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RESUMEN

ABSTRACT

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) influyen favorablemente
en la nutricién vegetal; sin embargo, poco se conoce sobre la
interaccion de nuevos plaguicidas en los ecosistemas agricolas.
Actualmente la proteccién de cultivos se realiza generalmente por
métodos quimicos con tratamientos sobre las semillas. De este modo
se determind la colonizacién micorrizica, la densidad visual y la
micomasa de micelio interno a la raiz, con el fin de detectar si hay
inhibicion de la simbiosis de Glomus intraradices en semillas de
maiz tratadas con cuatro plaguicidas sistémicos. La combinacion de
fungicida e insecticida (neonicotinoide + triazol + fenilpirrol) propicié
una mayor colonizacion del hongo simbionte al registrar una coloni-
zacion que promedié 62,62 %. Bajo las dosis recomendadas existe
total compatibilidad entre G. intraradices y las moléculas empleadas
en este ensayo. El tratamiento de semillas de maiz puede conside-
rarse en programas de manejo integrado de plagas.

Palabras claves: micorrizas arbusculares vesiculares, plaguicidas,
Glomus, maiz

Arbuscular mycorrhizae fungi (AMF) improve plants nutrition. However,
the effect of new pesticides on agro-ecosystems is still unknown.
Currently crops protection is done generally by chemical methods
applied over seeds. Thus, the percent of mycorrhizal colonisation,
visual density and the estimation of mycelium micomass endophytic
to roots were determined, in order to find whether existence of inhibitory
effect remains over symbiosis of Glomus intraradices at corn seeds
enfolded with four systemic pesticides. Combination of fungicide and
insecticide (neonicotinoide + triazol + fenilpirrol) enhance an upper
mycorrhizal colonisation recording 62.62 %. Under such conditions,
recommended doses have total compatibility between G. intraradices
and molecules used in this assay. Film coating of corn seeds can be
suggested at integrated pest’'s control management, as well.

Key words: vesicular arbuscular mycorrhizae, pesticides, Glomus,
corn

INTRODUCCION

La influencia de los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) en la nutricion vegetal ha sido ampliamente
documentada [Smith y Read, 1997; Brundrett, 2002]
debido a las ventajas que brinda esta simbiosis planta-
hongo. Registros fosiles ubican a estos hongos desde el
periodo Ordovicico [Redecker et al., 2000], y al
interactuar con mas del 85 % de las familias de plantas
terrestres, se consideran fundamentales en la conquis-
ta del medio terrestre por las plantas [Brundrett, 2002].

Estos hongos inducen cambios anatomicos o morfo-
l6gicos en el sistema radical [Atkinson etal., 1994; Vigo
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et al., 2000], que a su vez alteran las poblaciones de
rizobacterias en el rizoplano [Azcon-Aguilar y Barea,
1992]. De forma general, los mecanismos que involucran
a los HMA en la bioproteccion vegetal se justifican
mediante la mejoria de la nutricion mineral de la plan-
taanfitrionay lacompetencia con hongos fitopatogenos
por fuentes de carbono y del espacio enddfito o ectofito
[Peérez, 2010].

La proteccion de los cultivos en la agricultura moderna
se realiza fundamentalmente con agroquimicos. Estos
pueden aplicarse de forma directa en determinadas eta-
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pas del cultivo, mediante el tratamiento de las semi-
llas. Wan et al. (1998) han documentado que el herbici-
da glifosato tiene efectos negativos sobre la germinacion
de esporas de Glomus intraradices Schenk y Smith, en
condiciones in vitro; sin embargo Mujicaet al. (1999) y
Powell et al. (2009) han reportado lo contrario en culti-
vos de sorgo y soya, respectivamente.

No casualmente se selecciond a G. intraradices para este
tipo de estudio de compatibilidad. Dicha especie, junto
a Glomus mosseae [(Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe],
dentro del orden Glomerales, se consideran las vedettes,
ya que son el ingrediente activo de la mayoria de los
inoculantes comerciales a nivel mundial, ya sea en actua-
cion independiente 0 en union a otras especies de HMA.

La mas reciente actualizacion de compatibilidad entre
fungicidas e inoculantes de HMA fue realizada por
Hernandez-Dorrego y Mestre (2010), pero en ese estu-
dio todos los fungicidas fueron aplicados tanto al suelo
como por via foliar.

Se desconoce la accidon que algunos insecticidas y
fungicidas aplicados a las semillas pueden causar sobre
los microorganismos del suelo; pero se conoce que al
someterse a constante estrés fisico y quimico, dismi-
nuyen su abundancia y diversidad [Helgason et al.,
1998]. El uso intensivo de productos quimicos, sobre

todo plaguicidas y fertilizantes, constituyen una de las
causas principales de la reduccion en la diversidad bio-
l6gica en los suelos, y dentro de ella los HMA [Conve-
nio sobre la Diversidad Bioldgica, 1996].

El tratamiento de las simientes con bioproductos basa-
dos en HMA es una metodologia que cobra auge entre los
agricultores, mientras se reformulan nuevos plaguicidas
y se aplican sobre las semillas, de forma que disminuyen
los costos de produccion y se incrementan los rendimien-
tosen los cultivos [Agropanorama.com s/aj.

Es por todo lo anterior que se propone determinar si
existe inhibicion de la colonizacion de G. intraradices
en semillas de maiz Zea mays L., tratadas con nuevos
fungicidas e insecticidas, solos y combinados, bajo con-
diciones semicontroladas.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo constd de cuatro variantes denominadas INS1,
INS2, INFGy INS3, un testigo de HMA sin plaguicida
y un control (Tabla 1). Cada una con cinco réplicas en un
disefio completamente aleatorizado.

Se utilizé un total de 0,5 kg de semillas de maiz var.
Rodrigo esparcidas sobre un papel gaceta para secar
durante 4 h a temperatura ambiente.

Tabla 1: Variantes y moléculas empleadas con sus respectivas dosis y efectos

Actividad Dosis
Variante Ingrediente activo S Grupo quimico (mL de pc/kg
bioldgica .
de semilla)
INS1 | Clotianidin Insecticida Neonicotinoide 2,5
INS2 Tiodicarb36,90 + imidacloprid 12,30 Insecticida Carbgmgto + 10
neonicotinoide
INFG Thiametoxam 262,5 + Insecticida i\Llic;ir;;:é)Itdee 3
difenoconazol 25 + fludioxonil 25 Fungicida o
fenilpirrol
INS3 Imidacloprid Insecticida Neonicotinoide 8
Testigo | Glomus intraradices Simbionte _ _
HMA* | (IES-9)
Control - - - -

pc: Producto comercial.

Luego de secadas se seleccionaron 50 semillas por cada
variante, que se colocaron en placas Petri sobre papel
de filtro humedecido con agua destilada hasta germi-
nar. Al determinar el porciento de germinacion se se-
leccionaron 10 por cada tratamiento segun su calidad y
desarrollo homogeéneo.

Las esporas se obtuvieron por el método del tamizado
en humedo [Gerdemann y Nicolson, 1963] de un culti-
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vo monoaxénico (IES-9), perteneciente a la Coleccion
Cubana de Hongos Micorrizégenos Arbusculares
(CCHMA) del Instituto de Ecologia y Sistematica
(Citma).

Solo se tomaron en cuenta las esporas que lucian via-
bles por su forma, color y contenido lipidico bajo el
microscopio estereoscopico, acorde con criterios de la
coleccion internacional de estos hongos, conocida por
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sus siglas en idioma inglés (INVAM). A excepcion del
control, las diez semillas escogidas de cada variante
fueron inoculadas con pipeta de Pasteur a nivel de sus
hipocotilo a razon de 10 esporas de G. intraradices por
semilla (Fig. 1), con el fin de garantizar su adherencia
alaraiz. Tedricamente un solo propagulo es capaz de
generar la simbiosis [INVAM, 2010].

Lassemillas previamente inoculadas y revestidas con cada
tratamiento fueron sembradasen macetasde 1 L. Encada
una de las réplicas se sembraron dos semillas con suelo
ferralitico rojo estéril Ferralsol [FAO, 1998]. Las plantulas
se expusieron a condiciones naturales de luminosidad y se
regaron en dias alternos durante un mes con agua corriente.
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A los treinta dias se procesaron todas las muestras,
por ser el periodo recomendado durante el cual esta
vigente el efecto de las moléculas involucradas en cada
caso. A las raicillas se les determind el porcentaje de
colonizacion micorrizica (% CM).

En cada caso se extrajeron al azar algo mas de 200 mg
de muestra de las raicillas con pinzas de diseccion, y
luego se sometieron a la clarificacion y tincion con
Trypan Blue [Phillips y Hayman, 1970]. Una vez te-
fiidas se observaron al microscopio estereoscopico en
una placa Petri con reticulo de 1,27 cm?y se contaron
las intersecciones de raicillas con las lineas del reticu-
lo en la base de la placa (> de 100 intersectos), confor-
me al método de Giovannetti y Mosse (1980).

Figura 1. a) Semilla tratada con una de las variantes e inoculada con esporas de G. intraradices

(IES-9). b) Detalles de raicillas del maiz con esporas.

Se clasifico la densidad visual de colonizacion (% DV) de
0a5 (Fig. 2) con sus respectivos valores de 0 al 47,5 %,
segun Herrera et al. (2004). El % DV es una variable
que explica el grado de funcionalidad de la coloniza-
cion. Se tomaron imégenes digitales al microscopio
estereoscopico, con aumento de 2,5x a través de una
camara con software especificos a 1300 x 1030 dpi. Tam-
bién se realizaron fotos con microscopio compuesto y
aumentos de 100x y 40x. A partir de las mismas mues-
tras de raicillas y de los valores del % DV se estimo
ademaés la micomasa de micelio endofito (ME), segun

laformula:
PSR

100

ME =DV (%)

donde:

ME: Micomasa de micelio endofito
DV: Densidad visual de colonizacion
PSR: Peso seco de raicillas

Para comparar los valores medios de cada tratamiento
se realizd un ANOVA, y como post-hoc la prueba Tukey
a un nivel de significacion del 5 %. Se realizo previa-
mente el test de Levene para comprobar la homogenei-
dad de varianza. Todo el procesamiento estadistico se
efectud mediante el software SPSS vers.16 [SPSS Inc.,
2007].
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Densidad visual 0.0
(%)

Figura 2. Diagrama de densidad de la colonizacion de raicillas por HMA [Herreraet al., 2004].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de ME se reportan en mg x dm=. Es conve-
niente expresar esta variable fingica respecto a unida-
des de volumeny no de masa de suelo, pues en los sue-
los tropicales la densidad es muy variable [Herrera et
al., 2004]. Se parti6 de una variable cualitativa, de pre-
sencia o ausencia, como el % CM para poder estimar
cuan optimaes la simbiosis, a partir de considerar siem-
pre que el mayor valor que alcanza es del 47,5 %. De lo

contrario, seria disfuncional la simbiosis y colapsaria
el tejido cortical de la raiz [Herreraet al., 2004].

Se observé una colonizacion aceptable por parte de G. in-
traradices (Tabla 2). No fue frecuente observar vesiculas
o esporas internas en las raices tefiidas; sin embargo, se
pudieron observar estructuras incipientes (Fig. 3a) y
algunas ya maduras (3b). EI mayor valor de % CM se
alcanzé en INS2 (tiodicarb 36,90 + imidacloprid 12,30),
mientras el minimo se registrd en el testigo HMA™.

Tabla 2. Variantes empleadas y variables estimadas

i % CM % DV =+ ME +E.E.
Variantes % CM +E.E. YRR OE.E. (o xdm)
INS1 58,25+ 5,63 a 72,73 38,52 2,35+ 0,86 1,34 + 0,50
INS2 59,99 + 10,05 a 87,38 24,76 4,06 +1,68 2,28 +0,93
INFG 62,62 +£9,39a 77,12 25,71 416 +1,12 2,27 +0,62
INS3 59,11 +5,72a 74,77 45,83 2,87 +0,74 1,55+ 0,36
Testigo HMA™* 4742 £ 12,75 a 69,37 11,76 2,10 £ 0,87 1,14 + 0,46
Control 0b 0 0 0 0

(n =5). E.E.: Error estandar.
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El INFG (thiametoxam 262,5 + difenoconazol 25 +
fludioxonil 25) produjo el mayor valor promedio de co-
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lonizacion de todos los tratamientos, aunque no exis-
tieron diferencias significativas (p < 0,05) entre ellos.

Figura 3. a) Raiz tefiida con Trypan Blue (foto tomada al microscopio compuesto (100x)). Se destacan con
flechas protuberancias en estructuras de intercambio tipo Paris. b) Esporas o vesiculas internas a la raiz (foto
tomada al microscopio compuesto (40x)).

Los valores estimados de la densidad visual fueron lige-
ramente bajos en todos los tratamientos, resultado qui-
zas influido por el corto tiempo que dur6 el ensayo. En
cambio, todas las semillas tratadas con plaguicidas tu-
vieron un valor promedio de % DV por encima del valor
del testigo. Los valores de ME en INS2 y INFG fueron
muy similares (Tabla 2), e incluso mayores que el trata-
miento testigo HMA. Esto sugiere que las dosis reco-
mendadas de los plaguicidas utilizados no afectan de for-
ma negativa la simbiosis entre la plantay G. intraradices.

Los altos valores de % CM alcanzados por INSFG pudie-
ran estar influenciados por el efecto vigorizante de las rai-
ces del Thiamethoxam, que a su vez modula positivamen-
te larespuesta de la simbiosis. Seguin Acevedo (2009), esta
molécula estimula el crecimiento de las raices en maiz.

Aun cuando no exista diferencia significativa entre los
valores de % CM registrado respecto al testigo, estos
resultados sugieren que la presencia de moléculas
xenobioticas en la planta pudieran inducir algun estrés
que aprovecha oportunamente el hongo simbionte para
expresar mayor colonizacion. Quizés las alteraciones al
metabolismo secundario de la planta [Leitner et al., 2010]
genera mayor gasto energetico y coloca a la planta hos-
pedera en asimetria competitiva, por lo que asume mas
facilmente el consorcio con el HMA. En este sentido,
recientemente se ha identificado en G. intraradices un
gen que codifica para transportadores de membrana que
contribuyen a la detoxificacion del citosol, y acttian ante

estrés oxidativo y acumulacion de metales en niveles toxi-
cos [Gonzélez-Guerreroetal., 2010].

Se pudiera afirmar, para continuar el enfoque energéti-
co del consorcio planta-hongo, que la colonizacion por
G. intraradices es potenciada a favor del hongo. La in-
duccién o activacion de estos transportadores en el
HMA favorece la detoxificacion o tolerancia a algunas
sustancias xenobidticas. En términos de eficiencia ener-
gética le resulta a la planta menos costoso asumir la
simbiosis que activar sus propios mecanismos de tole-
ranciaa moléculas ajenas.

Estos resultados coinciden con los de Afek et al. (1991)
y Hwang et al. (1993), quienes obtuvieron superiores
% CM en presencia del fungicida metalaxyl a dosis
pequefias. Algunos fungicidas incluso no tienen efec-
to alguno sobre los HMA [Goslin et al., 2006]. Re-
cientemente se encontro que el fenhexamid producia
cierta atenuacion del crecimiento de G. intraradices
en hifas externas a la raiz transgénica de chicoria
(Cichorium intybus L.) sin afectar la colonizacion,
mientras el fenpropimorph afectaba negativamente la
colonizacion y el desarrollo de las estructuras exter-
nas a la raiz [Campagnac et al., 2010]. El fen-
Opropimorph y el fenhexamid son inhibidores de la
biosintesis de esteroles; sin embargo, la misma espe-
cie de HMA responde diferente, independientemente
del efecto de las moléculas xenobidticas.
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Numerosas pruebas necesitan realizarse para discernir
entre tipo de cultivo, ecotipo de HMA involucrado en
la simbiosis, método de aplicacion del biocida y estado
fenoldgico de la planta al momento de la aplicacion.
Segun Goslin et al. (2006), existe un desafio mayor, el
cual consiste en discriminar efectos individuales de los
biocidas aplicados a un cultivo durante todo su ciclo.
Otros ensayos con nuevos productos y dosis debieran
emplearse para corroborar o rechazar la validez del en-
foque energético de la asociacion planta-HMA ante el
efecto de moléculas xenobioticas. La aplicacion de pro-
ductos quimicos directamente a la semilla abre una
nueva linea de estudios en la compatibilidad de microor-
ganismos del suelo con los plaguicidas sintéticos de ac-
cion sistémica.

CONCLUSIONES

» Eltratamiento combinado de fungicida e insecticida
(neonicotinoide + triazol + fenilpirrol) propicia una
mayor colonizacion micorrizica.

* Lacolonizacion de G. intraradices en maiz es inde-
pendiente del volumen o dosis recomendadas para
los productos comerciales evaluados.

* Los plaguicidas probados, aplicados a la semilla, pue-
den integrarse a los programas de manejo de plagas.

 Ninguna de las moléculas empleadas en este ensayo
es incompatible o produce efecto negativo sobre la
colonizacion por esta especie de hongo micorrizégeno.
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