso de especias (Arizio y Curioni, 2003). La Argentina tiene la posibilidad de
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llegar a ser competitiva e incrementar su participacion en el comercio mundial debido
no solo a esta especie, sino a la variedad de especies aromaticas cultivadas y nativas y a
la excelente calidad de sus aceites esenciales

(www.cofecyt.mincyt.gov.ar/pcias_pdfs/.../uia_esp hierbas 08.pdf).

De acuerdo a los datos estadisticos oficiales correspondientes al censo nacional
agropecuario 2002, la superficie destinada en la Argentina al cultivo de menta totaliza
las 96 ha (CNA, 2002). En la figura 2, se presentan los registros de superficie por
provincia destinada a la produccion de menta en Argentina, a campo y bajo cubierta.
(Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de Plagas - SENASA. 26/11/2009). La
principal zona de cultivo es la provincia de Cordoba, registrandose también cultivos en
las provincias de San Luis, San Juan, Mendoza, Buenos Aires y Tucuman (Hierbas en
Argentina: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos, 2000).

La Mentha x piperita L es una especie herbacea, perennes, productora de gran
cantidad de estolones. Los tallos son cuadrangulares, color puirpura. Las flores son
blancas o lilas dispuestas en inflorescencias espiciformes terminales. Las hojas poseen
pelos glandulares (Curioni and Arizio, 2006). Se cultivan dos tipos o variedades: la
negra, es la variedad vulgaris Solé y la blanca es la var. Officinalis Solé. La variedad
negra tiene tallos purptreos y hojas verde-oscuras, con nervaduras purpureas; es la mas
difundida, de gran desarrollo, rusticidad y de mayor rendimiento en aceite esencial, pero
de menor calidad que la blanca. La variedad blanca tiene hojas y tallos verde claro
(Curioni and Arizio, 2006).

Comercialmente, esta especie se reproduce por via agamica o vegetativa, ya que
raramente da semillas fértiles o presentan una gran variabilidad genética. Se implanta
comunmente por medio de estolones o plantines. Los estolones pueden implantarse en
cualquier momento del afio, aunque se recomienda en otofio o invierno; mientras que la
implantacion por plantines se recomienda hacerla a principios de primavera cuando

estos alcanzan 10 a 15 cm de altura (Ringuelet and Cerimele, 2002).



Provincia Tipo Cantidad
Total del Pais Baﬁ) Ccﬁlfgrt(;l a(?nz) 449767,0
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Figura 2: Superficie por provincia destinada a la produccion de menta en Argentina, a campo y
bajo cubierta. Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de Plagas - SENASA. 26/11/2009.

Las mentas se desarrollan bien en climas templados a templados célidos, con
elevada luminosidad. En la provincia de Buenos Aires se planta en los meses de octubre
y noviembre. El momento de cosecha depende de cudl sea el destino de la produccion.
Para la obtencion de aceite esencial, se realiza un primer corte en plena floracion. En
cambio si su destino es la produccion de hoja seca, la cosecha comienza en prefloracion
concluyendo en plena floracion, dependiendo de la capacidad de secado (Prakash,

1990).



El rendimiento en materia verde aproximado es de 7.000 a 12.000 kg ha
equivalente a 2.000 a 3.000 kg ha™' de material seco. El rendimiento en aceite esencial
es de 20 a 45 kg ha', cuyo componente principal es el mentol. Dicho compuesto se
halla en diferentes proporciones dependiendo de las condiciones ambientales donde se
desarrolla el cultivo y de factores genéticos, pudiéndose encontrar al estado libre y/o
combinado con ésteres (Curioni and Arizio, 2006).

Al ser una hierba perenne puede vegetar durante varios afios en un mismo sitio.
El ciclo vegetativo econdmico de la menta es de aproximadamente 150 dias, durante el
periodo estival. En otoflo cae su follaje, entrando en un estado de reposo, manteniendo
los rizomas por debajo y los estolones por encima de la superficie del suelo. Durante
este periodo deben realizar las labores culturales para mantener el cultivo libre de
malezas mediante carpidas y uso de herbicidas, hasta el momento en que el desarrollo
de la planta cubra el terreno.

En el cultivo de menta las malezas no solo compiten por los nutrientes, luz, agua
y espacio sino que también, en la cosecha, las malezas que conviven con ella dificultan
la tarea y en muchos casos se incorporan al proceso de destilacion perjudicando la
calidad del aceite esencial o contaminando la hierba deshidratada (Curioni, 2000). Un
elevado grado de enmalezamiento del cultivo provoca importantes pérdidas y en
muchos casos significara la renovacion total de la superficie plantada al finalizar el
primer afio. Curioni, (2000), recomienda renovar el cultivo anualmente o cada dos afios
si no se realizd un control anticipado de las malezas.

Tradicionalmente, el control de malezas en estos cultivos se realiza
mecanicamente y, en menor medida, en forma manual. En el pais existen muy pocos
estudios sobre el comportamiento de herbicidas en éstas y otras aromaticas cultivadas,
tanto en lo que respecta a su eficiencia de control de las malezas como a su efecto sobre
el cultivo (Darré et al., 2004). Existen algunos trabajos extranjeros sobre el uso de
herbicidas en Mentha spp. (Pank, 1990; Hartley, 1993). El andlisis de estos trabajos,
muestran que no existe un paquete tecnoldégico importante para controlar el desarrollo
de las malezas, aunque su control se justificaria por las pérdidas ocasionadas.

Entre las malezas frecuentes en el cultivo se pueden mencionar de hoja ancha:
ortiga, enredadera anula, quinoa, yuyo colorado, verdolaga, fumaria, etc., y entre las

gramineas: cebollin, Ray grass y sorgo de Alepo (Darré¢ et al., 2004). No se han hallado



publicaciones sobre el grado de interferencia del Sorghum halepense sobre el cultivo de

menta, a pesar que las areas de su cultivo se superponen con el de esta maleza.

Sorgo de Alepo (Sorghum halepense (L.) Pers.) como maleza de cultivos agricolas.

Se considera malezas a aquellas especies espontdneas que interfieren con el uso
que el hombre da a la tierra (Rejmanek, 2005). Para el productor agropecuario las
malezas son consideradas como plantas que crecen fuera de lugar, generando pérdidas
econoémicas en forma directa, disminuyendo el rendimiento de los cultivos. En un
agroecosistema, las malezas pueden interferir compitiendo con los cultivos por el
espacio, agua, luz y nutrientes (Leguizamoén, 1999, Zimdahl, 2007). Ademas, algunas
malezas pueden interferir a través de efectos alelopaticos, debido a la liberacion de
compuestos quimicos que inhiben el crecimiento de los cultivos (Bhowmik and Inderjit,
2003; Laynez-Garsaball and Méndez-Natera, 2006).

Sorghum halepense (L.) Pers. es una maleza que compite por recursos y ejerce
una importante accion alelopatica sobre cultivos de verano con como maiz (Zea mays
L.), soja (Glycine max Merr), sorgo granifero y algodon (Gossypium hirsutum L.), entre
otros (Lolas and Coble 1982; Rosales Robles et al., 1999). Es una graminea invasora
perenne, de desarrollo vegetativo estival, considerada una de las 10 malezas mas
importantes del mundo (Holm et al., 1977), originaria de la region del Mediterraneo. El
Sorghum halepense, se conoce vulgarmente con el nombre de sorgo de Alepo, cafota,
pasto ruso, pertenece a la familia de las gramineas (Poaceae), de ciclo de vida perenne,
crecimiento primavera, verano, otoilo y cuyo periodo de germinacion/brotacion va de
agosto a febrero. Se reproduce por semilla, corona y a partir de rizomas. La fraccion
aérea no resiste las bajas temperaturas de finales de otofio y del invierno (Mitidieri,
1983). Produce aproximadamente 250 semillas/panoja, de las cuales el 90 % son
viables. Los rizomas de sorgo de Alepo constituyen una importante forma de
propagacion. La produccion de rizomas varia en funcion de los sistemas de cultivo, la
densidad de la maleza y el ecotipo, entre otros factores (Mac Worther and Jordan,
1976). Ghersa y Satorre, (1981) establecieron distintos grados de saturacion de rizomas
en un cultivo de maiz luego de un tratamiento quimico fluctuando entre 100 a 4000 kg
ha™'. Ghersa y Soriano (1980), determinaron que un sistema agricola donde se realizaba
monocultivo de maiz, la poblacién de rizomas alcanzé los 834,7 g m™ de rizomas vivos.
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Leguizamoén, (2003) menciona que la poblacion de rizomas en un suelo invadido por
Sorgo de Alepo puede variar en cuanto a la forma, tamafio y niveles de brotacion,
seflalando que en un sistema ausente de cultivo o con niveles de poblacionales bajos, la
tasa de generacion de rizomas es la maxima. En un sistema bajo cultivo hace referencia
a niveles de 500 g m™ de materia seca de rizomas. Mc Whorter (1981) caracteriza a esta
especie como de alta productividad y capacidad de crecimiento, llegando a producir 19
toneladas de rizomas por hectarea. Asimismo Pengue et al., (2009) citan que los
rizomas constituyen una fuente importante para la propagacion y perpetuacion de la
especie, indicando que en una temporada, en competencia con un cultivo puede llegar a
producir 6 a 8 toneladas de rizomas por hectiarea y hasta 40 y 50 toneladas sin
competencia de cultivo.

De acuerdo a los datos informados por el Sistema Nacional de Vigilancia y
Monitoreo de Plagas, SENASA, la longevidad de los propagalos se estima, para
semillas 6 afios y para rizomas, 1 afio, mientras que 10 macollos.m™ producen una
pérdida de 23 % del rendimiento potencial de soja GM VI (sembrada a una distancia de

0,7 m entre surcos).

Figura 3. a) Planta entera y b) rizomas de Sorghum halepense (L.) Pers.

La propagacion por rizomas resulta eficaz para la persistencia de esta maleza en
una gran variedad de agroecosistemas (Leguizamon, 2012), llegando a representar el
30% de la biomasa total de la planta (Leguizamoén 2012). Al mismo tiempo existen
evidencias de que los fenomenos alelopaticos pueden contribuir a su establecimiento en
nuevos agroecosistemas (Laynez-Garsaball and Méndez-Natera, 2006).

Numerosos estudios han investigado la competitividad de esta maleza en los
sistemas agricolas de la regién pampeana argentina, junto con la caracterizacion

ecofisiologicas de esta especie (Bénech-Arnold et al., 1990; Ghersa et al., 1990, 1992).
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Dichos estudios demuestran importantes pérdidas en el rendimiento de los cultivos que
variaron entre el 12 y el 95% en el maiz, de 19 a 99% en girasol y 18 a 94% en soja para
bajos y altos niveles de infestacion de Sorghum halepense, respectivamente (Ghersa et
al., 1985, 1993; Ghersa and Martinez-Ghersa, 1991).

El Sorghum halepense ademés de provocar la disminucion del rendimiento de
los cultivos por competencia de recursos, también ejerce una importante accion
alelopatica, producto de sustancias fitotoxicas provenientes de extractos de hojas o
rizomas liberados al suelo (Burnside and Wicks, 1965; Friedman and Horowitz, 1970;
Abdub Wahab and Rice, 1976; Horowitz, 1973; Beltrano and Montaldi, 1979, 1980,
1982; Lolas and Coble, 1982; Bridges and Chandler, 1987; Beltrano and Caldiz, 1993,
Rosales Robles et al., 1999).

En numerosos trabajos se ha demostrado el efecto adverso de las sustancias
alelopaticas presentes en el sorgo de Alepo sobre el crecimiento y rendimiento de
cultivos de importancia agronémica como el maiz, cebada, soja y trigo (Putman and
Weston, 1986; Velu and Rajagopal, 1996; Acciaresi and Asenjo, 2003). Entre los
compuestos quimicos de accion alelopatica identificados, obtenidos a partir de la
descomposicion de residuos de sorgo de Alepo se encuentran, p-benzoquinonas
(sorgoleona), glucésidos cianogénicos, taninos y acidos fenolicos (p-cumarico, ferulico,
vanilico) (Einhellig, 1996; Sene et al., 2001). También se ha estudiado la persistencia en
el suelo a lo largo del tiempo de dichos compuestos (Einhellig and Souza, 1992; Anaya,
1999) y la susceptibilidad de los mismos a la degradacion microbiana (Blum, 1998,
Inderjit, 2005). Einhellig, (1996) establece que, dada la complejidad de los procesos
ecologicos, en el estudio de la alelopatia no deben omitirse las interacciones entre el
efecto inhibitorio de los aleloquimicos, las condiciones edafoclimaticas, los diferentes
biotipos y las distintas alternativas de manejo agrondémico.

Asgharipour and Armin, (2010), determinaron el efecto inhibitorio de extractos
acuosos obtenidos de raices y hojas de Sorgo de Alepo sobre la germinacion de semillas
y el crecimiento de plantulas aromaticas y medicinales como Ocimum basilicum,
Negella sativa, Cuminum cyminum, Foeniculum vulgare, Plantago ovata y P. psyllium.
Estos autores concluyeron que el efecto alelopatico era dependiente de la concentracion
y del 6rgano del que provenia el extracto. Sin embargo no se registra informacion sobre
el grado de interferencia del sorgo de Alepo sobre el cultivo de plantas de menta, a
pesar que las areas de su cultivo se superponen con el de esta maleza.
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Alelopatia

La alelopatia representa el area de la Bioquimica Ecologica que estudia las
interacciones quimicas entre plantas (Harborne, 1998). Debido a la dificultad de
discernir si el efecto que produce una planta sobre otra se debe a un compuesto quimico
en particular o a la competencia por recursos, en 1969 Muller introdujo el término de
interferencia, para referirse al conjunto de los efectos alelopaticos y también los de
competencia por espacio y recursos (agua, nutrientes, luz). Mas tarde Rice, (1984)
definio la alelopatia como “Cualquier efecto, perjudicial o beneficioso, directo o
indirecto, que una planta produce sobre otra (incluyendo los microorganismos) a través
de la produccion de compuestos quimicos liberados al medio”. La International
Allelopathy Society en el ano 1996, define la alelopatia como: “Cualquier proceso que
implica metabolitos secundarios producidos por especies exdticas que influyen en el
crecimiento y desarrollo de las especies nativas (excluye los animales), comprende
efectos positivos y negativos”. Luego, la Sociedad de Alelopatia Internacional, ampli
esta definicidon a cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos
por las plantas, microorganismos, virus y hongos que influyen en el crecimiento y
desarrollo de sistemas agricolas y bioldgicos. Los compuestos quimicos alelopaticos
que desencadenan este proceso se denominan compuestos, agentes o sustancias
alelopaticas (Rice, 1984; Putnam and Tang, 1986; Inderjit y Dakshini, 1995), los cuales
son producidos por una planta donadora hacia una receptora. Estos compuestos son
producto del metabolismo secundario y su composicién quimica y concentracion varian
de acuerdo a las especies, la edad de las plantas y las condiciones climaticas (Dayan,
2006). La accion fitotoxica depende de su concentracion, persistencia y destino en el
medio donde son liberados (Einhellig, 1995). La actividad alelopatica puede ser ejercida
por uno o varios compuestos en forma conjunta (Inderjit y Duke, 2003), como asi
también a una nueva especie quimica resultante de la descomposicion de aleloquimico
por microorganismos del suelo (Blum, 1998).

Los compuestos con actividad alelopatica pertenecen en general a los
denominados metabolitos secundarios, aunque también pueden ser metabolitos
primarios (Einhellig, 1995). Estos compuestos presentan diversas estructuras quimicas,
entre los que se encuentran compuestos fendlicos como flavonoides (Rice, 1984;
Stermitz et al., 2003), taninos hidolizables (Rice, 1984), acidos fendlicos (4cido
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ferulico) y derivados del fenilpropano (4cido clorogénico, cafeico), (Xuan et al., 2004,
Jarchow y Cook, 2009), cumarinas (Garcia et al., 1995), quinonas (juglona, sorgoleona)
(Einhellig et al., 1993). Algunos alcaloides también presentan probada accidon
alelopatica como la hordeina (Liu and Lovett, 1993, Ens et al., 2010), terpenoides
(Harborne, 1998), etc.

Estos aleloquimicos se los puede encontrar en todos los érganos vegetales
(Leicah, 2006). Se sintetizan y almacenan en distintos tipos de células en forma libre o
conjugada con otras moléculas y son liberados al entorno en respuesta a distintas
situaciones en las que cominmente estan involucradas condiciones de estrés bidtico y/o
abidtico (Sampietro, 2002). Estos compuestos son liberados al ambiente edafico a través
de cuatro vias principales, dependiendo de la naturaleza quimica del compuesto, por
volatilizacién desde los tejidos aéreos, lixiviacion de sustancias solubles a partir de
tallos y hojas, descomposicion de residuos o secrecion por diferentes partes de la planta
como las hojas, tallos, raices y flores (Rice, 1984, Putnam and Tang, 1986; Inderjit and

Dakshini, 1995).
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Figura 4. Vias de liberacion de aleloquimicos
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Todos los procesos basicos llevados a cabo por el metabolismo vegetal tales
como, inhibicion de la division celular (Gianfrancisco et al., 1998), sintesis proteica
(Zweig et al., 1972), respiracion (Putman, 1985), fotosintesis (Einhellig et al., 1996;
Rizvi et al.,, 1992; Hussain and Reigosa, 2011) sintesis de clorofila (Hussain and
Reigosa (2011), permeabilidad de membranas plasmaticas (Macias et al., 2003), balance
hormonal (Watanabe et al., 1982, Hollapa and Blum, 1991) absorcién de nutrientes y
relaciones hidricas pueden ser alteradas por estas sustancias alelopaticas (Yamane et al.,
1992). Una de las principales respuestas estudiadas es la inhibicion de la germinacion
de semillas y alteraciones en el crecimiento de las plantas (Lynch, 1980; Putman 1985;
Acciaresi and Asenjo, 2003).

Los acidos benzoico y cinamico en bajas concentraciones pueden inhibir el
transporte de electrones en la fase luminica de la fotosintesis (Einhellig, 1995). La
sorgoleona, presente en exudados radiculares de Sorghum halepense, actiia a nivel del
fotosistema II (Einhellig, 1995).

La bibliografia menciona que estos compuestos fitotéxicos son producidos tanto
por ciertas especies cultivadas como por especies no cultivadas, entre las cuales se

incluyen las malezas (Zamorano, 2006).

Micorrizas arbusculares

La actividad microbiana del suelo influye sobre sus caracteristicas fisicas,
quimicas y biologicas, las cuales determinan la fertilidad de los agroecosistemas
(Guerra Sierra, 2008).

Los microorganismos benéficos entre los que se destacan los hongos
micorricicos, los microorganismos fijadores de nitrogeno y las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) ejercen un papel fundamental sobre la calidad del suelo
(Azcon, 2000).

Las micorrizas arbusculares (HMA) son asociaciones simbidticas mutualistas
que se establecen entre ciertos hongos del Phylum Glomeromycota y las raices de la
mayoria de las plantas, siendo considerada como la simbiosis de naturaleza mas antigua
(Smith and Read, 1997; SchiiBller et al., 2001). Aproximadamente un 80% de las

familias de plantas existentes tienen la potencialidad de formar este tipo de asociacion
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(Trape, 1987; Schwarzott et al., 2001; Brundrett, 2004). En esta asociacién mutualista,
el hongo coloniza biotréficamente la corteza de la raiz, sin causar dafio a la planta,
llegando a ser fisiologica y morfologicamente, parte integrante dicho o6rgano
(Gianinazzi-Pearson, 1996). La planta hospedadora aporta al hongo (heterdtrofo)
esqueletos carbonados procedentes de la fotosintesis y un hébitat protegido, mientras
que el hongo contribuye, por medio de su red de hifas externas a aumentar la absorcion
de nutrientes y agua del suelo transfiriéndolos a la planta hospedadora lo que favorece la

produccion de biomasa (Gange and Ayres, 1999).

Caracteristicas del proceso de colonizacion

El proceso de colonizacion de los hongos micorricicos arbusculares comienza
con la germinacién de las esporas que se encuentran en el suelo o en las raices de las
plantas. En condiciones favorables de humedad y temperatura, las esporas desarrollan
uno o varios tubos germinativos formando el micelio externo, que se extiende hasta
encontrar la raiz para colonizarla (Giovannetti et al., 1993). Las raices de las plantas
exudan compuestos que intervienen en el reconocimiento planta-hongo (Gianinazzi-
Pearson et al., 1989; Akiyama et al., 2005), estimulando la germinacion de esporas y
crecimiento y ramificacion de las hifas, que incluyen flavonoides (Vierheilig and Piché,
2002), strigolactona (Akiyama et al., 2005) y auxinas (Podila, 2002).

Cuando una hifa alcanza la superficie de la raiz forma una estructura llamada
apresorio, producto de la ramificacion y engrosamiento de la pared celular de la hifa.
Luego la hifa penetra en la raiz de la planta. El proceso de colonizacion contintia con la
formacion de hifas intercelulares que colonizan la corteza radical, dando lugar a las
estructuras caracteristicas de esta simbiosis que son los arbusculos, ramificaciones
dicotomicas repetidas de hifas intracelulares (Smith and Read, 1997). Estas estructuras
son las encargadas del intercambio bidireccional de nutrientes y carbono entre el hongo

y la planta.
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Figura 5. Raices de plantas de Mentha x piperita L. micorrizadas, inoculadas con
Funneliformis mosseae. Se observan, a: arbusculos, h: hifas, v: vesiculas. Fuente propia.

La mayoria de estos hongos forman estructuras denominadas vesiculas que
funcionan como 6rganos de reserva de lipidos. Se forman en los extremos de las hifas
inter o intracelularmente a medida que progresa la infeccion (Becard et al., 1993).
Algunas vesiculas pueden transformarse en esporas para su propagacion (Nasim, 2010)

Junto al desarrollo del hongo dentro de la raiz se produce una proliferacion de
hifas en el suelo lo que constituye el micelio externo o extraradical fundamental para la
adquisicion de agua y nutrientes por la plantas, ya que permite explorar microhabitats
del suelo inaccesibles para las raices (Barea, 2000).

A través del micelio intraradical el hongo recibe los esqueletos carbonados de la
planta hospedadora, aportandole a ésta nutrientes inorganicos. Este micelio se desarrolla
en un ambiente que es controlado por la homeostasis de la planta. El micelio
extraradical que se desarrolla en el suelo, cumple con la funcion de absorber los
nutrientes inorganicos y estd expuesto a las variaciones en las condiciones ambientales
del suelo tales como pH, disponibilidad de nutrientes, humedad, etc. (Marschner and

Dell, 1994).
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Figura 6. Ciclo de infeccion de hongos micorricicos. Adaptado de Varma A., B., Hock,
1998.

Importancia de las micorrizas arbusculares

Las micorrizas, permiten aumentar el area potencial de exploracion de las raices
en el suelo, permitiendo una mayor absorcion de nutrientes y agua. Juegan un papel
clave en el reciclaje de nutrientes en el ecosistema, ya que se han demostrado efectos
positivos en la absorcion de nutrientes, dentro de los cuales el mas estudiado ha sido el
fosforo (Yao et al., 2003; Garg and Chandel, 2010). Las micorrizas arbusculares
favorecen ademds la absorcion otros elementos poco solubles y moviles como el
amonio, potasio, cobre, hierro y zinc (Smith and Read, 1997; Zandavalli et al., 2004).
Desde el punto de vista nutricional, las plantas micorrizadas se ven beneficiadas debido
a un incremento en la absorcion de P cuando este elemento es limitante en el suelo.

Las hifas extra-radicales presentan una estructura extremadamente delgada
permitiendo captar nutrientes mas alld de la zona de agotamiento (didmetros entre 1 a 3

u para hifas delgadas y 5 a 10 p para las mas gruesas).
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Las plantas micotréficas pueden exhibir diferente dependencia micorricica. Es
asi que existen plantas que no pueden crecer sin micorrizas ain en suelos fértiles,
mientras que otras pueden presentar una respuesta alta o baja a la micorrizacion,
dependiendo de la fertilidad del suelo (Janos, 1980). Las distintas especies de HMA
pueden presentar también cierto grado de especificidad con respecto a las plantas
hospedadoras y diferir en su capacidad de estimular el crecimiento de las plantas, asi
como distintas especies vegetales pueden responder diferencialmente a la inoculacion
con HMA (Vierheiling and Ocampo, 1991). La colonizacion de las raices estd
influenciada por factores bidticos, como las caracteristicas genéticas de la planta
huésped y del organismo colonizador o factores abidticos como el tipo de suelo,
humedad, pH y temperatura (Johnson et al., 1991; Matsubara and Harada, 1996).

Entre otras ventajas de esta asociacion en los sistemas suelo-planta se ha
estudiado la induccion de una mayor tolerancia/resistencia frente a distintos estreses
bidticos y abioticos. Las micorrizas pueden conferir tolerancia a patdgenos del suelo, ya
sea por competencia por los sitios de colonizacion (Linderman et al., 1992) o por activar
mecanismos de defensa en la planta huésped (Cordier et al., 1996). También se ha
investigado el incremento de la tolerancia de las plantas al estrés hidrico, salino, por
deficiencia de nutrientes, exceso de metales pesados y sustancias fitotoxicas (Barea et
al., 2005a; Beltrano and Ronco, 2008; Ruscitti et al., 2011; Kaya et al., 2009; Kohler et
al., 2008; Manoharan et al., 2010; Beltrano et al., 2013b). Se ha descrito ademas que las
micorrizas confieren tolerancia a pesticidas (Ocampo, 1993), herbicidas (Ocampo and
Barea., 1982; Beltrano et al, 2013a), o residuos de la industria petrolera (Cabello, 1997)
Los HMA también contribuyen a la agregacion de los suelos mejorando su estructura
(Bronick and Lal, 2005; Kohler et al., 2008) y en consecuencia su porosidad y retencién
de agua.

El desarrollo y la supervivencia de las micorrizas arbusculares pueden ser
alteradas por practicas culturales tales como la fertilizacion, aplicacion de pesticidas,
rotaciones de cultivos, desinfeccion de suelos y factores medioambientales,
disminuyendo la poblacion de HMA nativos (Gianinazzi and Schiiepp, 1994; Augé,
2001; Moreira and Siquiera, 2006).

La aptitud de estos hongos para favorecer el desarrollo de un cultivo depende de
su infectividad (capacidad de penetrar y extenderse en la raiz) y efectividad (capacidad
de mejorar el crecimiento y tolerancia a estrés del hospedero) (Sylvia and Williams,
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1992). Se requieren mayores estudios sobre la respuesta a la inoculacion, pero se estima,
que su introduccion pude disminuir los niveles de fertilizantes requeridos sobre todo en
la fase de establecimiento de los cultivos. Los hongos micorricicos arbusculares
constituyen un insumo microbioloégico promisorio para una agricultura sustentable
debido a su papel en el funcionamiento de los ecosistemas y su potencial participacion

como fertilizantes biologicos (Guerra Sierra, 2008).

Interaccion entre la alelopatia y la micorrizacion

La alelopatia es una caracteristica distintiva que presentan las malezas o plantas
invasoras, que les permite competir por agua, luz solar, nutrientes y didoxido de carbono,
al segregar compuestos quimicos que afectan el normal crecimiento de otras especies
(Inderjit and Dakshini, 1995). Se ha demostrado que las sustancias alelopaticas pueden
incrementar la habilidad competitiva de las plantas que las producen ejerciendo un
efecto directo sobre los individuos proximos, pero también pueden provocar efectos
indirectos al provocar disturbios en las asociaciones benéficas de cierta plantas con
HMA vy bacterias, disminuyendo su capacidad para obtener recursos tales como el
fosforo y el nitrogeno (Koide and Li, 1991). A través de los mecanismos antes
mencionados, las plantas invasoras, crean condiciones favorables para su
establecimiento (Hierro, 2003). Distintos investigadores estudiaron el efecto de los
flavonoides exudados por las raices de algunas plantas como por ejemplo los
provenientes de Allium porrum (Gianinazzi-Pearson et al., 1989), trébol blanco
(Scervinio et al., 2005), lupino (Hirosulke et al., 2002) y alfalfa (Tsai and Phillips,
1991), sobre el crecimiento de hongos formadores de micorrizas arbusculares. Los
flavonoides pueden estimular o inhibir la germinacién de las esporas como asi también
el crecimiento y ramificacion de las hifas (Becard et al., 1992).

Siqueira et al., (1992) encontraron que la aplicacion exdgena de compuestos
fendlicos estimulaba la poblacion de HMA indigenas, provocando un incremento en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos. Algunos sustancias aleloquimicas pueden
afectar en forma adversa la colonizacién micorricica de las raices de las plantas, como
es el caso de los extractos de cortezas y hojas de Melia azadarach L. (Mushtaq, et al.,
1993; Javaid et al., 1995, 1996). Boufalis, (1994) determindé que los compuestos
fendlicos reducen el consumo de oxigeno de algunos hongos micorricicos.
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Investigaciones realizadas con Alliaria petiolata identifican como uno de los
mecanismos de competencia de esta especie invasora, la produccién de sustancias con
propiedades aleloquimicas e inhibitorias sobre la formacion de asociaciones
micorricicas (Stinson et al., 2006). Existe poca informacion en esta area debido
principalmente, a la dificultad encontrada en el estudio de las complejas interacciones
entre los componentes de la rizosfera en condiciones reales. Bajwa, (2005), determind
que el estrés alelopatico afectd en forma negativa la colonizacion micorricica en plantas
de maiz creciendo en presencia de aleloquimicos provenientes de residuos de Melia
azadarach L., sin embargo, las plantas micorrizadas presentaron un crecimiento mayor
de tallos y raices comparadas con las no micorrizadas. Ademas, se ha demostrado que
los HMA permiten soportar el estrés alelopatico debido posiblemente a la mejora en el
estado de nutricion de las plantas micorrizadas (Javaid, 2007). Bajwa et al., (2000)
encontraron que bajo condiciones de estrés alelopatico causado por Imperata cilindrica,
los hongos Glomus mosseae y G. fasciculatum mejoraron el rendimiento de plantas de
trigo, observandose una respuesta diferencial en funcion del hongo utilizado. Javaid and
Bajwa, (1999) investigaron el efecto de la inoculacién con HMA sobre un cultivo de
maiz bajo estrés alelopatico causado por la incorporacion de extractos foliares de Melia
azedarach L. y observaron que la inoculacién morigeraba en forma significativa los
efectos fitotoxicos evidenciado por un mayor desarrollo de aéreo y raices. No obstante,
se plantean incognitas tales como: velocidad de infestacion, actividad y viabilidad de
hifas, formacion y germinacion de esporas y ramificacion de hifas en presencia de
compuestos alelopaticos y dependencia micorricica. No se han realizado trabajos que
evaltien el potencial alelopatico de sorgo de Alepo sobre la asociacion micorricica.

Con respecto al transporte de estos aleloquimicos a través de las hifas existe
escasa informacion. Allen, (1996) determin6 que las micorrizas facilitan el transporte de
las sustancias aleloquimicas del suelo hacia las plantas, pudiendo alcanzar los niveles de
inhibicion de crecimiento de las plantas hospedantes mds rdpidamente. Achatz and
Rillig, (2014) demostraron que el micelio desarrollado por los hongos del suelo, como
los que forman los HMA, facilitan los procesos de transporte de los aleloquimicos,
ampliando la zona de actividad de estos fitotoxicos. Sus resultados demostraron que la
juglona acumulada en el suelo, disminuy6 el crecimiento de plantas de tomate y que
dicha reduccion fue mayor en las plantas que estaban micorrizadas. Resultados de
experimentos realizados en campo, por los mismos autores (Achatz et al., 2014) apoyan
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la idea que las micorrizas desempefian un rol importante en la transferencia de
aleloquimicos en los entornos naturales, conectando los sistemas radiculares de distintas
especies, a través de la formacion redes miceliales comunes en el suelo (Giovannetti et

al. 2001; Voets et al., 2006).

Micorrizacion y plantas aromdticas

Existen antecedentes en lo que hace a la participacion de los HMA en especies
aromaticas y medicinales, abocados a analizar el incremento de la produccion de
biomasa y otros pocos trabajos relacionan la interaccion de estos hongos con las plantas
aromaticas y la produccion de aceites esenciales (Kahaliq and Janardhanan, 1997;
Abduk-Khaliq et al., 2001; Gupta et al., 2002; Cabello et al., 2005). Sirohi and Singh,
(1983) reportaron mayor biomasa y rendimiento de aceite esencial en plantas de Mentha
piperita inoculadas con Glomus fasciculatus comparadas con las plantas no inoculadas.
Estudios realizados con Mentha arvensis demostraron que la inoculacion con HMA
incremento el crecimiento y la produccion de aceites esenciales (Freitas et al., 2004;
Khaliq and Janardhanan, 1997). Kapoor et al., (2002) obtuvieron resultados similares
en Coriandrum sativum y Arango et al., (2006) en Mentha x piperita. Khaosaad et al.,
(2006) inocularon plantas de Ocimum basilicum con Glomus mosseae las cuales
presentaron mayor biomasa y porcentaje de aceites esenciales comparadas con las no
inoculadas. Resultados similares fueron encontrados por Copetta el al., (2006); Rasouli-
Sadaghiani el al., (2010). Kapoor et al., (2007) también llegaron a los mismos
resultados pero en Artemisia annua y Gupta et al., (2002) en plantas de Mentha arvensis
inoculadas con G. fasciculatum. Del mismo modo, Freitas et al. (2004) observaron que
la inoculacion con HMA produjo incrementos de hasta 88% en el porcentaje de aceites
esenciales en relacion a las plantas no inoculadas. Karangiannidis et al., (2012),
determinaron que plantas de Oreganum vulgare, O. onites, Mentha viridis, M. spicata y
M. piperita presentaron aumentos significativos en el peso seco de tallos y raices como
asi también en la concentracion de nutrientes y aceites esenciales cuando fueron
inoculadas con Glomus etunicatum comparadas con las plantas no inoculadas. Shabani
et al., (2013) observaron que la inoculacion de plantas de Menta spicata con G. mosseae
y G. etunicatum, produjeron o aumentos significativos en el peso fresco y seco,
contenido de clorofila y nutrientes comparadas con la no inoculadas, y que la respuesta
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dependia del hongo utilizado, siendo en este caso G. etunicatum mas eficaz comparado
con G. mosseae.

Considerando por una parte la importancia economica del cultivo de menta, la
respuesta favorable a la micorrizacion con HMA y por otro lado los efectos alelopaticos

del sorgo de Alepo sobre los cultivos los objetivos planteados en este trabajo fueron:

Objetivo general:

- Determinar el efecto de los aleloquimicos provenientes de la descomposicion de
rizomas de Sorghum halepense (L.) Pers. sobre la micorrizacion, acumulacion de

materia seca, y aceites esenciales en Mentha x piperita L.

Objetivos particulares:

- Evaluar el efecto de distintas cantidades de rizomas de S. halepense sobre el
crecimiento de plantas de menta mediante determinaciones morfoldgicas (acumulacion
de materia seca aérea y de raiz, area foliar, relacion tallo/hoja), fisiologicas (fotosintesis

y transpiracion) y bioquimicas (clorofila, proteinas, ALP)

- Analizar el efecto los aleloquimicos provenientes de los de rizomas de S. halepense

sobre la produccion de aceites esenciales en el cultivo de menta.

- Analizar el efecto de los los aleloquimicos provenientes de de rizomas de S. halepense

presentes en el suelo sobre la micorrizacion de plantas de menta.

- Evaluar la presencia, viabilidad y actividad de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares en suelos bajo la presencia de compuestos liberados por los rizomas de S.

halepense.
- Determinar si las micorrizas arbusculares contribuyen a mejorar el crecimiento y

produccion de materia seca de plantas de menta piperita en presencia de aleloquimicos

de S. halepense.
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- Estudiar la eficiencia comparativa de diferentes HMA en respuesta al estrés

alelopatico causado por los aleloquimicos liberados por los rizomas de S. halepense en

el cultivo de menta, cuantificada a través de la produccion de materia seca y de aceites

esenciales.

Hipdotesis

La liberacion de sustancias alelopaticas por los rizomas de sorgo de Alepo
produce efectos fitotoxicos afectando, la micorrizacion de las raices, el
crecimiento y la produccion de materia seca y aceites esenciales de la menta.
Esta fitotoxicidad afecta la simbiosis, dando como resultado una menor
absorcion de agua y nutrientes, fundamentales para el crecimiento y desarrollo

de las planta.
La inoculacién de la menta con micorrizas especificas reduce el efecto negativo

de los aleloquimicos provenientes de la descomposicion de rizomas de sorgo de

Alepo.
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Capitulo 2
Materiales y Métodos
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Ubicacion de los experimentos

Los ensayos se realizaron en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP-CONICET) en la ciudad de La Plata
(latitud 34°S, longitud 58°0), y en el Laboratorio de Bioquimica y Fitoquimica de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP), entre los afios 2011 y 2012.

Material Biologico

Material vegetal

Los experimentos se llevaron a cabo con plantas de Mentha x piperita L.
obtenidas de parcelas experimentales pertenecientes al Laboratorio de Bioquimica y
Fitoquimica, implantadas en la Estacion Experimental J. Hirschhorn de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP).

Los rizomas de sorgo de Alepo (Sorghum halepense (L.) Pers.) se
recolectaron de plantas provenientes de infestaciones espontineas de la misma

Estacion Experimental.

Material fungico, preparacion del inoculo

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) que componen el indculo
utilizado en los ensayos, fueron las siguientes especies identificadas taxondomicamente
como Glomus intraradices cepa B; (IBl), actualmente denominado Rhizophagus
irregularis o Rhizophagus intraradices ((Blaszk., Wubet, Renker & Buscot) C. Walker
& A. SchiiBller comb. nov.; Stockinger et al., 2009), proveniente del Banco in vitro de
Glomeromycota, BGI, Bs. As., Argentina y Glomus mosseae (IM) aislado SB1, de la
Coleccion del Instituto Spegazzini, UNLP, actualmente denominado Funneliformis
mosseae ((T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schuessler 2010)). Dicho indculo se
multiplic6 en terrinas, utilizando como sustrato una mezcla estéril de
arena:perlita:vermiculita (1:1:1 v/v) y trébol blanco (7rifolium repens L.) como planta
trampa. Las plantas de trébol crecieron en condiciones controladas en camaras de
cultivo. Al cabo de tres meses posteriores a la inoculacion, se suspendio el riego,
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dejando secar las plantas para luego eliminar la parte aérea. Las raices se cortaron en
fragmentos pequefios mezclandolas en forma homogénea con el sustrato.

El in6culo estaba constituido por una mezcla de sustrato, hifas, fragmentos de
raices de trébol (7rifolium repens L.) micorrizadas en un 90 % y una densidad de 60

-1
esporas g de sustrato seco.

Experimento N° 1: Evaluacion de distintas concentraciones de extracto acuoso de

rizomas de sorgo de Alepo sobre la micorrizacion y parametros de crecimiento de

plantulas de Mentha x piperita L.

Material vegetal

Se utilizaron trozos de estolones de plantas de Mentha x piperita de 33+2 mm

de longitud y 5+1 mm de didmetro, con un nudo sin brotes.

Preparacion del extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo

La preparacion del extracto acuoso se realiz6 a partir de rizomas de sorgo de
Alepo. Los rizomas recolectados se lavaron con agua y desinfectaron con una solucion
de hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos, posteriormente se enjuagaron con
agua destilada estéril tres veces y se dejaron secar a temperatura ambiente (25°C) por
tres dias. Luego se procedi6 a molerlos utilizando una procesadora. A partir de este
material se prepard una soluciéon madre de extracto con 25 g de rizomas en 100 mL de
agua destilada estéril (Javaid and Anjum, 2006), la que se dejé macerar durante 72 hs en
camara fria a 4°C. El macerado se filtr6 con una doble tela de queso y el producto del
filtrado se centrifug6 a 4000 rpm por 30 minutos. El sobrenadante se guardo a 4°C hasta
el momento de su utilizacion.

A partir de la solucion madre de extracto acuoso de rizomas se realizaron las

siguientes diluciones utilizando solucion nutritiva Hoagland:
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S0: soluciéon Hoagland 100%

S1: 5% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo + 95% solucion
Hoagland

S2: 10% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo + 90% solucion
Hoagland

S3: 15% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo + 85% solucion
Hoagland

S4: 25% extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo + 75% solucion

Hoagland

Para cada concentracion de extracto se determino:

- pH: se utiliz6 un peachimetro marca Methler (Tabla 1).

- Conductividad eléctrica: se utilizd6 un conductimetro marca Jenco 3173
(Tabla 1).

- Contenido compuestos fenolicos totales: El contenido de compuestos
fenolicos totales se determind por el método colorimétrico que emplea el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), con ligeras modificaciones.

Una muestra de 25 pL de extracto diluido (1:1) fue transferida a un tubo que
contenia 1775 pL de agua bidestilada, luego se afiadieron 400 pL de Na,CO; 20% (p/v)
en NaOH 0,1 N y 200 pL de reactivo Folin-Ciocalteau diluido en agua destilada (1:1).

La absorbancia de la soluciéon se midié a 760 nm al completar 90 min de
reaccion. Las determinaciones se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu UV-
160A.

La concentracion de fenoles totales fue calculada usando una curva de
calibracion con acido galico. Los resultados se expresaron como pg de acido galico por

mL de extracto. Las determinaciones se realizaron por triplicado. (Tabla 2).

Solucion nutritiva Hoagland

La composicion de la solucion nutritiva utilizada se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Formula de la solucion nutritiva de Hoagland

Solucion madre de macronutrientes mL / litro
KH,PO, 1M 1
KNO; 1M 5
Ca(NO;), 4H,0 1M 5
MgSO, 7H,0 1M 2
EDTA-Fe * 1
Soluciones madres de micronutrientes g / litro
H;BO; 2,86
MnCl, 4H,0 1,81
ZnCl, 0,11
CuCl, 2H,0 0,05
NazMOO4 2H20 0,025

*EDTA-Fe (Sal sodica del acido etilendiamino tetracético y FeSO, 7H,0)

La conductancia eléctrica de la solucién Hoagland fue de 1,77 mS cm™ y el pH

5.47.

Tabla 2. Conductividad eléctrica (mS cm™), pH y fenoles totales (ug de 4cido gélico
mL™") de las distintas concentraciones de los extractos preparados a partir de rizomas de
Sorgo de Alepo.

Concentracion de Conductividad 1
L Compuestos fendlicos
Extracto de sorgo de Alepo eléctrica pH (ug de ag mL™)
(%) (mS cm™) e &
25 2,75 3,8 157,83
15 2,54 4.4 113,72
10 2,33 4,4 70,76
5 2,27 4,4 51,3

Condiciones de crecimiento

El ensayo se desarrolld en invernaculo con condiciones de fotoperiodo y
temperatura correspondiente para la ciudad de La Plata.

Se colocaron estolones de menta piperita en bandejas sobre un sustrato de
arena:perlita:vermiculita (1:1:1v/v) al cual se le incorporé un 10% de ind6culo

Rhizophagus intraradices cepa Bl). A las bandejas no inoculados (NI) se les agrego la
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misma cantidad inoculo previamente autoclavado (inactivado), a fin de uniformar las
condiciones de crecimiento.

A los 30 dias, los estolones enraizados, se trasplantaron a speedling de 72
celdas (capacidad de cada celda 43 cm?®). A partir del trasplante, los estolones se regaron
semanalmente con solucion nutritiva Hoagland junto con los extractos de SA hasta

capacidad de campo.

Tratamientos

Los tratamientos realizados fueron el resultado de la combinacion de 5 (cinco)
concentraciones de extractos de rizomas de sorgo de Alepo 0% (S0), 5% (S1), 10%
(S2), 15% (S3) y 25% (S4) y la inoculacién o no con hongos micorricicos, Rhizophagus
intraradices B1 (IB1). De ese modo resultaron 10 tratamientos, los cuales se detallan en
la tabla 3. Los tratamientos sin agregado de extracto (SO) y sin inocular (NI)

constituyeron los testigos (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos correspondientes al experimento N° 1

NI: plantas no inoculadas, IB1: planas inoculadas con R. intraradices B1: S0: riego con
Hoagland sin extracto; S1: riego con extracto al 5%, S2: riego con extracto al 10%; S3:
riego con extracto al 15%; S4; riego con extracto al 25%.

TRATAMIENTO TRATAMIENTO
NISO IB1 SO
NI SI IBIS1
NI S2 IB1S2
NI S3 IBI S3
NI S4 IBI S4

Las plantas se cultivaron durante 60 dias a partir del trasplante. A los 30 y 60

dias después del trasplante, se realizaron las siguientes determinaciones:
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Analisis de la infectividad de los hongos micorricicos arbusculares

La infectividad micorricica se evaluo a través de la colonizacion fingica segun

Trouvelot et al. (1986) y se expresd como el porcentaje de micorrizacion (M%).

Tincion de raices micorrizadas

Se seleccionaron en forma aleatoria fracciones de raices no lignificadas y se
procedio a clarificar y tefiir segun la técnica de Phillips & Hayman (1970). Las raices se
aclararon con KOH al 10% (p/v) (10 min., 100°C). Luego se lavaron tres veces con
agua y se aplico una solucion de HCI 0,IN (5 min. a T* ambiente). Finalmente se
tifieron con azul de tripan (5 min. a 95°C). El colorante tifie de color azul las estructuras
del hongo que contienen quitina, principal componente de las paredes celulares de los
hongos micorricicos arbusculares (HMA). Luego las raices se conservaron en una

solucion de lacto-fenol.

Porcentaje de micorrizacion y eficiencia de la colonizacion micorricica

Fragmentos de raices tefiidas, de aproximadamente lcm de longitud, se
montaron en portaobjetos afiadiendo gotas de acido lactico y se cubrieron con un
cubreobjeto observandose al microscopio Optico. Se realizaron 3 repeticiones de cada
tratamiento, cada una de 10 fragmentos de raiz.

De cada muestra se observo la presencia de campos negativos (sin presencia
de estructuras fingicas) y positivos (con presencia de estructuras fungicas). En los
campos positivos se tuvo en cuenta el tipo de estructuras (arbusculos, vesiculas, hifas)
presente dentro de la raiz. El porcentaje de micorrizaciéon (M%) se calculdé como la
proporcion de raices infectadas sobre el namero total de fragmentos de raiz observados,
calculando también el porcentaje de arbusculos (% Ar) y vesiculas (%V).

La eficiencia de la colonizacion micorricica fue estimado por la dependencia

micorricica (DM) de acuerdo a Plenchette et al., (1983), que relaciona la materia seca de
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las plantas inoculadas con la de las plantas no inoculadas cultivadas bajo las mismas

condiciones; se calculdo como:

DM = PST de plantas micorrizadas — PST de plantas no micorrizadas x 100
PST de plantas micorrizadas
PST= peso seco total

Parametros de crecimiento:

- Altura de la planta (cm): Se realizd con una regla, desde la base hasta el
apice.

- Peso seco aéreo (de hojas vy tallos) (g planta™): fueron obtenidos por secado
del material en estufa a 80°C hasta peso constante.

-Peso seco de raiz (g planta™): fueron obtenidos por secado del material en
estufa a 80°C hasta peso constante.

- Longitud de raiz (cm): se midié con una regla graduada en mm, desde el

cuello hasta el apice de la raiz de mayor longitud.

Analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado en un factorial de 2 x
5, con dos niveles de micorrizacion (NI; IB1) y cinco niveles de extracto acuoso de
sorgo de Alepo (SO: libre de extracto; S1: extracto al 5%; S2: extracto al 10%; S3:
extracto al 15% y S4: extracto al 25%). Los datos fueron sometidos a analisis de la
varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics Centurion).
Los datos porcentuales de micorrizacion se transformaron previamente en arcoseno para
su andlisis estadistico.

El niimero de repeticiones (n) en cada tratamiento dependidé de la variable en

estudio (n=4 para parametros de crecimiento y n=3 para micorrizacion).

Experimento N° 2: Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo

de Alepo sobre la micorrizacion, crecimiento, parametros fisiolégicos y

bioquimicos de plantas de Mentha x piperita L.
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Material vegetal

Se seleccionaron estacas apicales de Mentha x piperita L de 5 cm de longitud

con dos nudos y dos pares de hojas.
Condiciones de crecimiento

El experimento se llevo a cabo en invernaculo, en condiciones naturales de luz
y temperatura para la ciudad de La Plata durante los meses de noviembre a enero.

Las estacas se desinfectaron con una solucion al 0,5% de hipoclorito de sodio
durante 10 min, se enjuagaron tres veces con agua estéril y se colocaron en bandejas de
plastico con perlita:vermiculita (1:1) como sustrato, para su enraizamiento. Al cabo de
10 dias se realizo el trasplante de las estacas enraizadas a speedling de 250 cm’® de
capacidad con wun sustrato constituido por wuna mezcla esterilizada de
perlita:vermiculita:arena (1:1:1 (v/v)) al cual se le incorpord 12 g de indculo micorricico
por celda (F. mosseae (IM) o R. intraradices B1 (IB1)). A las celdas no inoculadas (NI)
se les incorporaron 12 g de una mezcla autoclavada de los dos indculos (indculo
inactivado), a fin de uniformar las condiciones de crecimiento. A partir del trasplante las
estacas se regaron semanalmente hasta capacidad de campo, con solucion de Hoagland
y las diluciones al 0, 5, 10 y 15 % del extracto obtenido a partir de los rizomas de sorgo

de Alepo.
Tratamientos

En este ensayo se elimino la concentracion de S4 (25% de extracto) porque en
los experimentos previos resulto inhibitoria del crecimiento y se incorpor6 otra cepa de
hongos micorricicos para evaluar el comportamiento diferencial de distintos in6culos.
Los tratamientos realizados fueron 12 resultado de una combinacion de distintas
concentraciones de extractos de sorgo de Alepo 0% (S0), 5% (S1), 10% (S2) y 15%
(S3) y la inoculacion con hongos micorricicos, F. mosseae (IM) y R. intraradices Bl
(IB1), los que se presentan en la tabla 4. Los tratamientos sin agregado de extracto (S0)
y sin inocular (NI) constituyeron los testigos (Tabla 4).
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Tabla 4. Tratamientos correspondientes al experimento N° 2. NI: plantas no inoculadas,
IB1: plantas inoculadas con R. intraradices B1, IM: plantas inoculadas con F. mosseae:
SO: riego sin extracto; S1: riego con extracto al 5%, S2: riego con extracto al 10%; S3:
riego con extracto al 15%.

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
NI SO IM SO IB1 SO
NI S1 IM S1 IBI S1
NI S2 IM S2 IB1 S2
NI S3 IM S3 IBI S3

El extracto de rizomas de sorgo de Alepo y la solucion de Hoagland utilizado
en este ensayo fueron preparados en las mismas condiciones indicadas para el

experimento N° 1.

Las plantas se cultivaron durante 60 dias en invernaculo.

Andlisis de la infectividad y eficiencia de la colonizacion micorricica

Se determiné a los 30 y 60 dias después del trasplante (Idem experimento N°
1)

Viabilidad de las estructuras fungicas (SDH)

La determinacion de la viabilidad de las estructuras fingicas se determiné a los
60 DDT, evaluando la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (% SDH),
basada en el porcentaje de micorrizacion, de acuerdo al procedimiento descrito por
Smith and Gianinazzi-Pearson (1990). Las raices se colocaron en una solucion 0,2 M de
Tris-HCL, pH 7; 2,5M de succinato de sodio.6H,O; 5 mM de MgCl, y 4 mg/mL de
nitroblue tetrazolium. Los fragmentos de raices se tifieron en oscuridad durante 18 hs a
temperatura ambiente, y luego se aclararon con una solucion de hidrato de cloral al
75%. Finalmente se tifieron con una solucién de fuccina-acida al 0,01% en acido lactico
durante 8 min a 90 °C. Los fragmentos de raices tefiidos con fuccina acida, se
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dispusieron en portaobjetos de la misma manera que aquellos teflidos con azul de tripan,
y se cuantificd el % de raices que presentaban actividad observandose las estructuras del

hongo coloreadas de azul.

Parametros de crecimiento
Altura de plantas de Mentha x piperita al comienzo de los tratamientos con
extractos de SA
Se realizaron cinco mediciones de la altura de las plantas de menta a partir de
los siete dias de comenzado el riego con el con el extracto acuoso de rizomas de SA

y cada 3 dias.

A los 30 dias después del trasplante se registro:

- Area foliar por planta (cm?): con un medidor de 4rea foliar (LICOR, Li 3000
Lincoln, NE, EE.UU.).

- Peso seco de hojas, tallos y raices y longitud de raiz. (Idem experimento
N°1)

A los 60 dias después del trasplante se registro:

- Area foliar por planta (cm?), altura, peso seco de hojas, tallos y raices y
longitud de raiz, N° hojas de los tallos (Idem experimento N° 1)

- Volumen de raiz (cm®): Las raices se lavaron, se eliminé el exceso de agua y
se introdujeron en una probeta graduada, el volumen desplazado se tomo como volumen

radical (O—Quezada et al., 2011).

Determinacion de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP)

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) en las raices se
determind utilizando un el kit del Laboratorio Wiener (Rosario, Argentina). Las raices
se lavaron con agua destilada en frio para remover las particulas de sustrato y se
almacenaron a 4°C hasta el momento de ser analizadas. Las raices se molieron en
mortero con nitrégeno liquido con el agregado de buffer pH 10 de 4-aminoantipirine (29
mM) en 3- amino-metilpropanol y se incubaron a 37°C por 10 min. Luego se agrego
ferrocianuro de K (10 mM) y se centrifugd a 2000 x g durante 10 min, se separ6 el
sobrenadante y se determind la absorbancia a 520 nm. Los resultados se expresan como
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mU mL" de extracto de raices. Una unidad (U) de ALP equivale a la cantidad de
enzima que permite la formacion de 1 pumol de producto por minuto bajo las

condiciones de ensayo.

Determinacion de la conductividad relativa de membranas celulares en hojas y

raices

La conductividad relativa de las membranas celulares de hoja y raiz (CR) se
evalud a partir de 500 mg de hoja o raiz por tratamiento. Se determind de acuerdo a
Lutts et al., (1996) con algunas modificaciones, utilizando un conductimetro Jenco
3173.

La CR se determino de acuerdo a la siguiente ecuacion:

CR=C1x100
C2
Donde

Cl y C2 representan la pérdida de electrolitos, expresada como la
conductividad eléctrica (dS m™), medida después de 4 h de incubacién a 25 °C (C1) y

luego de autoclavar el material a 120 °C durante 20 min (C2).

Determinacion de la fotosintesis neta, transpiracion y conductancia
estomatica
La fotosintesis neta (PN), transpiracion (E) y conductancia estomatica (CS) se
determinaron a los 60 DDT, utilizando un analizador de gases infrarrojos portatil
(modelo CIRAS-2®, PP Systems), que estima la asimilacion neta de CO, expresada en
umol CO, m~2 s, Las mediciones fueron realizadas a 25°C con una concentracién de

CO; externo de 360 ppm, 1000 pmol m™s™.

Estimacion del contenido de clorofila y carotenoides.

El contenido de clorofila y carotenoides se determin6 a partir de un disco de
hoja de 1 cm de diametro. Se utiliz6 N, N-Dimetilformamida como solvente de
extraccion, determinando la absorbancia de la solucion a las longitudes de onda 647,
664 y 480 nm, en un espectrofotometro Shimadzu UV 160 A. El calculo del contenido

de pigmentos se realizo de acuerdo a Wellburn (1994) en las siguientes ecuaciones:
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Clorofila a (ug cm™) = 12 x Ab663.8 — 3.11xAb646.8

Clorofila b (ug cm™) = 20.78 x Ab646, — 4.88xAb663.8

C total a+b (ug cm™) = 17.67 x Ab646.8 + 7.12x Ab 663.8
Carotenoides (ug cm?) = (1000 x Ab480 — 1.12 Ca— 34.07 Cb) / 245

Determinacion del contenido de proteinas solubles en hojas
El contenido de proteinas solubles se determind de acuerdo al método de
Bradford en 4 discos de hoja de 1 cm de didmetro. La curva patrén se realizé con

albumina de suero bovino (BSA, Sigma Chemical Co).

Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 3 x
4, con tres niveles de micorrizacion (NI; IB1; IM) y cuatro niveles de extracto acuoso de
sorgo de Alepo (SO: libre de extracto; S1: extracto al 5%; S2: extracto al 10%; S3:
extracto al 15%). Los datos fueron sometidos a andlisis de la varianza y las medias
comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales
de micorrizacion y de actividad de SDH se transformaron previamente en arcoseno para
su analisis estadistico.

El niimero de repeticiones (n) en cada tratamiento dependid de la variable en
estudio (n=4 para parametros de crecimiento, n=3 para las determinaciones bioquimicas

y fisioldgicas, y % de micorrizacion, % SDH y ALP).

Experimento N° 3. Efecto de los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo

de Alepo sobre la micorrizacion, la materia seca, parametros fisiologicos y

bioquimicos y aceites esenciales de plantas de Mentha x piperita L.

Material vegetal

Se seleccionaron plantines de Menta piperita enraizados de 15 cm de longitud
provenientes de las parcelas experimentales pertenecientes al Laboratorio de
Bioquimica y Fitoquimica implantadas en la Estacion Experimental J. Hirschhorn
(EEJH).
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Los rizomas de Sorghum halepense, se recolectaron de un lote de maiz de la
(EEJH), se lavaron con agua y desinfectaron con una solucioén de hipoclorito de sodio al
10% durante 10 minutos, posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril tres
veces y se dejaron secar a temperatura ambiente (25°C) durante tres dias. Dichos
rizomas se cortaron en trozos de 1 cm de longitud y se mezclaron con el sustrato a
utilizar en tres proporciones, calculadas teniendo en cuenta valores de materia seca de
rizomas de sorgo de Alepo encontrados en distintos sistemas de produccion citados en

la bibliografia, (Ghersa y Soriano, 1980; Ghersa y Satorre, 1981; Mc Whorter, 1981).

Condiciones de crecimiento

El experimento se condujo durante los meses de octubre a mediados de enero en
las condiciones naturales de luz y temperatura de la ciudad de La Plata. Se utilizaron
macetas plasticas de 3 kg de capacidad. El sustrato con el que se llenaron las macetas
fue una mezcla de tierra negra tamizada y arena (1:1 v/v). El suelo utilizado fue un
argiudol vértico: pH: 5,5; CE: 0,91 mmhos.cm™; P: 10 mg kg™'; materia organica: 3,5%
and total N: 0,24%, procedente de las proximidades del INFIVE. Dado que la rizosfera
puede contener una microflora especifica capaz de degradar los aleloquimios (Inderjit,
2005), se tom¢ la precaucion de que en tiempos recientes en dicho suelo no hubiese
crecido sorgo de Alepo.

A cada maceta se le agregaron distintas cantidades de rizomas de Sorghum
halepense correspondientes a los distintos tratamientos, los cuales fueron mezclados con
el sustrato a utilizar. (Tabla 5).

Seis dias después de la preparacion del sustrato con los rizomas, se colocaron
los plantines enraizados de Mentha x piperita en los recipientes junto con el agregado
de 40 g de inoculo micorricico por maceta. El ensayo se desarrolld bajo cubierta de
polietileno transparente (200 um de espesor) para evitar las precipitaciones.

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) del inoculo utilizado fueron
Rhizophagus intraradices cepa B (IB1) y Funneliformis mosseae (IM) aislado SB1, los
mismos utilizados en el ensayo 2. El riego se realizé con agua corriente hasta capacidad

de campo.
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Tratamientos

Los tratamientos realizados fueron 12 resultado de la combinacién de tres
proporciones de rizomas de sorgo de Alepo: RO, sin la incorporacion de rizomas, R1: 10
g de rizomas por maceta, equivalentes a 250 g m”> MS, R2: 20 g (500 g m™ MS), y R3:
32 g (800 g m™? MS). La inoculacién se realizd con los hongos micorricicos,
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices B1 (IB1). Los tratamientos sin
agregado de rizomas (R0) y sin inocular (NI) constituyeron los testigos. A las macetas
no inoculados (NI) se les agregd la misma cantidad indculo a fin de uniformar las

condiciones de crecimiento (Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos correspondientes al experimento N° 3. NI: plantas no
inoculadas; IM: plantas inoculadas con F. mosseae; 1B1: plantas inoculadas con R.
intraradices, RO: 0 g de rizomas (0 g m™), R1: 10 g de rizomas, R2: 20 g de rizomas
y R3: 32 g de rizomas, cantidades equivalentes a 250, 500 y 800 g m* MS de rizomas
respectivamente.

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
NIRO IM RO IBI RO
NIRI1 IMRI1 IBI R1
NIR2 IM R2 IBI R2
NIR3 IMR3 IBI R3

Las plantas se cultivaron durante 90 dias cosechandose en estado de floracion.

Andlisis de la infectividad y eficiencia de la colonizacion micorricica.

El anélisis de la infectividad de los hongos micorricicos, viabilidad de las

estructuras fungicas (SDH) y dependencia micorricica (DM) se determinaron a los 90

dias después de la plantacion (Idem experimento N° 2).
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Determinacion de parametros de crecimiento:
A partir de los 30 dias después de la plantacion de los plantines se
registraron datos de altura de planta cada 10 dias durante 30 dias.
El ensayo culmindé con la cosecha de las plantas 90 dias después de la
plantacion, realizando las siguientes determinaciones.
De las plantas cosechadas se separd la parte aérea de la radical y se
determino
- Altura de la planta (Alt) cm,
- Area foliar total (AF) cm?,
- Peso seco de hojas (PSH) g,
- Peso seco de tallo (PST) g,
- Peso seco de raiz (PSR) g,
El peso seco de hojas y tallos se realizé pesando el material secado en estufa
a 40°C hasta peso constante, ya que este material se utilizé también para cuantificar

el porcentaje de aceites esenciales (AE).

- Determinacion de la fotosintesis neta y conductancia estomatica

Idem experimento N° 2

-Estimacion del contenido de clorofila y carotenoides

Idem experimento N° 2

-Determinacion del contenido de proteinas solubles de hojas

Idem experimento N° 2

-Determinacion de la conductividad relativa de hojas y raices.

Idem experimento N° 2

-Extraccion y cuantificacion de aceites esenciales

Para la extraccion de los aceites esenciales se utilizd un equipo de

hidrodestilacion a escala de laboratorio.
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El equipo consta de un baléon de destilacion de vidrio de 5 L, una trampa
graduada Clevenger de 10 mL para aceites menos densos que el agua y un condensador
encamisado.

Se pesaron 250 g de material vegetal (hojas y tallos) secado a 40°C y se
colocaron dentro del balén cubriéndolo con agua destilada. El tiempo de destilacion fue
de 3 horas. La lectura del contenido de aceite esencial se realizé directamente sobre la
porcidén graduada de la trampa una vez separada la emulsion agua-aceite esencial. El
rendimiento de aceite esencial se calcul6 como mL en 100 g de materia seca.

Las determinaciones correspondientes a cuantificacion del contenido de aceite

esencial, se realizaron por triplicado.

Figura 7. a) Destilador de aceites esenciales de laboratorio. b) Trampa Clevenger de vidrio para
aceites esenciales de menor densidad que el agua.

Analisis estadistico

El disefo experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 3 x
4, con tres niveles de micorrizacion (NI; IB1; IM) y cuatro niveles de concentracion de
rizomas de sorgo de Alepo (RO: libre de rizomas; R1: 250 g m?, R2, 500 g m™ y R3 800
g m”> MS de rizomas respectivamente. Los datos fueron sometidos a analisis de la

varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics Centurion).
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Los datos porcentuales de micorrizacion y de actividad de SDH se transformaron
previamente en arcoseno para su analisis estadistico.

El niimero de repeticiones (n) en cada tratamiento dependid de la variable en
estudio (n=4 para parametros de crecimiento, n=3 para determinaciones bioquimicas y

fisiologicas % de micorrizacion, % SDH y porcentaje de aceites esenciales).
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Capitulo 3
Resultados
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Los resultados obtenidos, se presentan a continuaciéon ordenados por

experimentos.

3.1 Experimento 1
Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la

micorrizacion y el crecimiento de plantas de Mentha x piperita L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica

El porcentaje de micorrizacién (%M) con el hongo micorricico Rhizophagus
intraradices determinado a los 30 dias después del trasplante de los estolones fue de
30%, 40% y 6% para las concentraciones de extracto de sorgo de Alepo SO, S1 y S2
respectivamente, mientras en S3 y S4 no se observo invasion del hongo dentro de la
raiz.

El analisis de la colonizacion micorricica determinada a los 60 dias posteriores
al trasplante, se presenta en la Tabla 6. El % de micorrizacién aument6 con respecto al
evaluado a los 30 dias, en todas las concentraciones de extracto, también se observo un
menor porcentaje de micorrizacion con el aumento de la concentracion de extracto
aplicado. Para S2, S3 y S4 se registraron diferencias significativas con respecto a SO y
S1. El % de arbusculos y vesiculas disminuyo significativamente a partir de S1, siendo
en S4 de 2% y 3% respectivamente. La dependencia micorricica (DM) no mostro

diferencias significativas.

Tabla 6. Colonizacion micorricica (%M), arbusculos (%Ar), vesiculas (%V) y dependencia
micorricica (%DM), en plantas de Mentha x piperita L. inoculadas con Rhizophagus
intraradices (IB1) que crecieron con diferentes concentraciones de extracto de rizomas de SA.
Mediciones registradas a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). Referencias: S0: 0%; S1:
5%; S2: 10%; S3: 15%; S4: 25%.

Tratamientos %M %Ar %V % DM
S0 97,3 a 93 a 95a 18,1 a
S1 81,5a 71b 60 b 15,1a
S2 66 b 60 b 33 ¢ 10,7 a
S3 51b 48 ¢ 46 ¢ 13,9 a
S4 10 ¢ 2d 3d 11,8 a

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).
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Parametros de crecimiento registrados a los 30 dias después del trasplante.

Las mediciones realizadas 30 DDT (dias después del trasplante), mostraron
diferencias significativas tanto para la micorrizacion como para las concentraciones de
extracto de SA (Tabla 7). La interaccion H x S no fue significativa para Alt ni Long
raiz. La altura de las plantas fue mayor en las inoculadas siendo las diferencias
significativas en SO y S1. Las NI redujeron significativamente la altura en S4 y las
inoculadas en S2.

Para el PSA, la interaccién H x S no fue estadisticamente significativa. En las NI
la disminucion del PSA fue significativa en S4, mientras que en las inoculadas con IB1
el PSA mostré una disminucion significativa a partir de S3.

En cuanto a la longitud de raiz, la interaccion H x S fue significativa (p <0,05).
Las plantas inoculadas presentaron mayor longitud de raiz en SO comparadas con las NI.
Las mayores concentraciones de extracto, a partir de S2, redujeron la longitud de las

raices en las plantas inoculadas.

Tabla 7. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) peso seco aéreo
(PSA), longitud de raiz (Long raiz) en plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Rhizophagus intraradices (IB1). Mediciones registradas a los 30 dias después
del trasplante (30 DDT). Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%; S4: 25%. H:
micorrizacidn, S: extracto de rizomas de SA.

Alt (cm) PSA (gpl™) Long raiz (cm)
Tratamiento
NI IB1 NI IB1 NI IB1
SO 433aB 597aA 0,023aA  0,033aA 3,83aB  7,30aA
S1 434aB 591aA 0,022aA 0,029abA 3,83aA 5,50 abA
S2 408aA 4,40bA 0,021abA 0,023 abcA 4,16 aA 3,66 bcA
S3 3,63 abA 4,05bcA 0,015abA 0,020bcA 1,76bA 2,86 cA
S4 2,82bA  3,13cA 0,012bA  0,014dA 2,62abA 2,03cA
H < 0,001 < 0,05 <0,05
S < 0,001 <0,05 < 0,001
HxS ns ns <0,05

Letras distintas, mintscula en cada columna y mayusculas en cada fila indican diferencias
significativas entre las medias para cada parametro evaluado (p<0,05). ns: no significativo.
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Parametros de crecimiento registrados a los 60 dias después del trasplante.

En las mediciones del crecimiento, realizadas a los 60 DDT, se observaron
diferencias significativas para los tratamientos de micorrizacion y las concentraciones
de extracto (Tabla 8). La interaccion H x S fue significativa para Alt y longitud de raiz.
El extracto acuoso de rizomas de sorgo de Alepo produjo una inhibicién del
crecimiento, reflejada en la altura, peso seco aéreo y peso seco de raiz. En las plantas NI
y IB1 la altura disminuy¢ significativamente a partir de S1 y S2 respectivamente, y no
se observaron diferencias entre las plantas inoculadas y no inoculadas en S4. Una
tendencia similar se observo en el peso seco aéreo, el cual también se vio afectado por
los extractos acuosos. En cuanto al peso seco de raiz, las NI mostraron ser menos
afectadas comparadas con las plantas inoculadas con R. intraradices. En las plantas NI,
para S3 y S4 la disminucion fue del 21% y 22,4% respectivamente con respecto a SO,
para las IB1 la reduccion del peso seco de raices para esas mismas concentraciones fue
de 49% y 58 % con respecto a SO. La longitud de la raiz en las IB1 disminuyo
significativamente en S4 con respecto al resto de los tratamientos, mientras que las NI

se vieron afectadas a partir de S1.

Tabla 8. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) peso seco aéreo
(PSA), longitud de raiz (Long. raiz) y peso seco de raiz (PSR) en plantas de Mentha x piperita
L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Rhizophagus intraradices (I1B1). Mediciones registradas
a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%;
S4: 25%. H: micorrizacidn, S: extracto de rizomas de SA.

Alt (cm) PSA (gpl™) Long. raiz (cm) PSR (g pl™)
Trat.

NI IB1 NI IB1 NI IB1 NI IB1

SO 12,12aB 14,45aA 0,343 aA 0,412aA 22,50aA 20,37aA 0,051 aA 0,087 aA
S1 897bB 13,75aA 0,277 abA 0,340 aA 17,62bB 20,75 aA 0,060 abA 0,064 abA
S2 8,16 bcA 10,37bA 0,195bcA 0,225bA 11,50cB 18,62 aA 0,040 abA 0,054 bA

S3 7,37A cdA 8,25bcA 0,202 bcA 0,247 bcA 12,37cB 20,25 aA 0,040 abB 0,044 bA

S4 6,50dA  6,50dA 0,143cB 0,165cA 7,01dB 13,85bA 0,034bB 0,036 bA

H < 0,001 <0,05 < 0,001 <0,05
S < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,05
HxS <0,05 ns < 0,001 ns

Letras distintas, mintscula en cada columna y mayusculas en cada fila indican diferencias
significativas entre las medias para cada parametro evaluado (p<0,05). ns: no significativo.
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10% 15% 25% 0% 5% 10%  15% 25%

Figura 8. Plantas de Mentha x piperita a los 30 dias después del trasplante que crecieron
con distintas concentraciones de extracto de sorgo de Alepo.

3.2. Experimento 2
Evaluacion del efecto de extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
micorrizacion, parametros morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos de plantas de

Mentha X piperita L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica

La colonizacidén micorricica se analizé en dos momentos del cultivo, a los 30
dias después del trasplante (30 DDT) y a los 60 dias después del trasplante (60 DDT).

El porcentaje de micorrizacion a los 30 DDT se presenta en la tabla 9. Ambos
indculos disminuyeron significativamente el %M a partir de S1. La interaccion H x S
fue significativa (p<0.001). Se observd abundancia de arbusculos y vesiculas en las
raices de las plantas inoculadas con ambos hongos. El %Ar y %V disminuy6 también a
partir de S1. No se observaron diferencias con respecto a los tratamientos para la
dependencia micorricica en IM, siendo dichos valores inferiores a los determinados para

IB1. No obstante la DM fue elevada para la combinacion menta y ambos hongos.
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Tabla 9. Colonizacion micorricica (%M), arbusculos (%Ar), vesiculas (%V) y dependencia
micorricica (%DM), en plantas de Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1) que crecieron con diferentes concentraciones de extracto
de rizomas de SA. Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Registros a los 30 dias
después del trasplante (30 DDT). H: micorrizacidn, S: extracto de rizomas de SA.

Extracto de % M % Ar %V % DM

Sorgode Alepo IM IB1I IM IBlI IM IBI ™M IB1

SO 92a 89a 89a 83a 83a 8ba 552a 67,6a
S1 74b 70b 61b 60b 60b 58b 33 a 59,8ab
S2 81b 65¢ 50c 55c¢ 55b 53¢ 41,8a 68,3a
S3 54¢ 63b 48c 59bc 49c 55bc 492a 515D
H <0,05 ns ns <0,05
S < 0,001 < 0,001 < 0,001 ns

HxS < 0,001 < 0,001 < 0,05 ns

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05). ns:
no significativo.

El analisis de la micorrizacion registrada a los 60 DDT se presenta en la Tabla
10. El porcentaje de micorrizacion fue significativamente disminuido a partir de S1 para
IM vy a partir de S2 para IB1. La interaccion H x S result6 no significativa para el %M,
Al finalizar el ensayo, en SO el porcentaje de micorrizacion fue de 87% y 92% para F.
mosseae y R. intraradices respectivamente y disminuy6 a 65% y 79% con S3.

Se observo un menor % de arbusculos y vesiculas en las raices colonizadas por
las dos especies de hongos micorricicos al aumentar la concentracion de extracto. El
porcentaje de arbusculos y vesiculas disminuyo a partir de S1 para ambos inodculos. En
S3 la disminucion en el %Ar fue del 62% y 59% para IM e IB1 respectivamente y para
el %V la reduccion fue del 34% y 30% para IM e IB1 respectivamente comparados con
SO (Tabla 5). La viabilidad de las estructuras fungicas SDH), disminuy6 con el aumento
de las concentraciones de extracto en ambos indculos observandose una interaccion
significativa H x S. En F. mosseae disminuy6 significativamente a partir de S2,
mientras que en R. intraradices, en S3.

En este estado de desarrollo la DM aumento significativamente en S2 y S3 con
respecto a SO y S1. Los valores fueron mas elevados comparados con los observados a

los 30 DDT (Tabla 10).
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Tabla 10. Colonizacién micorricica (%M), arbusculos (%Ar), vesiculas (%V) y dependencia
micorricica (%DM) en plantas de Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1) que crecieron con diferentes concentraciones de extracto
de rizomas de SA. Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Registros a los 60 dias
después del trasplante (60 DDT). H: micorrizacion, S: extracto de rizomas de SA.

Extracto de % M % Ar %V % SDH % DM
Sorgo de Alepo
M Bl M IBI IM IBlI IM IBI M IB1
SO 87a 92a 80a 80a 83a 84a 35 64a 379b 429b
S1 72b 86ab 70b 68b 70b 77b 38a 53a 46,1b 446D
S2 55¢ 77b 50c 52b 46¢c 64b 24b 49a 723a 725a
S3 65bc 79b 30d 33c 55c¢ 58b 21b 34b 73,8a 726a
H < 0,001 ns < 0,001 < 0,001 ns
S < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
HxS ns <0,05 <0,05 <0,05 ns

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).
ns: no significativo

Figura 9: a) Tincion de succinato deshidrogenasa (SDH): se observan hifas y vesiculas tefiidas
de azul indicando actividad. b) tincion de hifas, vesiculas y arbusculos con azul de tripan.

Actividad de la enzima fosfatasa alcalina en raices

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina se determiné al culminar en ensayo
(60 DDT). Los extractos de rizomas de sorgo de Alepo afectaron significativamente la
actividad de esta enzima en las plantas inoculadas con R. intraradices. La interaccion
micorrizaciéon x extracto fue significativa (p< 0,001). Las plantas no inoculadas y las

inoculadas con F. mosseae no presentaron incrementos significativos con el extracto,
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mientras que las inocouladas con R. intraradices incrementaron significativamente la
actividad de la enzima a partir de S1. En S2 y S3 los aumentos fueron del 144% con

respecto a los testigos sin extracto (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina de raices de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 11. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la Fosfatasa alcalina (Ul
mg'). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacidon 2 80,4806 < 0,001
S:Extracto de SA 3 14,8671 < 0,001

Interacciones H x S 6 9,04785 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Parametros de crecimiento

El crecimiento se expresd como peso seco por planta, peso seco de hojas, tallos
y raices y se determind en dos periodos, a los 30 DDT Yy al finalizar el ensayo 60 DDT.

Al finalizar el ensayo se determiné ademads la longitud y el volumen de la raiz.

Altura de plantas de Mentha x piperita al comienzo de los tratamientos con extractos

de SA.
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Se tomaron registros de altura de plantas de Mentha x piperita L a partir de los
7 dias después del primer riego con extracto acuoso de rizomas de Sorgo de Alepo y
cada 3 dias (DDE) (Figura 11). La presencia del extracto y la inoculaciéon modificaron
el crecimiento en altura de las plantas desde el inicio del ensayo. Se observd una
interaccion significativa H x S y S x F (fecha de registro de altura) (Tabla 12) No se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion en las
concentraciones SO y S1. En S2 tanto IM como IB1 registraron mayor altura a los 10 y
13 DDE. Con la concentracion S3, la altura de las plantas inoculadas con R.
intraradices mostraron diferencias significativas con respecto a las NI y IM a partir de
los 10 DDE. A los 19 DDE las plantas inoculadas con ambos in6culos, presentaron

mayor altura respecto a las NI.

-
(4]

S2
12 4 12 |
B9 =
£ £9 1
o o
S6 S6 -
‘@ ‘©
34 oo NI —m— M —&—B1 34

o
o

7 10 13 16 19 7 10 13 16 19
DDE DDE
15 4
15
S1 53
12 1 12 |
=9 =
£ £9
(4] (4]
€6 - €5 |
= =
3 1 N ——IM ——IB1 3 ot N| =M —d— |B1
] o+
7 10 13 16 19 7 10 13 16 19
DDE DDE

Figura 11. Altura de plantas de Mentha x piperita L tomados a partir de los 7 dias después del
primer riego con extracto acuoso de rizomas de Sorgo de Alepo (DDE) y cada 3 dias, no
inoculadas (NI), inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (1B1).
Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%.

(*) Diferencias significativas entre las medias (p<0,05).
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Tabla 12. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1), el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y la fecha de registro de altura (7, 10, 13, 16 y 19
DDE) y sus interacciones sobre la altura de plantas. H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de
SA; F: fecha de registro de altura.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 25,7893 < 0,001
S: Extracto de SA 3 87,6107 < 0,001
F: Fecha registro de altura 4 193,915 < 0,001
Interacciones
HxS 6 5,27046 < 0,001
HxF 8 0,909656 0,3442
SxF 12 4,458 < 0,001
HxSxF 24 0,804693 0,4690

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Parametros de crecimiento medidos a los 30 dias después del trasplante

La altura de las plantas medida a los 30 DDT (Tabla 13) se vio
significativamente afectada por la inoculacion y los extractos de sorgo de Alepo. Las
plantas inoculadas presentaron mayor altura en todos los tratamientos, las inoculadas
con R. intraradices superaron a las inoculadas con F. mosseae. La aplicacion o el riego
con extractos disminuyd significativamente la altura, en las NI a partir de S1, en las IB1
en S3 y en las IM la disminucion no fue significativa.

El area foliar fue también significativamente mayor en las plantas inoculadas en
todas las concentraciones. Este parametro se vio afectado en forma negativa por el
agregado de extracto, disminuyendo a partir de S1.Comparando los dos indculos
utilizados, las plantas inoculadas con IB1 mostraron mayor AF. Las diferencias entre
inoculadas y no inoculadas fueron estadisticamente significativas (p <0,05) y también
fueron afectados por el extracto. Con altas concentraciones de extracto (S3) no hubo
diferencias entre los inoculos.

El peso seco de hojas y tallos fue afectado significativamente por la
micorrizacion y el extracto de sorgo de Alepo. Para estos parametros se observo una
interaccion significativa H x S (p <0,001). Las plantas inoculadas acumularon mayor
PSH y PST que las NI en todos los tratamientos, siendo las IB1 las que presentaron los
mayores valores. El PSH fue disminuido significativamente a partir de S2 en las plantas
NI y a partir de S1 en las inoculadas. En cuanto al peso seco de raiz, el analisis de la

varianza mostré diferencias estadisticamente significativas para la H y los S,
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observandose una interaccion entre H x S (p <0,001). La mayor acumulacion de PSR se
observd en las plantas inoculadas en todos los tratamientos, con diferencias
significativas a favor de las inoculadas con IB1 con respecto a IM en los tratamientos
con extracto.

La longitud de raiz no mostr6 diferencias significativas en los tratamientos sin
extracto entre plantas inoculadas y no inoculadas. Las plantas inoculadas con F.
mosseae y las NI disminuyeron estadisticamente este parametro en S3, mientras que no
hubo diferencias con el agregado de distintas concentraciones de extracto en las IB1

(Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) area foliar
(AF), peso seco de hojas (PSH), tallos (PST) y raices (PSR) y longitud de raiz (Long raiz) en
plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: SO: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%.
Registros realizados a los 30 dias después del trasplante (30 DDT). H: micorrizacion; S:
extracto de rizomas de SA.

ogos P A AR EST IR
Micorricicos de Alepo (ecmpl”) (em'pl) (gpl) (gpl) (gpl)
NI SO 16,03a 60,10a 0,160a 0,064a  0,113a 20,33a
S1 12,60b 47,56b 0,169a 0,049  0,099ab 20,66a
S2 10,86bc 26,06¢ 0,122b 0,030c  0,081b 16,50a
S3 9,00c 16,98d 0,074c 0,022d  0,074b 9,00b
M SO 19,60a 137,14a  0356a  0,175a 0,228a 21,16a
S1 16,10a 88,84b 0,208b 0,115b  0,139b 21,83a
S2 18,50a 81,03b 0,199b 0,066c  0,148ab 21,50a
S3 15,66a 64,06b 0,232b 0,059¢  0,089b 13,33b
IB1 SO 24,20a 175,07a 0,519a 0,241a  0,291a 21,75a
S1 20,76a 130,90b 0,349b 0,176b  0,289a 25,33a
S2 20,23a 125,190 0,392b 0,162b  0,205b 23,33a
S3 14,26b 53,75¢ 0,203c 0,058c  0,104c 17,33a
H < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,05
S < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 < 0,001
HXS ns < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,05 ns

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias de distintas
concentraciones de extracto para cada tratamiento de inoculacion (p<0.05). ns: no significativo
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Parametros de crecimiento medidos a los 60 dias después de la plantacion

La altura de las plantas se vio significativamente disminuida por el extracto
acuoso de sorgo de Alepo, con una interaccion H x S significativa (p <0,001). Las
plantas NI vieron reducida su altura a partir de S2, mientras que las IB1 lo hicieron en
S1 y las IM en S3. Las plantas inoculadas superaron en altura a las NI en S2
aproximadamente en 50% (Tabla 14).

El é4rea foliar disminuy6 en forma significativa en S2 y S3 comparada con SO en
las plantas no inoculadas, mientras que en las inoculadas la disminucion fue
significativa en S2 y S3 para IBI y solo en S3 para IM. Se observo una interaccion
significativa H x S para este parametro (p <0,001), siendo las plantas inoculadas las que
evidenciaron un mejor comportamiento en presencia del extracto de sorgo de Alepo
(Tabla 14)

Las plantas inoculadas alcanzaron una mayor acumulacion de materia seca,
determinada por el PSH y PST, comparadas con las no inoculadas en todas las
concentraciones de extracto de SA, con diferencias estadisticamente significativas (p
<0,001). En este caso, no se observaron diferencias significativas entre los indculos
utilizados. Los tratamientos S2 y S3 redujeron significativamente estos parametros en
las inoculadas y las NI. El peso seco de hojas y tallos disminuy6 un 62% y 66% en las
plantas no inoculadas en S2 y S3 respectivamente en las mediciones registradas al
finalizar el ensayo. En las plantas inoculadas el peso seco de disminuy6 un 8% y 21%
en las IM y 19% y 23% en IB1, respectivamente, comparadas con SO. Las plantas
inoculadas también mostraron mayor cantidad de hojas por planta, siendo las IM las
que presentaron los valores mas elevados. Los extractos redujeron este parametro en NI
y en IM en S3 y S2 respectivamente.

La inoculacion incrementd el peso seco y volumen de las raices en forma
significativa en todos tratamientos de extracto. No hubo diferencias entre los indculos
ensayados. Las plantas inoculadas con IB1 redujeron significativamente el PSR en S2 y
S3, mientras que las inoculadas con F. mosseae lo hicieron en S3. El volumen no se vio
afectado en las plantas inoculadas pero si en las NI con una reduccion de 9,5% y 14%

en S2 y S3 respectivamente comparado con SO (Tabla 15).
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Tabla 14. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre la altura de planta (Alt) area foliar
(AF), peso seco de hojas (PSH), tallos (PST) en plantas de Mentha X piperita L. no inoculadas
(NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1).
Referencias: SO0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%. Registros a los 60 dias después del trasplante
(60 DDT). H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Hongos  [xtractode AF PSH PST

Lo Sorgo de 1 2 1 1 N° hojas 1
Micorricicos Alepo (cmpl™) (cmpl) (gpl) (gplh)
NI SO 61,37a 295,17a 1,111a 62,0a 0,759a

S1 55,00a 309,25a 0,993a 71,6ab 0,717a

S2 42,83b 113,50b 0,414b 44.2b 0,283b

S3 25,25¢ 67,75¢ 0,427b 23,5¢ 0,181b

M SO 62,37ab 412,00a 1,626a 119,2a 1,213ab

S1 64,002 451,50a 1,860a 128,5a 1,310a

S2 60,62ab 418,50a 1,586b 109,0ab 1,079ab

S3 55,75b 322,75b 1,324b 82,0b 0,900b

IB1 SO 71,12a 433,50a 1,803a 77,2a 1,324a

S1 60,75b 425,50a 1,870a 92,2a 1,091ab

S2 61,00b 389,00b 1,395b 88,5a 1,205bc

S3 50,70c 406,00b 1,137b 94,2a 0,966¢

H <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

S < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001
Interaccion <0001 <0,001 ns <005 <005

HxS

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias de distintas
concentraciones de extracto para cada tratamiento de inoculacion (p<0.05).
** Indican diferencias significativas entre las medias (p<0.001). ns: no significativa.
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Tabla 15. Efecto de los extractos de rizomas de SA sobre el peso seco de raices (PSR), longitud
de raiz (Long raiz) y volumen de raiz (Vol. raiz) en plantas de Mentha x piperita L. no
inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices
(IB1). Registros a los 60 dias después del trasplante (60 DDT). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2:10%; S3: 15%. H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Extracto . .
Hongos de Sorgo PSR Longraiz  Vol. raiz

. ;- -1 -1 3
micorricicos - Alepo (gpl) (cmpl)) (cm”)

NI SO 0,205b 27,37a 18,37a
S1 0,273a 29,12a 18,66a
S2 0,127¢ 20,12b 16,62b
S3 0,065d 16,37b 15,75¢

M SO 0,566a 22,87a 44,75a
S1 0,564a 24,75a 45,12a
S2 0,322b 26,50a 43,12a
S3 0,411ab  28,37a 44,12a

IB1 SO 0,493b 28,12a 43,75a
S1 0,624a 24,00b 43,87a
S2 0,483b 25,00ab 44,75a
S3 0,385b 21,62b 44,50a

H < 0,001 ns <0,001
S < 0,001 ns <0,05
HxS ns <0,05 <0,05

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias de distintas
concentraciones de extracto para cada tratamiento de inoculacion (p<0.05).
ns: no significativo.

Contenido de proteinas solubles en hojas

Los valores de proteinas de hojas fueron significativamente mas elevados en las
plantas inoculadas para todos los tratamientos, observandose una interaccion
micorrizaciébn x extracto significativa (p<0,001). Se observdo una disminucion
significativa del contenido proteico a partir de S2 en las plantas NI y las IM, mientras
que para IB1 el descenso se observo en S3. La disminuciéon en S2 y S3 fue de 22% y
33% respectivamente para las NI, mientras que las IM presentaron una disminucion del
32% y 33% respectivamente para las mismas concentraciones. Los valores de proteinas
expresados en pg g PF fueron mayores en las inoculadas con F. mosseae en SO y S1

(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre el contenido de proteinas
solubles de hojas plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 16. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de proteinas
solubles de hoja (ug g PF). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 225007, < 0,001
S:Extracto de SA 3 143275, < 0,001

Interaccion Hx S 6 20275,0 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Contenido de clorofila total y carotenoides

El contenido de clorofila total expresado en pg cm™ mostrd diferencias
significativas entre las concentraciones de extracto y la micorrizacion (Figura 13). La
interaccion micorrizacion x extracto fue significativa (p <0,001). Las concentraciones
S2 y S3 disminuyeron el contenido de clorofila en las plantas NI. En S2 y S3 el
porcentaje de disminucion fue de 38% y 54% para las NI, 0% y 12,7% para IM y 8% y
30% IB1 respectivamente.

Las plantas inoculadas registraron los valores mas elevados de clorofila con
diferencias significativas en S2 y S3 respecto a las NI. En S2 y S3 el contenido de

clorofila de IM fue 71% y 100% superior a las plantas NI respectivamente y las
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inoculadas con IB1 81% y 86% respecto a los mismos tratamientos. El contenido de
carotenoides expresado por pg cm?, (Figura 14) siguid la misma tendencia que el
observado para el contenido de clorofila en las mayores concentraciones de extracto (S3
y S2), donde las inoculadas presentaron mayor concentracion de estos pigmentos

comparadas con las NI.

BNl =M =IB1

Clorofila total ug cm?

SO S1 S2 S3

Figura 13. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion de
clorofila total de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 17. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de clorofila
total (ug cm™). Referencias: H: micorrizacién; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 820,042 < 0,001
S:Extracto de SA 3 810,079 <0,001

Interaccion Hx S 6 233,238 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 14. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la concentracion de
carotenoides de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 18. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la concentracion de
carotenoides (g cm™). Referencias: H: micorrizacién; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 29,6932 <0,001
S:Extracto de SA 3 14,2511 <0,001

Interaccion Hx S 6 8,62249 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Fotosintesis neta (PN)

En SO las plantas micorrizadas con ambos in6culos presentaron mayores valores
de PN, con diferencias significativas para las inoculadas con R. intraradices. La
interaccion H x S fue no significativa (p >0,05). Las NI registraron una disminucion
significativa en S2 y S3 en tanto que en las inoculadas el descenso se produjo solo en
S3.

Las plantas NI, IM e IB1 disminuyeron la PN en 65%, 9% y 16,9% en S3 con
respecto a SO (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la Fotosintesis neta (PN)
de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 19. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la Fotosintesis neta (PN).
Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 88,6775 < 0,001
S:Extracto de SA 3 25,0377 0,0733
Interaccion Hx S 6 18,9139 0,1069

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Transpiracion (E)

Los valores de E mostraron diferencias significativas tanto para micorrizacion
como para las concentraciones de extracto. La interaccion micorrizaciéon x extracto no
fue significativa (p >0,05). Las plantas inoculadas con R. intraradices mostraron los
mayores valores de E en SO con respecto a las inoculadas con F. mosseae y las NI.
Todos los tratamientos de inoculacion disminuyeron los valores de E con el agregado de
extracto. En S3 las plantas inoculadas con ambos hongos micorricicos mostraron
valores de E significativamente mayores a los registrados en las plantas no inoculadas

(Figura 16).
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Figura 16. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la transpiracion (E) de
plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%; S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 20. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la transpiracion (E).
Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacién 2 0,26724 0,0221
S:Extracto de SA 3 0,362564 0,0031

Interaccion H x S 6 0,0868692 0,2344

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductancia estomatica (CS)

Las plantas inoculadas registraron valores mas elevados de CS que las plantas no
inoculadas, siendo estas diferencias significativas en SO, S2 y S3 (Figura 17). No hubo
interaccion H x S significativa (p >0,05).

La concentracién S3 de extracto de rizomas produjo un cierre de los estomas
mas pronunciado en las plantas no inoculadas con diferencias significativas con
respecto a SO y para la misma concentracion con respecto a las plantas inoculadas. Las

plantas inoculadas se mantuvieron mas estables con respecto a los valores de E.
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Figura 17. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductancia
estomatica (CS) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 21. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductancia estomatica
(CS). Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 1679,12 < 0,001
S:Extracto de SA 3 708,64 0,0012
Interaccion Hx S 6 172,952 0,1448

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductividad relativa de raices

Las plantas micorrizadas mostraron menor conductividad relativa de los tejidos
de la raiz para todos los tratamientos comparadas con las NI. La interaccion H x S fue
significativa (p <0,001). El aumento en la CRR de las plantas no inoculadas fue
significativo en S3, con un incremento del 85%. Las plantas inoculadas no presentaron

diferencias significativas con los extractos. (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad relativa
(CRR) de raices de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 22. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (S0, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductividad relativa
(CRR) de raices. Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 309,055 <0,001
S:Extracto de SA 3 44,5962 0,0013

Interaccion Hx S 6 35,9257 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductividad relativa de membranas de hojas

En hojas el dafo sobre las membranas celulares solo aument6 significativamente
en S3 tanto en las NI como en las inoculadas. La interaccion micorrizacion x extracto no
fue significativa. Los valores registrados de CRH en general fueron bajos, comparados

con los observados en las raices en altas concentraciones de extracto (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de los extractos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la conductividad relativa
(CRH) de hojas de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: S0: 0%; S1: 5%;
S2: 10%; S3: 15%.

Tabla 23. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y el extracto
acuoso de rizomas de SA (SO, S1, S2 y S3) y su interaccion sobre la conductividad relativa
(CRH) de hojas de plantas. Referencias: H: micorrizacion; S: extracto de rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H: Micorrizacion 2 7,90686 0,0602
S:Extracto de SA 3 49,5071 < 0,001

Interaccion Hx S 6 1,77256 0,6889

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 20. Speedling (A) y plantas (B) de plantas de Menta piperita 30 DDT.
Referencias: 0%, 5%, 10% y 15%, concentraciones de extracto de rizomas de Sorgo de
Alepo. NI: no inoculadas, IM: inoculadas con F. mosseae; IB1: inoculadas con R.
intraradices.
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Figura 21. Plantas de Menta piperita. 60 dias después del trasplante. Referencias: 0%,
5%, 10% y 15%, concentraciones de extracto de rizomas de Sorgo de Alepo. NI: no
inoculadas, IM: inoculadas con F. mosseae; IB1: inoculadas con R. intraradices.

63



3.3. Experimento 3

Efecto de aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de Alepo sobre la

micorrizacion, la materia seca, parametros fisiologicos y bioquimicos y aceites

esenciales de plantas de Mentha x piperita L.

Colonizacion micorricica y dependencia micorricica

Tabla 24. Colonizaciéon micorricica (%M), arbusculos (%Ar),
micorricica (%DM) en plantas de Mentha x piperita L. inoculadas con Funneliformis mosseae
(IM) y Rhizophagus intraradices (IB1) o no inoculadas, que crecieron con diferentes cantidades
de rizomas de sorgo de Alepo. Referencias: RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1: 250 g m™ MS de
rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas.

vesiculas (%V) y dependencia

Hongos
micorricicos SORG %M %Ar %V %DM
RO 433ab  350a 12,0b
NI RI1 46,6ab  345a 149D
R2 49,8 a 399a 284a
R3 38,0b 6,3b 8,5¢
RO 78,1 a 733a 41,0a 345a
M R1 56,5b 39.0c  383a 172D
R2 464¢c  440bc 250b 233 ab
R3 50,4 ¢ 497b 147c¢ 348a
RO 723 a 433a 63,7a 368a
IBI R1 51,0b 225b  45,0b 301D
R2 54,6 b 393a  470b 436a
R3 56,2 b 20,0b 48,7b 419a
H <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
R <0,001 <0,001 <0,001 <0,05
Interaccion H x R <0,001 <0,001 <0,001 ns

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las medias de distintas
cantidades de rizomas de SA para cada tratamiento de inoculacion (p<0.05). ns: no

significativo.

Debido a que la tierra utilizada en el ensayo no fue tindalizada las plantas no

inoculadas mostraron, al analizar sus raices, la inoculacion por la presencia de hongos

micorricicos nativos presentes. El % de micorrizacion de las plantas no inoculadas fue
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inferior al de las inoculadas, independientemente del in6culo utilizado, en el tratamiento
sin agregado de rizomas de sorgo de Alepo. El %M para las micorrizadas con hongos
nativos fue de 43,3% y el de aquellas a las que se le incorporo el indculo seleccionado
fue en promedio de 75%. La interaccion H x R fue significativa. Los aleloquimicos
provenientes de rizomas de sorgo de Alepo afectaron negativamente la micorrizacion.
Las plantas inoculadas con IM e IB1 disminuyeron el %M a partir de R1, alcanzando
valores similares a las NI. Sin embargo en S3 el % de micorrizacion de IM e IB1 fue
32% y 47,8% mayor que el registrado en las NI respectivamente (Tabla 24).

El % de arbusculos disminuyd con la presencia de alelquimicos en el suelo, en
las NI la reduccion fue significativa en R3, mientras que en las inoculadas con IM o IB1
lo fue a partir de R1. Con la mayor cantidad de rizomas las IM mostraron el mayor % de
arbusculos (49,7%) y las NI el menor porcentaje (6,3%). Con respecto al porcentaje de
vesiculas, las inoculadas presentaron valores superiores con respecto a las NI en RO y
R1. En las concentraciones mas altas de rizomas de SA, R. intraradices mostré un % de
vesiculas superior a las NI y las IM (Tabla 23).

La dependencia micorricia (DM) disminuy6 en R1 sin diferencias significtivas
en el resto de las concentraciones. Las plantas de menta mostraron mayor dependencia

del hongo R. intraradices.

Parametros de crecimiento

Altura de plantas de Mentha x piperita registrados a partir de los 30 dias después de la
plantacion.

La de altura de las plantas tomadas a partir de los 30 dias después de la
plantacion (DDP) vario significativamente dependiendo de la interaccion micorrizacion
x rizomas x fecha de registro de altura (Tabla 25). Las plantas inoculadas con IB1
superaron a las NI e IM en RO, R1 y R2. La cantidad més alta (R3), afecto el
crecimiento de las inoculadas con IB1, con diferencias significativas a los 30 y 50 DDP
(p <0,05) no diferenciandose de las IM y NI a los 60 dias DDP (p >0,05). Con 800 g m™
MS de rizomas (R3) en la medicion realizada a los 60 DDP, las IB1 redujeron su altura
en un 29% con respecto a RO (p <0,001), mientras que las IM y las NI no se vieron

afectadas (p <0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Altura de plantas de Mentha x piperita L registrados a partir de los 30 dias después
de la plantacion y durante 30 dias, inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1) en respuesta a los diferentes tratamientos con rizomas de sorgo de Alepo.

(*) Diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Tabla 25. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1), rizomas de SA
(RO, R1, R2 y R3) y la fecha de registro de altura (7, 10, 13, 16 y 19 DDE) y sus interacciones
sobre la altura de plantas. H: micorrizacion; R: rizomas de SA; F: fecha de registro de altura
(30, 40, 50 y 60 DDP).

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacién 2 29271 < 0,001
R:Rizomas 3 113,244 <0,001
F:Fecha de registro de altura 3 23672,4 < 0,001
Interacciones

HxR 6 32595 < 0,001
HxF 6 59,145 < 0,001
RxF 9 47,7492 < 0,001
HxRxF 18 30,0211 < 0,001

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Area foliar, peso seco de hojas, tallos y raices

El area foliar mostr6é diferencias significativas para la micorriacion y los
rizomas. La interaccion H x R fue significativa (p< 0,05). Las plantas inoculadas con
IB1 presentaron los mayores valores para todos los tratamientos con respecto a las NIy
a partir de R1 con respecto a las IM. En RO el AF de las plantas IM y IB1, fue de 64%
y 33 % superior a las NI respectivamente y en R3 la diferencia fue de 25% y 54%
(Tabla 26).

Como resultado del analisis de ANOVA multifactorial, el peso seco de las hojas
mostrd diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion, sin diferencias
significativas para los rizomas y la interacciéon H x R (Tabla 26). Las plantas inoculadas
con IB1 registraron un PSH superior a las NI en todas las cantidades de rizomas y a
partir de R2 a las IM. El peso seco de los tallos fue superior en la IB1 a partir de R1 con
respecto a IM y en todas las cantidades de rizomas con respecto a las NI. Las IM se

diferenciaron significativamente de las NI a partir de R2 (Tabla 26).

Tabla 26. Efecto de los de rizomas de SA sobre el Area foliar (AF), Peso seco de hojas (PSH) y
Peso seco e tallos (PST) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). Referencias: RO: 0 g m™ MS de
rizomas, R1: 250 g m™® MS de rizomas, R2: 500 g m” MS de rizomas, R3: 800 g m” MS de
rizomas.

Tratamiento AF (cm) PSH (g ) PST (g pl'™h

NI M IB1 NI M IB1 NI M IB1

RO 610,7aB 1000,0 aA 890,0aA  4,99aB 6,83aA 7,79aA 6,08 aB  8,96aA 9,70a A

R1 572,5aC 725,0bB 893,3aA  5,31aB 6,84aA 7,68aA 6,87 abB 7,41aB 9,76aA

R2 615,7aB 640,0bB  860,0aA  4,62aB 5,69aB 7,72aA  5,19bC 7,11aB 9,68aA

R3 587,5aC 735,0bB 906,0 aA  4,66aB 5,91aB 6,76aA  4,89bC 7,65aB 9,89aA

H < 0,001 <0,001 <0,001
R <0,05 ns ns
HxR <0,05 ns ns

Letras distintas, mintscula en cada columna y mayusculas en cada fila indican diferencias
significativas entre las medias para cada parametro evaluado (p<0,05). ns: no significativo.
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La inoculacién con hongos micorricicos favoreci6 el crecimiento de las plantas,
observandose diferencias en materia seca aérea estadisticamente significativa con
respecto a las NI (p >0,001). Las plantas inoculadas con IB1 mostraron un mejor
comportamiento comparado con las inoculadas con F. mosseae. La materia seca aérea
se mantuvo constante en IB1 ante la presencia de rizomas en el sustrato, mientras que en
las IM se redujo a partir de R2 (Figura 23).

Las plantas inoculadas con F. mosseae mostraron el mayor PSR en RO, R1 y R2.
En las NI permanecio estable hasta R2 y luego se redujo un 39 % con respecto a R0. En
las IM la reduccion del PSR fue del 34% en R3 comparadas con RO, mientras que no se

observaron modificaciones significativas para IB1 (Figura 23).

351 ENl ®IM mIBI

RO Rl R2 R3 RO RI R2 R3

Peso seco aéreo Peso seco de raiz

Figura 23. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre el Peso
seco aéreo y el Peso seco de raiz de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de
rizomas.

Tabla 27. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el Peso seco aéreo de plantas de Mentha x
piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1). Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 146,274 <0,001
R:Rizomas 3 8,63382 0,0932
Interaccion H X R 6 5,43066 0,2230

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Tabla 28. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el Peso seco de raiz de plantas de Mentha x
piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus
intraradices (IB1). Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 123,663 0,0073
R:Rizomas 3 88,1745 0,0143
Interaccion H X R 6 45,8954 0,0773

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Proteinas foliares

El andlisis de las proteinas foliares mostr6 diferencias significativas entre los
tratamientos de micorrizacion, no observandose diferencias significativas ni entre los
tratamientos con rizomas ni la interaccion doble (p >0,05) (Figura 24). Las plantas NI
mostraron mayores valores de proteina, expresado en pg cm® que las plantas

inoculadas, siendo dichas diferencias estadisticamente significativas en R2 y R3.

EN| M =B1
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Figura 24. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre el
contenido de proteinas foliares de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m” MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de
rizomas.
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Tabla 29. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el contenido de proteinas foliares (ug cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 82,0415 0,0003
R:Rizomas 3 10,5625 0,2308
Interaccion H X R 6 11,1308 0,1853

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Clorofila y Carotenoides

El contenido de clorofila total, expresado en pg cm?, mostré diferencias
significativas para la presencia de aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de
Alepo y para la inoculacion (p <0,001). La interaccién inoculacion x rizomas no fue
significativa (p >0,05). En R0, se observaron mayores valores en las plantas inoculadas,
diferenciandose significativamente de las NI. El contenido de clorofila en RO fue para
las IBI, 40% y 18% superior a las NI y a las inoculadas con F. mosseae
respectivamente. Las plantas inoculadas vieron disminuido significativamente el
contenido de clorofila a partir de R1, mientras que en las NI la disminucion no fue
significativa.

El contenido de carotenoides expresado pg cm™ siguié la misma tendencia que
el contenido de clorofila, en RO las plantas inoculadas con IB1 mostraron contenidos de

carotenoides superiores comparados con IM y NI (Figura 25 y 26).
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Figura 25. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
concentracion de clorofila total de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m” MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de
rizomas.

Tabla 30 . Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccién sobre la concentraciéon de clorofila total (pug cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 195,966 < 0,001
R:Rizomas 3 250,565 < 0,001
Interaccion H X R 6 31,3666 0,0573

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 26 . Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
concentracion carotenoides de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas
con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas,
R1:250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas.
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Tabla 31. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas

de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la concentracion carotenoides (pug cm™).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 8,27858 < 0,001
R:Rizomas 3 2,41599 0,0132
Interaccion H X R 6 0,791463 0,2624

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Fotosintesis neta (PN)

Las plantas inoculadas con F. mosseae presentaron los valores de PN mas bajos,
diferenciandose significativamente en RO y R2 con respecto a las NI y IBl. La
interaccion micorrizacion x rizomas de SA fue significativa (p <0,05). A partir de R1 la
PN disminuy¢ significativamente en las NI, mientras que en las IM se produjo a partir

de R2 y en IB1 en R3 (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
fotosintesis neta (PN) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con
Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m™ MS de rizomas, R1:
250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™> MS de rizomas, R3: 800 g m™ MS de rizomas.
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Tabla 32. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la fotosintesis neta (PN). Referencias: H:
micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 3 38,4626 < 0,001
R:Rizomas 2 22,9244 0,0036
Interaccion H X R 6 13,3797 0,0051

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductancia Estomatica (CS)

La conductancia estomatica disminuy6 con el aumento en la cantidad de rizomas
de sorgo de Alepo en el sustrato en todos los tratamientos de inoculacion, indicando un
cierre estomatico. No se observd una interaccion significativa entre micorrizacion x
rizomas de SA (p >0,05). En las plantas NI y IB1 la disminucién se produjo a partir de
R2, mientras que en IM ocurri6 a partir de R1 (Figura 28).

EN FIM EIB1

RO R1 R2 R3

Figura 28. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
conductancia estomatica (CS) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m? MS de rizomas, R2: 500 g m~ MS de rizomas, R3: 800 g m? MS de
rizomas.
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Tabla 33. Andlisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductancia estomatica (CS). Referencias:
H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 228,71 0,0668
R:Rizomas 3 743,252 <0,001
Interaccion H X R 6 96,9045 0,3010

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductividad relativa de hojas (CRH)

La conductividad relativa de hojas mostr6 diferencias significativas entre los
tratamientos con residuos de rizomas de sorgo de Alepo (p <0,001) pero sin diferencias
entre los tratamientos de inoculacion. La interaccion micorrizacion X rizomas no fue
significativa. Las IB1 incrementaron significativamente los valores de CRH en R2 y R3,
mientras que IM y NI solo en R3, Las plantas NI mostraron los mayores valores en R3

diferenciandose significativamente con IB1 (Figura 29).

24 -
AN 0IM EBl

RO R1 R2 R3

Figura 29. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
conductividad relativa de hojas (CRH) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). RO: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m™ MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de
rizomas.
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Tabla 34. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductividad relativa de hojas (CRH).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 3,44469 0,1081
R:Rizomas 3 17,772 < 0,001
Interaccion H X R 6 1,17303 0,5567

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Conductividad relativa de raices (CRR)

Se observaron diferencias significativas para los tratamientos de micorrizacion
(p <0,05) y sorgo de Alepo (p <0,05) con respecto a la conductividad relativa de raices
(CRR). La interaccion no fue significativa(p >0,05). El dafo de membranas de las raices
de las plantas NI y IM fue significativamente incrementado en R2 y R3, mientras que en
IB1 no se observaron diferancias significativas con el aumento de las concentraciones
de rizomas de SA. El incremento en R3 fue del 41% y 20% en las NI e IM

respectivamente con respecto a R0.(Figura 30).

24 A

BN M  mIBl1

RO R1 R2 R3

Figura 30. Efecto de los aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre la
conductividad relativa de raices (CRR) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m” MS de rizomas, R2: 500 g m™ MS de rizomas, R3: 800 g m™> MS de
rizomas.
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Tabla 35. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM e IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre la conductividad relativa de raices (CRR).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 35,1439 0,0151
R:Rizomas 3 30,1809 0,0144
Interaccion H X R 6 5,38543 0,6017

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F

Aceites esenciales

El contenido de aceites esenciales mostrd diferencias significativas para los
in6culos utilizados (p <0,001) y las cantidades de rizomas de sorgo de Alepo (p<0,001),
mientras que la interaccion micorrizacion x rizomas no fue significativa (p>0,05)
(Figura 31).

Las plantas inoculadas registraron mayores porcentajes de aceites esenciales en
los tratamientos sin rizomas. No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con incorporacion de rizomas en las NI, mientras que las inoculadas con F.
mosseae, la disminucion fue significativa en R1 y R2 y en las inoculadas con R.
intraradices el %AE disminuy6 significativamente a partir de R1. En R3 las plantas

inoculadas con IM e IB1 superaron a las NI en aproximadamente un 13%.

B NI M EB1

RO R1 R2 R3

Figura 31. Efecto de aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo sobre el
porcentaje de aceites esenciales (% AE) de plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o
inoculadas con Funneliformis mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m” MS
de rizomas, R1: 250 g m? MS de rizomas, R2: 500 g m~ MS de rizomas, R3: 800 g m? MS de
rizomas.

76



Tabla 36. Analisis de Varianza de los efectos de la micorrizacion (NI, IM y IB1) y los rizomas
de SA (RO, R1, R2 y R3) y su interaccion sobre el porcentaje de aceites esenciales (% AE).
Referencias: H: micorrizacion, R: rizomas de SA.

Fuente de variacion Gl CM Valor-P
H:Micorrizacion 2 0,0806331 < 0,001
R:Rizomas 3 0,031463 < 0,001

Interaccion H X R 6 0,00427477 0,2454

Gl: grados de libertad; CM: cuadrado medio; P: valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 32. Ensayo N° 3. Plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas o inoculadas con
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices 1Blcreciendo en sustrato con distintas
cantidades de rizomas de Sorgo de Alepo.

RO Rl R2 R3

RO Rl _R2 _R3

Figura 33. Plantas de Mentha x piperita L. no inoculadas (NI) o inoculadas con Funneliformis
mosseae (IM) y Rhizophagus intraradices (IB1). R0: 0 g m™ MS de rizomas, R1: 250 g m™> MS
de rizomas, R2: 500 g m? MS de rizomas, R3: 800 g m~ MS de rizomas.
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Capitulo 4

Discusion
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La alelopatia es un fendmeno que se presenta en forma natural en los
agroecosistemas cuya importancia radica en que la liberacion de sustancias
denominadas aleloquimicos reducen el crecimiento y el rendimiento de los cultivos
(Inderjit and and Duke, 2003). Las malezas ademas de interferir con los cultivos por el
espacio, agua, luz y nutrientes, pueden ejercer su acciéon competitiva mediante este tipo
de accion (Leguizamoén, 1999, Stinson et al., 2006; Zimdshl, 2007). El sorgo de Alepo
(Sorghum halepense L.) ejerce una importante accion alelopatica sobre cultivos de
verano como maiz (Zea mays L.), soja (Glycine max Merr), sorgo granifero y algodon
(Gossypium hirsutum L.), entre otros (Lolas and Coble 1982; Rosales Robles et al.,
1999; Czarnota et al., 2001; Acciaresi and Asenjo, 2003).

Los compuestos quimicos liberados al suelo por ciertas plantas pueden ejercer el
efecto de un estrés bidtico, afectando la simbiosis con hongos benéficos como los que
forman las micorrizas arbusculares (Koide and Li, 1991; Scervinio et al., 2005;
Hirosulke et al., 2002; Tsai and Phillips, 1991).

En este capitulo se discutiran los resultados mas relevantes de la investigacion
realizada en relacion al efecto alelopatico del sorgo de Alepo sobre la micorrizacion con

HMA y la menta.

Efecto de los extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo sobre la micorrizacion
el crecimiento, parametros fisiologicos y bioquimicos de plantas de Mentha X piperita

L. (Ensayos N° 1y 2)

Los ensayos 1 y 2 se realizaron en speedling utilizando como sustrato una
mezcla de perlita:vermiculita:arena en proporcion 1:1:1. Los tratamientos de sorgo de

Alepo se realizaron a través del riego con extractos acuosos de rizomas.

Micorrizacion, viabilidad de la estructuras fungicas y dependencia micorricica

El porcentaje de micorrizacion, arbusculos y vesiculas en las plantas de menta
piperita fue elevado, indicando que es una especie altamente micotrofica, en
coincidencia con lo encontrado por otros autores en la misma y otras especies de menta
(Gupta et al, 1994; 2002; Cabello et al., 2005; Arango et al., 2006). En los ensayos 1 y 2
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donde se evaluo el efecto de los extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo, el
porcentaje de micorrizacion de las plantas de Mentha x piperita se vio afectado en
forma negativa, independientemente del indculo utilizado. La mayor concentracion de
extracto experimentada (15%) acentuo la reduccion. Los aleloquimicos presentes en los
extractos acuosos obtenidos a partir de rizomas de sorgo de Alepo ejercieron un efecto
fitotoxico sobre los hongos micorricicos. Esta fitotoxicidad afecta la simbiosis, dando
como resultado una menor absorciéon de agua y nutrientes, fundamentales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Koide and Li, 1991). Estos resultados coinciden
con estudios en los que se evaluaron los efectos de extractos acuosos de tallos y
exudados radiculares de Imperata cylindrica sobre la asociacion micorricica de hongos
micorricicos autdctonos, Glomus fasciculatum y G. mosseae con especies leguminosas
como Medicago denticulata, Vicia sativa, Phaseolus vulgaris, Vigna radiata, entre
otras, en las que el extracto de la maleza redujo la micorrizaciéon (Bajwa et al., 1996;
Afzal et al., 2000). La inhibicién observada puede darse por efectos directos del extracto
sobre los hongos micorricicos o bien, por una modificaciéon del pH del sustrato por
efecto de los extractos de SA. Dentro de la composicion quimica de los extractos de
rizomas de Sorgo de Alepo, se encuentran compuestos fendlicos tales como sorgoleona,
acidos p-cumarico, fertlico y vanilico, p-benzoquinonas (Guenzi and McCalla, 1966;
Einhellig, 1996; Cherney et al 1991; Czarnota et al.,2001; Sene et al., 2001). La
acumulacion de estos acidos reduce el pH del suelo. El pH de la rizosfera es un factor
importante no solo para la absorcién de nutrientes sino también para la actividad
microbiana como los HMA. Estos hongos se desarrollan en forma satisfactoria entre pH
5 a 6 (Potty, 1984; Smith and Smith, 1990). No obstante, el papel que juegan los
compuestos fenolicos sobre los HMA es complejo, dependiendo de multiples factores
como el tipo de compuesto fendlico, su concentracion, la especie de hongo micorricico
y la etapa de desarrollo de la simbiosis (Scervino et al., 2005).

En este trabajo, se observo que al avanzar en el estado de desarrollo de las
plantas, la formacion de arbusculos fue mas sensible que la formacién de vesiculas, en
las concentraciones de 10 y 15%, tanto en F. mosseae como en R. intraradices. Los
arbusculos son los principales sitios de intercambio de nutrientes entre el hongo y la
planta hospedante (Smith and Gianinazzi-Pearson, 1990), por lo tanto la reduccion del
porcentaje de arbusculos indicaria que la funcionalidad de la simbiosis podria verse
disminuida (Giovannetti et al., 1994).
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Las vesiculas tienen como funcién el almacenamiento temporario de reservas
(Sieverding, 1991; Martinez and Pugnaire, 2009), por lo tanto podria ser una estrategia
de estos hongos para afrontar situaciones de estrés, como en este caso el efecto
fitotoxico de los extractos. Javaid, (2008) determin6 una disminucion del porcentaje de
micelio y arbusculos y un incremento en el % de vesiculas en las raices de distintas
especies de plantas leguminosas creciendo en presencia de compuestos aleloquimicos
provenientes de Imperata cylindrica en el suelo. La actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH), permite evaluar la viabilidad de las estructuras del hongo
(Hamel et al., 1990), aqui se observo que la viabilidad fue afectada negativamente por
el extracto. La inactividad de las hifas podria ser debido a un dafo indirecto por
compuestos aleloquimicos lo que provoca una reduccioén de la materia seca aérea de las
plantas, disminuyendo el traslado de fotoasimilados hacia el hongo (Gaspar et al.,
2002). Walton et al., (1994) determinaron que las plantas pueden responder a un estrés
quimico, sintetizando compuestos que exudados a la rizosfera, modifican la
redistribucion del carbono.

La dependencia micorricica (DM) describe la eficiencia de la colonizacion
micorricica, calculada a través de la relacion del peso seco de las plantas micorrizadas
respecto de las no micorrizadas, cultivadas en las mismas condiciones (Ruiz-Lozano et
al., 1995). En este trabajo, la DM medida a los 60 DDT, fue superior para las mayores
concentraciones de extracto. La DM fue de alrededor del 40 % para SO y S1, y fue
superior al 72 % para S2 y S3 independientemente del inoculo utilizado, demostrando la
relaciéon favorable que se establece entre las plantas de menta y F. mosseae o R.
intraradices. Este resultado sugiere que si bien la colonizacién es importante para las
plantas crecidas en condiciones no estresantes (DM=40%), la colonizacién micorricica
en menta, adquiere mayor relevancia en condiciones de estrés en las plantas de menta
piperita (DM=72%) (Sanchez-Diaz and Honrubia, 1994; Ruscitti et al., 2011).

En estudios de heredabilidad de la dependencia de las micorrizas, Hetrick et al.,
(1992) determinaron que la respuesta a la simbiosis varia significativamente entre los
cultivares de una misma especie. Estos autores, trabajando con trigo, determinaron que
algunos cultivares se beneficiaron por la micorrizacidon, otros fueron indiferentes,
mientras que otros sufrieron una disminucién del crecimiento, basados en estas
respuestas concluyeron que la dependencia a las micorrizas estd bajo el control genético
de la planta huésped.
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Fosfatasa alcalina (ALP)

Las micorrizas facilitan la absorcion de los elementos poco solubles o poco
moviles, especialmente el fosforo (Smith and Read, 1997; Yao et al., 2003; Garg and
Chandel., 2010). El fésforo es transportado por el hongo a través de las hifas como
granulos de polifosfato, los cuales son degradados por las enzimas fosfatasas alcalinas
(Subramanian and Charest, 1998).

La actividad de la ALP (enzima fosfatasa alcalina) es un parametro utilizado
para expresar la eficiencia de la simbiosis (Tisserant et al., 1993). En este trabajo se
demuestra que la actividad de la ALP aumentd con la concentracion de extracto, en
particular en R. intraradices. Ademas, Dilly and Nannipieri, (1988), sugieren que la
elevada actividad de la ALP podria estar relacionada a una disminucion de los niveles
de P en el micelio y en el sustrato, a causa del estrés, alterando la funcién de absorcion.
Otros autores han determinado un aumento de los valores de ALP en situaciones de
estrés hidrico (Ruscitti et al., 2006), mientras que frente al estrés por Cu la actividad de
la ALP disminuy6 en plantas inoculadas con F. mosseae y no fue afectada en plantas

inoculadas con R. intraradices (Ruscitti et al., 2008).

Parametros de crecimiento

El mecanismo de accion especifico que provoca la reduccion del crecimiento y la
micorrizacion por parte de los aleloquimicos no ha sido determinado en forma clara,
pero se sabe que compuestos tales como el acido cindmico, benzoico y fertlico
presentes en los exudados de rizomas de sorgo de Alepo y otros malezas como Imperata
cylindrica, pueden resultar toxicos e interferir alterando la estructura de las membranas
plasmaticas, procesos fotosintéticos, reacciones enzimaticas, flujo de carbono,
interacciones mediadas por fitohormonas, y otros procesos fisioldgicos en plantas y
microorganismos del suelo (Putman, 1985; Hollapa and Blum, 1991; Rizvi et al., 1992;
Hejl et al. 1993; Einhellig, 1995, Hussain and Reigosa, 2011). En estudios previos se
reportd que los acidos fendlicos presentes en el extracto de sorgo de Alepo podrian ser
la posible causa de la reduccion del crecimiento y rendimiento de los cultivos que
crecen asociados a esta maleza (Einhellig and Rasmussen, 1978; Einhellig, 1996,
Acciaresi and Asenjo, 2003). Los acidos ferulico, vanillico, p-hydroxybenzoico, p-
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cumarico y la sorgoleona son algunos compuestos identificados en distintas especies de
Sorghum (Guenzi et al., 1967, Abdul-Wahab and Rice, 1967; Cherney et al., 1991
Einhellig and Souza, 1992).

El crecimiento de las plantas de menta piperita fue afectado por los extractos de
SA en todos los tratamientos. Esto se vio reflejado en una menor altura, area foliar, peso
seco de hojas, tallos y raices de las plantas, en las mediciones realizadas a los 30 y 60
dias del trasplante. Muhammad and Mohammad, (2010) determinaron que los residuos
Sorghum halepense mostraron fitotoxicidad sobre la germinacion de semillas y
desarrollo de plantulas de las especies medicinales como Plantago ovata, Foeniculum
vulgare y Ocimum basilicum. La reduccion en el crecimiento de la raiz determinada en
nuestro trabajo, afecta las funciones fisioldgicas de las plantas tales como, anclaje,
absorcion de agua y nutrientes y posiblemente el balance hormonal. Bukolova, 1971
atribuyo6 el menor desarrollo de las raices por efecto de aleloquimicos a una reduccion
de la actividad mitdtica de las células radiculares. Todo esto podria contribuir a la
disminucioén en el peso seco, en coincidencia Bensch et al, (2007).

El crecimiento evaluado en este trabajo a través de peso seco de tallo, hojas y
raiz, fue superior en las plantas micorrizadas comparadas con las no inoculadas, en
todas las concentraciones de extracto, si bien como se dijo anteriormente, las sustancias
presentes en los extractos acuosos de sorgo de Alepo redujeron el porcentaje de
colonizacién micorricica. La micorrizacion podria favorecer la transferencia de las
sustancias fitotoxicas de los extractos a las plantas hospedantes a través de la red de
hifas (Achatz and Rillig, 2014), y esto se comprobd por el menor crecimiento de las
plantas inoculadas en presencia de extracto. En las mediciones realizadas a los 60 DDT
las plantas inoculadas con R. intraradices respondieron mejor que las inoculadas con F.
mosseae en las concentraciones mas bajas, con excepcion de la longitud de la raiz donde
no se observaron diferencias. El beneficio de la inoculacidon relacionado con la
promocioén del crecimiento e incremento de la materia seca puede variar en funcion de
la relacion planta-hongo. A partir de los 60 DDT el comportamiento de ambos indculos
puestos a prueba en este trabajo fue similar. Estos resultados coinciden con Bajwa,
(2005); Bajwa et al., (1999) y Javaid and Bajwa (1999) quienes demostraron que la
inoculacién con hongos micorricicos redujo en forma significativa el efecto negativo del
estrés alelopatico causado por los extractos acuosos de hojas de Melia azedarach sobre
plantas de maiz y de Syzygium cumini sobre Cicer arietinum L. Ademas, Bajwa et al.,
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(2000), determinaron que plantas de trigo micorrizadas con Glomus fasciculatum y G.
mosseae presentaron mayores rendimientos que aquellas no inoculadas, bajo el estrés
alelopatico de Imperata cylindrica. En tanto que, Javaid, (2007) relaciona el mayor
crecimiento de las plantas micorrizadas a un mejor estado nutricional de la planta
huésped, morigerando el efecto de un estrés alelopatico. Sin embargo, se han
encontrando evidencias de la existencia de mecanismos especificos propios de los
hongos arbusculares o inducidos por estos, que le dan a las plantas micorrizadas mayor
tolerancia a elementos toxicos ambientales (Ocampo, 1993, Zhu et al., 2001; Gonzalez—
Chavez et al., 2004). Asi, se determin6 que las raices de Cicer arietinum en contacto
directo con los aleloquimicos presentes en extractos acuosos de hojas de Syzygium
comini fueron mas afectadas que la parte aérea, provocando una reduccion de la
concentracion de N y P foliar, como consecuencia de una disminucion en la capacidad
de absorcion de dichos elementos (Bajwa et al., 1999). El mismo autor concluyo6 que las
micorrizas arbusculares pueden producir y segregar al suelo compuestos quimicos que
neutralizan los efectos de los aleloquimicos responsables de la inhibicion de la mitosis
de las células radiculares y el crecimiento de la parte aérea. La alteracion en el
crecimiento de las raices por parte de los aleloquimicos, conduciria a un menor
desarrollo aéreo debido a una reduccion en la absorcion de nutrientes, la micorrizacion
podria revertir esta situacion, sobre todo si se tiene en cuenta el incremento en el
volumen de raiz en las plantas micorrizadas, como fue observado por Ronco et al.
(2008), en plantas de pimiento inoculadas con G. mosseae.

El papel de los compuestos fendlicos y de los distintos compuestos fitotoxicos
sobre la simbiosis micorricica no esta claro, y sus efectos parecen estar relacionado con
la concentracion de los aleloquimicos en el sustrato, pudiendo estimular o inhibir la
colonizacion (Leadir et al., 1997). Tampoco se conoce con certeza la respuesta
diferencial de las micorrizas arbusculares en la sensibilidad de las plantas frente a los
extractos de rizomas de sorgo de Alepo, este comportamiento podria ser similar al que
ocurre con los metales pesados o pesticidas acumulados en el suelo, en que se modifica
la sensibilidad y/o tolerancia que le pueden proporcionar los hongos arbusculares a las
plantas hospedantes (Barea et al., 2005b; Ruscitti et al., 2011; Kaya et al., 2009; Kohler
et al., 2008; Manoharan et al., 2010, Beltrano et al., 2013Db).
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Proteinas foliares

Las plantas micorrizadas presentaron valores de proteinas foliares méas elevados
en todas las concentraciones de extracto utilizado, respecto de las no inoculadas, sin
embargo la concentracion de 15% de extracto, disminuy6 el porcentaje de proteinas en
las plantas inoculadas con ambos indculos, respecto de las control en ausencia de
extracto. Las plantas inoculadas con F. mosseae mostraron mayor acumulacion de
proteinas respecto de las NI y las inoculadas con R. intraradices.

La disminucién en el contenido de proteinas podria ser causada por las
sustancias alelopaticas presentes en el extracto de sorgo de Alepo, entre las que se
incluyen compuestos fenolicos como por ejemplo, el acido clorogénico, acido feralico y
p-hydrobenzoico, los cuales han sido reportados como inhibidores de la sintesis proteica
(Baziramakenga et al., 1997; Mersie and Singh, 1993; Hussain and Rigosa., 2011). La
reduccion del contenido de proteinas como del crecimiento podrian estar relacionados
también al hecho que las hifas de los HMA facilitan el transporte de los aleloquimicos
presentes en los de los extractos, hacia la planta hospedante como fue comprobado por

Achatz and Rillig (2014).

Clorofila y carotenoides

La reduccion en el contenido de clorofila de las plantas no inoculadas, crecidas
con altas concentraciones de extracto, se asocia a la situacion de estrés alelopatico y
consecuentemente a la disminucion de la fotosintesis observada en estas plantas. En este
trabajo se observd que en las plantas micorrizadas el contenido de clorofila y
carotenoides solo se vio reducido en la concentracion mas elevada (15%) de extracto de
los rizomas de SA. Otros factores de estrés, tales como la sequia, salinidad, metales
pesados, también han sido vinculados con la pérdida de pigmentos fotosintéticos (Levit,
1980; Beltrano et al., 1999; Porcel and Ruiz-Lozano, 2004; Ruscitti et al., 2011;
Beltrano et al., 2013a, b). Por otro lado, en coincidencia con los resultados obtenidos en
este trabajo, Einhellig and Rasmussen (1978), Yang et al., (2002), Sampietro (2002),
Hussain and Reigosa (2011) determinaron que los compuestos fendlicos con accioén

alelopatica inhiben la sintesis de clorofila. Mientras que el incremento de la sintesis de
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clorofila en las plantas micorrizadas estaria asociado a una alta tasa de fotosintesis y

crecimiento (Mathur and Vyas, 2000).

Fotosintesis neta (PN), Conductancia estomatica (CS) y Transpiracion (E)

Los aleloquimicos pueden afectar procesos fundamentales para el crecimiento y
desarrollo de los cultivos, como la absorcion de nutrientes y agua, fotosintesis,
respiracion, actividad enzimatica y hormonal (Sampietro, 2002).

La inoculacién con hongos micorricicos produce una mejora en la fotosintesis y
la conductancia estomatica en plantas en situaciones de estrés comparado con las
plantas no inoculadas (Augé 2001; Wu and Xia 2006; Brown and Bethlenfalvay, 1988)

En nuestro trabajo, las plantas inoculadas mostraron valores de PN superiores a
las NI cuando crecieron libres de de extracto de sorgo de Alepo. La presencia de
extractos disminuy6 significativamente la fotosintesis neta en las concentraciones S2 y
S3 en las plantas NI, mientras que so6lo las inoculadas con R. intraradices redujeron la
fotosintesis a partir de S1, aunque con valores superiores a las NI. Estos resultados
demuestran que la simbiosis micorricica modera los efectos toxicos provocados por los
aleloquimicos, en coincidencia con Rizvi et al., (1992) quienes informaron que altas
concentraciones de acidos ferulico, p-cumarico y cindmico provocan el cierre de los
estomas y alteran la sintesis de pigmentos clorofilianos inhibiendo el proceso
fotosintético. Ademas, se ha determinado que la sorgoleona (benzoquinona) presente en
los exudados radiculares de sorgo, es capaz de desacoplar el transporte de electrones en
el fotosistema II (Einhellig, 1995). Por otro lado Einhellig (1995) consigna que el efecto
inhibitorio de las sustancias alelopaticas sobre la fotosintesis podria explicarse como
resultado de la modificacion en los niveles de clorofila o por la disminucion de la
conductancia estomatica, lo que provocaria una reducciéon en el suministro de CO;
esencial para la produccion de fotoasimilados (Einhellig 1995).

En este trabajo, se observd que en todos los tratamientos la conductancia
estomadtica fue mayor en las plantas inoculadas, y fue inhibida significativamente en S3
y en las NI con un reduccién del 48,7% comparada con el control, libre de extracto.
Mientras que la reduccion para IM e IB1 fue de 23% y 24 % respectivamente con
respecto a SO. La transpiracion tuvo un comportamiento similar a la conductancia
estomadtica, fue mayor en las inoculadas y se redujo con el agregado de extracto. Esta
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reducciéon fue del 62%, 20% y 39% en las NI, IM e IB1 respectivamente en S3 con
respecto a sus controles sin extracto. En resumen, la micorrizacion podria mejorar la
capacidad de intercambio gaseoso y disminuir la resistencia estomadtica, e incrementar la
transpiracion ante situaciones de estrés, en coincidencia con lo encontrado por

Subramanian et al., (1995).

Conductividad relativa de membranas de hojas y raices

Los factores ambientales adversos, diferentes situaciones de estrés, afectan la
permeabilidad selectiva de las membranas celulares, alteran la integridad celular y la
capacidad de retencion de sustancias intracelulares (Beltrano et al., 1999; Lukatkin,
2003). Las membranas celulares de las raices son los primeros sitios de accion de los
compuestos aleloquimicos, pudiendo ser dafiadas por una accion directa sobre sus
constituyentes o como resultado del deterioro de alguna funcién metabolica
fundamental para el mantenimiento de su funcionalidad (Rice, 1984). Derivados del
acido benzoico y cinamico son capaces de provocar cambios en la polaridad de las
membranas, y alterar su estructura, lo que provoca la salida de iones, y reduce la
absorcion de agua y nutrientes (Baziramakenga et al., 1997; Lehman and Blum, 1999).
En este trabajo, el dafio provocado por los aleloquimicos de sorgo de Alepo sobre la
estabilidad de las membranas celulares, dependié de la interaccion entre los tratamientos
de inoculacién y la concentracion de alelogimicos. Las plantas micorrizadas mostraron
menor conductividad relativa de los tejidos de la raiz en todos los tratamientos
comparadas con las NI. El menor dafio se observo en las plantas inoculadas con R.
intraradices para todos los tratamientos. El incremento de la conductividad en S3 con
respecto a SO fue de 76% en las NI y 45% en la IM.

En las hojas, el dafio sobre membranas celulares aument6 significativamente
solo en S3 tanto en las NI como en las inoculadas, en relacion a SO. Entre los diferentes
in6culos las diferencias no fueron significativas. Los valores de CR de IB1 fueron los
mas bajos para todos los tratamientos comparados con NI y con IM. Estos resultados

3

muestran que bajo condiciones de ‘“estrés alelopatico” la simbiosis con hongos
micorricicos protege la integridad de las membranas. Similares resultados encontraron

Feng et al., (2002), trabajando con plantas de maiz y Beltrano et al., (2013b) en
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pimiento, bajo condiciones de estrés por salinidad y Beltrano and Ronco (2008), en

plantas de trigo bajo condiciones de estrés hidrico.

Efecto de los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de Alepo sobre la
micorrizacion, crecimiento, parametros fisiologicos y bioquimicos y porcentaje de

aceites esenciales de plantas de Mentha x piperita (Experimento N°3)

Micorrizacion y dependencia micorricica

Este experimento las plantas crecieron en macetas, utilizando como sustrato una
mezcla de suelo y arena (1:1) al cual se le incorpord el indculo micorricico junto con
distintas cantidades de trozos de rizomas de sorgo de Alepo. En las raices de las plantas
que no fueron inoculadas se observo la presencia de estructuras fingicas de hongos
micorricicos autdctonos, presentes en el suelo utilizado. La micorrizacion, tuvo un
comportamiento similar a los ensayos donde se evalu6 el efecto de extractos acuosos de
rizomas. El porcentaje de micorrizacion, arbusculos y vesiculas de las plantas que
crecieron libres de rizomas, fue mayor en las inoculadas comparadas con las NI. Las
plantas inoculadas con F. mosseae y R intraradices disminuyeron la micorrizacion,
arbusculos y vesiculas a partir de la concentracion de 250 g MS de rizomas por metro
cuadrado, R. intraradices se destacO por presentar el mayor porcentaje de vesiculas en
las concentraciones mas elevadas de rizomas (800 g m™> MS) comparado con los
observados en los tratamientos NI e IM. La micorrizacién es un mecanismo que puede
explicar la capacidad competitiva de las plantas y por lo tanto la tolerancia a disturbios.
En este experimento, la dependencia micorricica fue muy variable, en presencia de las
mayores cantidades de rizomas incorporados aument6 en forma significativamente solo
en las plantas inoculadas con R. intraradices, en contraste con lo observado cuando se
evaluaron los extractos acuosos, donde se observo un marcado aumento de la DM con
altas concentraciones de extractos con ambos inoculos, en coincidencia con Sanchez-
Diaz and Honrubia, (1994) y Ruscitti et al., (2011) quienes reportaron un incremento de

la dependencia micorricica en plantas sometidas a situaciones de estrés.

Parametros de crecimiento
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Las plantas inoculadas presentaron mayor area foliar, peso seco de tallo, hojas y
raices comparadas con la NI coincidiendo con los ensayos anteriores, donde se evalu¢ la
accion de los extractos acuosos, obtenidos a partir de rizomas de sorgo de Alepo. Sin
embargo en este experimento, los parametros de crecimiento no fueron modificados por
los compuestos liberados por los rizomas de sorgo de Alepo. So6lo en las plantas
inoculadas con F. mosseae, se observo un efecto inhibitorio, sobre el area foliar a partir
de 250 g m™? MS de rizomas. Este resultado podria ser debido a que el tiempo de
exposicion para permitir el lixiviado de los aleloquimicos de los rizomas fue reducido, a
pesar que la cantidad de rizomas utilizados responden a altas tasas de invasion de la
maleza. En nuestro caso F' mosseae, evidencié una mayor sensibilidad a la presencia de
rizomas en el sustrato.

Los mayores valores observados en los parametros de crecimiento que
presentaron las plantas inoculadas con respecto a las NI, micorrizadas con cepas
autoctonas, determinan la eficacia de la inoculacion, en particular de R. intraradices, ya
que presento el mayor crecimiento. Resultados similares fueron obtenidos por Bajwa et
al., (2000) quienes observaron que la inoculacion con Glomus mosseae y Rhizophagus
fasciculatum mostraron un comportamiento mas eficiente respecto de las cepas de
autoctonos, en condiciones de estrés alelopatico de Imperata cylindrica, en cultivo de
trigo. Si bien las sustancias aleloquimicas pueden presentar efectos inhibitorios o
estimulantes del crecimiento en funcién de su concentraciéon o su composicion quimica
(Kogan, 1992; Einhellig, 1996; Anaya, 1999; Aciaressi and Asenjo, 2003), en nuestro
caso, como se manifestd anteriormente, la cantidad de rizomas empleados y el tiempo
de exposicion de los mismos en el sustrato explicarian la falta de respuesta de los
aleloquimicos en el crecimiento. Sin embargo, el peso seco de las raices de las plantas
inoculadas con IM se redujo con 500 y 800 g m™ de rizomas y con 800 g m™ en las NI.

Diversos estudios han demostrado que los HMA tienen la capacidad de adaptarse
a diferentes factores del suelo como la presencia de metales pesados, salinidad,
compactacion, sequia que podrian no ser adecuados para el desarrollo de las plantas y la
simbiosis (Al-Karaki, 2006; Ruiz-Lozano et al., 2006; Hildebrandt et al., 2007; Ruscitti
et al., 2007; Ruscitti et al., 2011; Beltrano et al., 2013b). En estos casos las micorrizas
ejercerian un papel protector a las plantas frente a la toxicidad de metales pesados e
incluso de otras sustancias toxicas presentes en el suelo, almacenandolas en sus paredes
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celulares y nucleos (Cuenca et al., 2001; Gonzalez Chavez et al., 2002; Castafion-Silva

etal., 2013).

Proteinas foliares

La respuesta en el contenido de proteinas foliares en las plantas cultivadas en
suelo con rizomas de sorgo de Alepo, difiridé del encontrado cuando se evaluaron los
extractos acuosos. En este ensayo las plantas NI no mostraron cambios en el contenido
de proteinas foliares, con respecto a la concentracion de rizomas en el suelo, mientras
que en las inoculadas se redujo un 10% y 13% para IM e IBI con 800 g m™> MS de
rizomas respectivamente con respecto sus controles.

Si bien la reduccion en el contenido de proteinas foliares de las plantas
inoculadas fue estadisticamente significativa, los contenidos de proteinas determinados
concentraciones fueron similares a los registrados en las NI que crecieron en ausencia

de residuos de rizomas.

Clorofila y carotenoides

Se observo un efecto inhibitorio de los aleloquimicos provenientes de rizomas
de sorgo de Alepo sobre el contenido de clorofila y carotenoides. Las plantas inoculadas
vieron modificada la acumulaciéon de estos pigmentos por efecto de los aleloquimicos,
en concordancia a lo encontrado por otros autores (Einhellig and Rasmussen, 1978;

Yang et al., 2002; Hussain and Reigosa 2011).

Fotosintesis neta y Conductancia estomdtica

La fotosintesis disminuy6 con 500 g m™ de MS de rizomas en el sustrato. Las
plantas inoculadas con R. intraradices mostraron valores significativamente superiores,
mientras que con. 800 g m” no se observaron diferencias entre inoculadas y no
inoculadas. Si bien se observd una disminucién de la fotosintesis, el contenido de
clorofila solo se redujo por efecto de la presencia de rizomas en las plantas inoculadas.
Peng et al., (2004) determin6 que la reducciéon de la fotosintesis como consecuencia de
los aleloquimicos producidos por algunas malezas, podria ser debido a que estos
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producen una modificacion en los niveles de clorofila o por el cierre estomatico. En soja
los acidos ferulico, vanillico y p-cumarico redujeron el contenido de clorofila (Einhellig
and Rasmussen, 1978). Ademas, Einhellig (1993) encontré que en sorgo las mismas
sustancias no provocan esa disminucion y sostiene que los acidos fendlicos actiian en
concentraciones relativamente altas inhibiendo el transporte de electrones, lo que
sugeriria que el sitio blanco de accién de estas sustancias es otro. Este mismo autor
determin6d que los compuestos fenolicos sorgoleona y p-benzoquinona exudados por
raices de Sorgo bicolor, inhibieron el transporte de electrones provocando la
disminucion de la eficiencia fotosintética y el crecimiento en plantas de soja.

Los valores de conductancia estomatica también fueron afectados negativamente
por los residuos de sorgo de Alepo y no se observo una mejora en este parametro por
efecto de la inoculacion. El estrés alelopatico provocé el cierre de los estomas lo que
reduciria el flujo de CO,, afectando la fotosintesis (Rizvi et al., 1992). Estudios que
evaliian el comportamiento de las hormonas en presencia de sustancias fitotoxicas como
el acido ferulico y otros compuestos fenolicos, evidenciaron un aumento del acido
abscisico (ABA) (Muller, 1970), provocando el cierre de los estomas (Taiz and. Zeiger,

2006; Shao et al., 2008).

Conductividad relativa de membranas de hojas y raices

Las membranas celulares de las raices de las plantas NI fueron afectadas
negativamente en las mayores presencias de rizomas en el sustrato, mientras que en las
inoculadas no presentaron modificaciones significativas. La conductividad relativa
determinada en las raices fue mayor que la registrada en las hojas. Es posible que las
raices se vieran mas afectadas ya que son los primeros sitios de accion de los sustancias
fitotoxicas (Lehman and Blum, 1999), no obstante, la inoculacion amortiguo el efecto
negativo.

La CRH solo se vio afectada ante la presencia de 800 g m™ de rizomas en el
sustrato en las NI y la inoculadas. Los valores fueron un 12% y 15% inferiores con F.
mosseae y R. intraradices respecto a las NI. Bajo condiciones de estrés salino, Beltrano
et al., (2013b) determinaron que plantas de pimiento micorrizadas con HMA mostraron
un menor dafio de las membranas celulares tanto de hojas como de raices comparadas
con la no micorrizadas.
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles de mas de
100 componentes en los que se incluyen metabolitos secundarios principalmente
monoterpenos y sesquiterpenos, aunque algunos son alcoholes simples, acidos, ésteres,
aldehidos o compuestos nitrogenados de sencilla estructura (Ringuelet and Vina, 2013).
La biosintesis de estos compuestos se origina a partir del isopentenil pirofosfato y del
dimetilalilpirofosfato (Buchanan et al., 2000). Debido a ello, es importante para su
biosintesis el contenido de fosforo en la planta (Loomis and Corteau, 1972). La
biosintesis de estos compuestos depende de factores genéticos, fisiologicos y de las
condiciones ambientales (Sangwan et al., 2001; Figueiredo et al., 2008). Los HMA
pueden incrementar el contenido de aceites esenciales, aunque atin no se conocen con
certeza cuales son los mecanismos involucrados en el proceso (Toussaint el al., 2007).
Se supone que como las micorrizas favorecen la absorcion de fosforo, el mejor estado
nutricional de las plantas micorrizadas estaria promoviendo la acumulacién de
metabolitos secundarios (Loomis and Corteau, 1972, Kapoor el al., 2002).

En este trabajo, la inoculacion con hongos micorricicos produjo un incremento
significativo del porcentaje de aceites esenciales comparados con las plantas no
inoculadas, coincidiendo con resultados de Arango et al., (2006). Estudios realizados
sobre Mentha arvensis inoculadas con Glomus clarum, G. etunicatum, Acaulospora
scrobiculata y Gigaspora margarita, han demostrado aumentos en la acumulacioén de
AE, coincidiendo con los resultados de este trabajo (Freitas et al., 2004; Khaliq and
Janardhanan, 1997). Este efecto también se ha documentado en plantas de orégano
(Khaosaad et al., 2006; Morone-Fortunato and Avato, 2008), albahaca dulce (Copetta et
al., 2006), y Artemisia annua (Kapoor et al., 2007).

Kapoor et al., (2002) y Toussaint et al., (2007), determinaron que el aumento en
la acumulacion de aceites esenciales, estd mediada por los efectos directos de los
hongos micorricicos e indirectamente por una mejora en el estado de nutricion de las
plantas, principalmente el fosforo. Torelli et al., (2000) sostienen que otro efecto
indirecto, que favoreceria la acumulacion de estos compuestos estaria relacionado con
cambios en el equilibrio hormonal, como el aumento en la concentracion de auxinas en
las plantas micorrizadas.
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No se observaron diferencias en el comportamiento de los indculos micorricicos
utilizados, ante la presencia de residuos de rizomas de Sorgo de Alepo con respecto al
porcentaje de aceites esenciales. La concentracién de 800 g m™ de rizomas redujo el
porcentaje de AE entre un 3 a 7 % para todos los tratamientos de inoculacion con
respecto a R0. Sin embargo para esta misma concentracion (R3) el %AE fue un 12,6% y
14% superior para IM e IBI respectivamente, con respecto a las plantas NI. El mayor
porcentaje de AE de las plantas inoculadas estuvo relacionado con la mayor
acumulacion de materia seca de estas plantas comparadas con las NI, posiblemente
debido a un mejor estado nutricional. Esto permitié también un comportamiento mas

eficiente frente a la presencia de los aleloquimico de los rizomas de sorgo de Alepo.
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Capitulo 5

Conclusiones
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Los resultados de estos experimentos confirman la hipétesis planteada en el
trabajo. Los aleloquimicos provenientes de los rizomas de sorgo de Alepo redujeron la
micorrizacion de plantas de Mentha x piperita y su efecto fue dependiente de la
concentracion tanto de extracto como de la densidad de rizomas utilizados en las
condiciones experimentales descriptas.

Las plantas de Mentha x piperita L. respondieron a la inoculacion con los hongos
micorricicos R. intraradices y F. mosseae, al observarse un elevado porcentaje de
arbusculos y vesiculas, como sefial de que esta especie es altamente micotrofica.
Asimismo, el alto grado de dependencia micorricica observado en presencia de
aleloquimicos provenientes de rizomas de sorgo de Alepo, puso de manifiesto la
importancia de la simbiosis para sobrellevar esa situacion de estrés.

La disminucion de la micorrizacion de las plantas expuestas a elevadas
concentraciones de extractos acuosos de rizomas, se correlaciond positivamente con la
pérdida peso seco, mientras que los aleloquimicos liberados por los rizomas en el suelo
no modificaron los pardmetros de crecimiento.

La fotosintesis fue inhibida por los aleloquimicos de los rizomas de sorgo de
Alepo correlacionandose en forma positiva con una disminucion del contenido de
clorofila y la conductancia estomatica en las plantas no inoculadas y en menor medida
en las inoculadas con HMA.

Los extractos acuosos de rizomas de sorgo de Alepo provocaron un incremento
en la conductividad relativa de las membranas de las raices en las plantas no inoculadas,
mostraron un dafio significativo en las mayores concentraciones, mientras que las raices
de las plantas inoculadas no mostraron dafio a nivel de membranas lo que determina que
bajo condiciones de estrés alelopatico la simbiosis con hongos micorricicos protegio la
integridad de las membranas. La reduccion en el crecimiento de las raices por parte de
los aleloquimicos, condujo a un menor desarrollo aéreo, la micorrizacidn, revirtido en
parte, esta situacion.

En los experimentos realizados en macetas con rizomas de sorgo de Alepo, la
inoculacion con ambas especies de HMA aventaj6 a los hongos autoctonos,
contribuyendo a paliar los efectos fitotoxicos de los residuos de rizomas de SA.

La inoculaciéon con hongos micorricicos arbusculares incremento el porcentaje de
aceites esenciales en todos los tratamientos. Estos resultados se correlacionan con la
mayor produccion de materia seca de las plantas inoculadas.
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Los mecanismos de accion que provocaron las reducciones observadas en el
crecimiento y la micorrizacion de las plantas de Menta piperita no son claros.

Las micorrizas arbusculares cumplen un rol importante en los ecosistemas, ya que
presentan una amplia plasticidad en su respuesta otorgandole sustentabilidad en los
agroecosistemas. La interaccion positiva entre las plantas de menta y los hongos
micorricicos arbusculares optimiza el estado nutricional de las plantas, permitiendo
incrementar la tolerancia a un estrés alelopatico.

Este trabajo aporta informacion sobre la biologia de la interaccion alelopatica al
estudiar el impacto del estrés alelopatico sobre la simbiosis con hongos micorricicos
arbusculares en plantas aromaticas como la Menta piperita. La mayoria de los trabajos
que evaltan el estrés alelopatico, han sido enfocados en los efectos sobre la germinacion
de semillas y crecimiento inicial de plantulas, pero no sobre plantas obtenidas a partir de
estacas, que es la forma comercial de multiplicacion de la especie motivo de este
estudio. Los efectos de estos aleloquimicos sobre la colonizacién con hongos
micorricicos arbusculares no han sido aun totalmente dilucidados. Teniendo en cuenta
que existe cierto grado de variacion de los efectos inhibitorios de acuerdo al origen y la
concentracion de los aleloquimicos en la colonizacién y el crecimiento de las plantas, se
requieren futuras investigaciones para determinar el grado de interferencia de los
mismos.

Asi como también es importante continuar las investigaciones a fin de determinar
el impacto que puedan tener los aleloquimicos del Sorghum halepense sobre las esporas
de los HMA presentes en el suelo. Es importante también poder realizar estudios en
situaciones de campo, ya que frecuentemente los resultados de laboratorio no responden
a las condiciones que presentan los agroecosistemas, en los cuales se verifican
numerosas variables bioldgicas que pueden modificar los procesos de exudacion,
movilidad y transformacién de los compuestos quimicos.

Se concluye que la inoculacion con hongos micorricicos modera los efectos
adversos causados por las altas concentraciones de aleloquimicos provenientes de
rizomas de sorgo de Alepo en los extractos acuosos y en los sustratos utilizados. El uso
de hongos micorricicos puede ser una alternativa de interés para mejorar la
productividad de los cultivos y la eficiencia de los agroecosistemas especialmente bajo
situaciones de estrés, al optimizar el uso de los recursos y propiciar un sistema de
produccion sustentable.
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