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Resumen

En la actualidad, se han intensificado las investigaciones orientadas a la
identificacion de fuentes alternativas para la producciéon de biofertilizan-
tes a base de hongos del suelo, con especial énfasis en especies poco
estudiadas y escasamente caracterizadas. Durante el presente estudio
se llevé a cabo un analisis comparativo de la capacidad de promocion
del crecimiento de plantas de tomate por parte de tres aislamientos
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nativos de Cladorrhinum samala (INTA-AR1, INTA-AR5 e INTA-AR32), y
dos cepas de referencia: C. samala CBS 302.9 y C. foecundissimum CBS
180.66. Los resultados obtenidos permitieron identificar a la cepa C.
samala INTA-AR1 como la mas prometedora, debido a los incrementos
significativos en el peso seco radicular y en el peso fresco del tallo con
respecto al tratamiento control (sin inoculacién fungica) y a los trata-
mientos con los otros hongos. Se evidencié un incremento del indice de
verdor, que demostré un aumento progresivo asociado al incremento en
el porcentaje de indculo aplicado. Se observé que las hifas colonizaban
la raiz de manera superficial a las 72 h y posteriormente en forma en-
dofita a los 40 dias. Este estudio permitio la seleccion de la cepa nativa
de C. samala INTA-AR1 como candidata para su aplicacion en diversos
cultivos como promotora del crecimiento vegetal.

Palabras clave: Cladorrhinum samala; microorganismos del suelo; endéfito
radical; PGPF.

Abstract

Currently, research aimed at identifying alternative sources for the pro-
duction of biofertilizers based on soil fungi has intensified, with special
emphasis on understudied and poorly characterized species. This study
conducted a comparative analysis of the growth-promoting capacity
of tomato plants by three native isolates of Cladorrhinum samala (IN-
TA-AR1, INTA-AR5, and INTA-AR32) and two reference strains: C. samala
CBS 302.9 and C. foecundissimum CBS 180.66. The results identified
the C. samala INTA-AR1 strain as the most promising, due to signifi-
cant increases in root dry weight and stem fresh weight compared to
the control treatment (without fungal inoculation) and the treatments
with the other fungi. A progressive increase in the greenness index was
observed, correlating with an increase in the percentage of inoculum
applied. Hyphae were observed to colonize the root superficially at 72
h and subsequently endophytically at 40 days. This study led to the
selection of the native C. samala INTA-AR1 strain as a candidate for
application in various crops as a plant growth promoter.

[Keywords: Cladorrhinum samala; soil microorganisms; root endophyte; PGPF.]
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INTRODUCCION

Un conjunto de problematicas y soluciones sustentables engloban a la agri-
cultura actual, entre las cuales se encuentra la busqueda de alternativas
sostenibles en la produccién de alimentos para el abastecimiento de la po-
blacién humana creciente (FAQO, 2016).

Desde la década de 1970 las investigaciones se orientaron en la busque-
da de alternativas ambientalmente amigables para el control de patégenos
y la promocidn del crecimiento vegetal. Entre ellos, los bioinsumos con-
teniendo PGPM (“Plant Growth Promoting Microorganisms™), involucran la
utilizacién de hongos, algas y/o bacterias (Mamani y Filippone, 2018; San-
toyo et al., 2021). Los hongos promotores del crecimiento vegetal conocidos
como PGPF (Plant Growth-Promoting Fungt), actdan a través de mecanismos
directos, como el aumento en el suministro de nutrientes y la biosintesis de
fitohormonas; y mecanismos indirectos, como la accién antagénica contra
agentes fitopatégenos (Valland y Goodman, 2004). Diversos hongos perte-
necientes al phylum Ascomycota han sido reportados por poseer capacidad
endofita y comportamiento como promotores del crecimiento vegetal. Los
taxones descriptos Alternaria y Phoma (Clase Dothideomycetes), Aspergillus
y Penicillium (Clase Eurotiomycetes), Beauveria bassiana, diferentes especies
de Chaetomium y Fusarium, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia,
Purpureocillium Llacinum, Trichoderma aggressivum f. europaeum, 1. asperellum
y 1. saturmisporum (Clase Sordariomycetes). También se han reportado repre-
sentantes del phylum Basidiomycota como Serendipita (syn. Piriformospora;
Clase Agaricomycetes), entre otros (Gill et al., 2016; Hossain et al., 2017,
Martin et al. 2019; Spagnoletti y Chiocchio 2020; Adedayo y Babalola 2023).

Entre los afnos 2022 y 2023 se produjo una crisis de fertilizantes mi-
nerales (provocada por la guerra de Ucrania, caida de las exportaciones y
aumento de los precios), generando escasez en la provisiéon de insumos
desde Rusia y Bielorrusia como sales de potasio y metales catalizadores
para la sintesis de amonio (Chojnacka et al., 2023). Los fertilizantes son
claves para incrementar el rendimiento de los cultivos; sin embargo, su uso
inapropiado contribuye al cambio climatico. Hay acciones que se realizan
para mitigar el impacto de los efectos negativos provocados por el mal uso
de los fertilizantes. Uno de los actores mas importantes a nivel mundial es
el IFA (International Fertilizer Association), cuya mision es la de promover el
uso eficiente y responsable de los fertilizantes desde su produccién hasta
el manejo. Junto con la FAO se genero el codigo internacional sobre la
conducta para el uso y manejo sustentable de los fertilizantes (The inter-
national code of conduct for the sustainable use and management of fertilizers).
La importancia de la comunidad microbiana presente en la rizosfera es un
factor determinante en la dindmica poblacional y en la composicion de la
vegetacion de la rizésfera (Oliveros-Bastidas et al., 2009).



114

Los microorganismos del suelo constituyen uno de los reservorios
de biodiversidad mas grandes del planeta, desempenando un papel fun-
damental en el funcionamiento de los ecosistemas y los procesos que en
ellos ocurren (Ros et al., 2024). En este contexto, los procesos que tienen
lugar en la rizésfera han captado creciente interés, dado su importancia
para comprender las interacciones suelo-planta. Algunos microorganismos
del suelo interactian con las raices de las plantas de diferentes maneras:
Pueden colonizar las células radiculares de forma intracelular (i-PGPM) o
permanecen en la rizésfera de manera extracelular (e-PGPM). Ambos tipos
desempenan un papel crucial en la mejora del crecimiento y desarrollo
vegetal mediante diversos mecanismos (Gopalan et al., 2023).

Se pueden mencionar varias investigaciones realizadas sobre diferentes
grupos de hongos como agentes activos en la formulacion de biofertilizan-
tes, indicadas como alternativas para la produccion horticola sostenible
(Bohner et al., 2013; Calabi-Floody et al., 2018; Farias et al., 2018; Cho-
jnacka et al., 2023). Las interacciones entre las plantas y los PGPF han
demostrado generar efectos beneficiosos tanto en los 6rganos subterraneos
como en los aéreos (Hossain et al., 2017). El tomate (Solanum lycopersi-
cum), es ampliamente utilizado como modelo de estudio sobre promocién
del crecimiento vegetal debido a su sensibilidad y respuesta significativa a
la inoculacion con microorganismos beneficiosos del suelo, como hongos
endofitos, micorricicos y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(Hernandez-Valladares et al., 2021; Leventis et al., 2021; Miranda et al.,
2023). El tomate originario de América del Sur, es la segunda hortaliza més
consumida a nivel mundial, después de la papa. Presenta una alta adap-
tabilidad a diversas condiciones de cultivo, sin embargo, puede presentar
deficiencias nutricionales principalmente de potasio, fosforo, calcio, boro y
zing, las cuales pueden afectar la calidad, apariencia y produccién de frutos
(Blancard, 2011).

El género Cladorrhinum Saccardo y Marchal (1885) es un representante
de la familia Lasiosphaeriaceae perteneciente al Orden Sordariales (Sor-
dariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota). En Argentina este género,
hasta la fecha, esta representado por las especies: C. samala, C. bulbillosum
y C. australe (Carmaran et al., 2015). Investigaciones iniciadas por Gasoni y
Gurfinkel (1997) indicaron que C. samala A32 (actualmente tipificada como
INTA-ARI1) revel6 un habito endofito en raices de plantas de algodon,
ejerciendo estimulacion del crecimiento vegetal en sustratos deficientes en
fosforo. Los hongos endofitos se definen comiinmente como microorganis-
mos cuya colonizacion interna en los tejidos vegetales puede demostrarse
sin que se manifiesten sintomas evidentes de enfermedad o dafio, al menos
durante parte de su ciclo de vida (Schulz y Boyle, 2005). Estos hongos son
componentes habituales del microbioma del suelo, y establecen asociaciones
mutualistas con las plantas con las que interaccionan (Waqar er al., 2023).
Se resalta la importancia de su estudio por los maltiples beneficios que
generan en los cultivos, como el incremento en la absorcién de nutrientes,
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proteccion frente al estrés (bidtico o abidtico), entre otros (Macia-Vicente et
al., 2009). Se pueden clasificar de acuerdo con sus relaciones ecoldgicas con
los hospedantes, como “clavicipitaceos” y “no clavicipitaceos” siguiendo a
Rodriguez ez al. (2009). Cladorrhinum samala fue incluido en la categoria no
clavicipitaceos (Clase 2), en respuesta a su capacidad para colonizar diversos
organos vegetales y conferir proteccion frente a distintos tipos de estrés
(Rodriguez et al., 2009). Ademas, estos autores, describieron que esta clase
de endofitos resulta fundamental para el crecimiento de algunas plantas y
pueden llegar a incrementar la biomasa de raices y brotes. Sin embargo,
no hay informacion disponible sobre el tipo de interacciéon que se genera
entre Cladorrhinum y las plantas de tomate.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto pro-
motor del crecimiento de tres aislamientos nativos de C. samala y de dos
cepas de referencia pertenecientes al género en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum var. platense). Se evalud también el efecto de diferentes concen-
traciones del indculo de la cepa seleccionada C. samala INTA-ARI1 en el
crecimiento vegetal del tomate y el tipo de interaccion que mantiene con
sus raices.

MATERIALES Y METODOS
Cepas fungicas y variedad vegetal

Las cepas de referencia utilizadas en este trabajo pertenecen a las especies
C. samala CBS 302.9 y C. foecundissimum CBS 180.66 (Centro de Biodiversi-
dad Fungica de los Paises Bajos). Se estudiaron también tres cepas nativas
de C. samala (INTA-ARI1, INTA-ARS, INTA-AR32) obtenidas de suelos
de diversas regiones de Argentina (Carmaran et al., 2015). Todas las cepas
estan depositadas en la coleccion de cultivos del Instituto de Microbiologia
y Zoologia Agricola (IMYZA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agro-
pecuaria (INTA), Argentina.

Los ensayos se realizaron con plantas de tomate (Solanum lycopersicum)
de la variedad Platense. Las semillas utilizadas en el estudio fueron pro-
vistas por el programa Pro-Huerta (campana 2018/2019) perteneciente a la
Estacion Experimental Agropecuaria Area Metropolitana de Buenos Aires
(EEA AMBA - INTA). Para todos los ensayos que requirieron cultivos in
vitro de plantas de tomate, se utilizéo medio de cultivo agar-agua al 1,2%
(AA) dispuesto en distintos recipientes, segin los requerimientos especifi-
cos de cada experimento. Los recipientes utilizados fueron: placas de Petri
de 90 mm con 15 ml de medio, vasos de plastico con 125 ml de medio de
cultivo y frascos de vidrio con 4 ml de medio de cultivo.

Para los cultivos in vitro, las semillas de tomate fueron previamente des-
infectadas superficialmente antes de colocarlas sobre la superficie del medio
de cultivo en cada recipiente. Para la desinfeccion superficial, las semillas
se sometieron a tratamientos de lavado con alcohol al 70 % durante 30”,
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con agitacion manual moderada. Luego, se sumergieron en hipoclorito de
sodio al 1 % durante otros 30” con agitacion leve (Maeso y Walasek, 2012).
Posteriormente, se realizaron tres lavados consecutivos con agua destilada
estéril, cada uno de 30” de duraciéon (MroginsKki et al., 1991). Para finalizar
el tratamiento de desinfeccion, las semillas fueron transferidas, con pin-
zas desinfectadas, sobre hojas de papel de filtro estériles (101-102, Double
Rings) y se dejaron secar durante 4 horas para evitar la humedad que pudie-
ra inducir su germinacién. Luego, se procedi6 segin los requerimientos de
cada ensayo. Todos los recipientes, fueron sellados con cinta de laboratorio
(Parafilm®) y colocados en condiciones controladas a 25 °C y fotoperiodo
de 16 h (Mir-154-PE, Panasonic) (Coronel, 2017).

Seleccion de las cepas de Cladorrhinum
para promocion del crecimiento vegetal

Se evalud la promocién del crecimiento en plantas de tomate inoculadas
con C. samala CBS 302.9, INTA-ARI1, INTA-ARS y INTA-AR32 y la cepa
de referencia C. foecundissimum CBS 180.66. Primeramente, las semillas de
tomate desinfectadas fueron cultivadas i vitro en frascos de vidrio con el
medio de cultivo e incubadas, siguiendo el protocolo previamente descrito,
durante 7 dias. A una distancia de 1 cm de la plantula se coloc6 un disco
obtenido con sacabocado (5 mm) de Agar Papa Glucosado (APG) coloni-
zado previamente con las cepas de Cladorrhinum y un disco sin el hongo
para los tratamientos control. Luego de tres dias de crecimiento (Gasoni
y Stegman de Gurfinkel, 1997), se realizo el trasplante de cada plantula
(inoculada y no inoculada) a tubetes C125 de 125 cm3 de polipropileno
(Dassplastic) con sustrato compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita
(3:3:3:1). Para mantener las condiciones controladas en la cAmara de cul-
tivo y evaluar exclusivamente la interacciéon hongo-planta, el sustrato fue
esterilizado previamente en autoclave mediante dos ciclos consecutivos de 1
hora a 121 °C. Se colocaron 20 réplicas por tratamiento, con un total de 120
plantines de tomate, en condiciones controladas de 25 °C y un fotoperiodo
de 16 horas de luz blanca. Al cabo de 40 dias se midi6 la longitud del tallo,
su peso fresco y seco, la longitud de las raices y su peso seco.

Evaluacion del efecto de la cepa seleccionada
sobre plantas de tomate

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se realizo
un ensayo de interaccién en suelo. Para ello, en primer lugar se obtuvo el
inéculo fangico cultivando la cepa de C. samala INTA-ARI1 en arroz bajo
condiciones de fermentacion en estado solido. Estos cultivos flingicos se
realizaron en frascos, que fueron incubados a 25 °C durante 15 dias (Sapa-
rrat et al., 2010).
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Una vez colonizado completamente el arroz fue transferido a bandejas
desinfectadas superficialmente con papel absorbente en la base, y luego
colocadas sobre mesada en una zona con bajo flujo de corrientes de aire a
temperatura ambiente. Se registr6 el peso de las bandejas a tiempo cero y
luego, diariamente. Una vez que el peso se mantuvo constante (a las 72 h)
se triturd el arroz con homogenizador (PH91, SMT process) hasta obtenerse
un particulado fino y se tamiz6 utilizando una malla de 1 mm (Zonytest,
Rey y Ronzini SRL.) previamente esterilizada por radiacion UV (Borda y
Arbelaez, 1993). El indculo asi preparado, se coloco en tubos de centrifuga
de 50 ml estériles (Corning Incorporated) y se almacend en una zona sin
humedad y en oscuridad.

Con respecto a las plantulas, éstas se obtuvieron a partir de semillas que
fueron incubadas en bandejas de germinacién que contenian un sustrato no
esterilizado compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita (3:3:3:1). El
ensayo se realiz6 durante diez dias en condiciones de invernéaculo, con luz
natural y temperaturas de 28 = 5 °C en el mes de febrero, con el objetivo
de evaluar el comportamiento de las plantulas en un ambiente mas cercano
al natural, preservando la microbiota nativa del sustrato

Posteriormente, las plantulas desarrolladas se trasplantaron a macetas
de 3 kg, con el mismo sustrato mencionado anteriormente para el ensa-
yo en las bandejas de germinacidn, al cual se le suplementaron diferentes
cantidades del indculo del hongo formulado a base de arroz. El ensayo se
llevé a cabo con tres tratamientos: 1 % m/m; 0,5 % m/m; 0% (control sin
indculo), se utilizaron 25 plantas por tratamiento haciendo un total de 75
plantas. Luego de 63 dias en condiciones de invernaculo, se descalzaron las
plantas de las macetas y se midieron las variables: indice de verdor, longitud
del tallo, longitud de raiz, peso fresco tallo, peso seco tallo, peso seco raiz.

Adicionalmente, se llev6 a cabo un ensayo utilizando 3 concentraciones
de ind6culo flingico en sustrato sélido, como se describié previamente, para
evaluar especificamente el indice de verdor. Para ello, se tomaron diferentes
concentraciones del inéculo (2 %, 1%, 0,5 %) y se mezclaron con 600 g de
sustrato compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita (3:3:3:1), para
el tratamiento control se siguid la misma metodologia sin aplicacién del
in6culo. Paralelamente, se cultivaron semillas de tomate iz vitro en frascos
de vidrio, y tras siete dias se trasplantaron 10 plantulas por bandeja por
tratamiento. Las plantulas se incubaron por 60 dias en condiciones con-
troladas de 25 °C y fotoperiodo de 16 horas. LLa medicion del indice de
verdor, se realiz6 en todas las plantas tomando tres hojas vegetativas de los
entrenudos apicales con un equipo medidor de clorofila SPAD 502 Plus
(Konica, Minolta).
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Evaluacion microscopica de raices de plantas
de tomate en sistemas conteniendo C. samala

Se realizaron microcultivos en portaobjetos (Deltalab, Eurotubo®) para
ello se colocé AA al 1,2 % en condiciones de esterilidad hasta cubrir
completamente el portaobjetos. Una vez solidificado se cortaron los extre-
mos con un bisturi estéril. Se colocé en un extremo del portaobjetos una
plantula de tomate cultivada iz vitro en placa de Petri por diez dias a 25 °C,
con fotoperiodo de 16 h. En el otro extremo del portaobjetos se sembro la
cepa C. samala INTA-ARI, previamente incubada a 28 °C durante 72 h.
Estas condiciones de esterilidad permiten evitar la interferencia de hongos
contaminantes en la interaccion hongo-planta. Se colocaron los portaobje-
tos dentro de una placa de Petri estéril durante 72 h a 25 °C, se realiz6 por
triplicado. Luego de la incubacion, las raices colonizadas fueron tenidas
con azul de anilina al 1 % y se observaron en microscopio optico (BX51,
Olympus), en campo claro. Se tomaron fotografias de las estructuras fingi-
cas observadas. Las imagenes fueron tomadas con una camara digital Cool
Snap-Pro (Media Cybernetics, Inc.) acoplada al microscopio y editadas con
el programa Image-Pro Solution.

Para evaluar la interaccion a mayor plazo se realizaron cultivos in vitro
en vasos de plastico con 150 ml de medio de cultivo como fue descripto
previamente, con una semilla por vaso por triplicado. Cada recipiente fue
inoculado con un disco de APG (5 mm de diametro) con la cepa C. samala
INTA-ARLI y se incubaron los vasos durante 40 dias a 25 °C con fotoperiodo
de 16 h. Se realizaron las tinciones de las raices con azul de anilina 1 %
y blanco de calcofldor 1 g/l (Fluka, Sigma-Aldrich). Las observaciones se
llevaron a cabo con microscopio optico y de fluorescencia, respectivamente.
Finalmente, se tomaron muestras de las raices colonizadas y se colocaron en
placas de Petri con medio APG a 28 °C por 72 h. Se realizaron las tinciones
de las raices con azul de anilina 1 % y blanco de calcoflior 1 g/l (Fluka,
Sigma-Aldrich). Las observaciones se llevaron a cabo con microscopio 6p-
tico y de fluorescencia respectivamente, utilizando filtro WU con emision
de 420 nm para calcofldor.

Analisis estadisticos

Para analizar el efecto de las cepas de Cladorrhinum evaluadas sobre la pro-
mocién de crecimiento, se utilizé6 un modelo de cuadrados minimos gene-
ralizados (GLS por su denominacién en inglés, Generalized Least Squares
models) (Zuur et al., 2009). Se incluy6 en el mismo analisis la modelacion de
la falta de homogeneidad de la varianza mediante una funcién de varianza
constante (Pinheiro y Bates, 2000). Como prueba a posterior: para visualizar
las diferencias entre cepas, se utilizo el test de Tukey.
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Para evaluar el efecto de diferentes concentraciones del inéculo sélido
de la cepa seleccionada sobre el indice de verdor en plantulas de tomate,
se realizé un analisis de la varianza con una posterior visualizacion de las
medias comparadas mediante andlisis descriptivos, ya que en los casos de
ANOVA donde se obtienen diferencias significativas para dos grupos no es
necesario realizar test post hoc (Quinn y Keough, 2002). El valor de signi-
ficancia utilizado en ambos analisis fue de 0,05 y se evaluaron previamente
los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza, mediante los
test de Shapiro-Wilks y de Levene, respectivamente. Todos los analisis se
realizaron con el software estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2020).

Las variables que no cumplieron los supuestos de normalidad y homo-
geneidad de varianzas se analizaron con pruebas no paramétricas, como el
test de Kruskal-Wallis (p < 0,05) (Kruskal y Wallis, 1952), empleando el
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS

Seleccion de las cepas de Cladorrhinum
para promocion del crecimiento vegetal

En el analisis de promocion en cultivo de tomate, se observaron diferencias
significativas en peso seco del tallo (estadistico F = 4,87, grados de liber-
tad = 4, p-valor < 0,01), destacandose la cepa C. samala INTA-ARI1 con
los valores mas altos para esta variable. Esta cepa, no mostré diferencias
significativas en comparacion con los tratamientos C. foecundissimum CBS
180.66 y INTA-AR32, pero si en relacién con los tratamientos control y al
resto de las cepas evaluadas. En cuanto al peso seco de raiz, se obtuvieron
valores superiores con la cepa C. samala INTA-ARI con resultados signi-
ficativos (estadistico F = 2,94, grados de libertad = 5, p = 0,02). No se
observaron diferencias significativas con C. foecundissimum CBS 180.66,
aunque si frente a los otros tratamientos incluido el tratamiento control.
Las demas variables analizadas no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 1). En la figura 1 se muestra la comparacion de las
masas radiculares de las plantas colonizadas con C. samala INTA-AR1 y
las raices de las plantas control.

Evaluacion del efecto de la cepa seleccionada
sobre plantas de tomate

En la evaluacion de la cepa C. samala INTA-ARI aplicada en el cultivo de
tomate en maceta, se destacan las diferencias significativas para las variables
relacionadas con el tallo y el indice de verdor. En este caso, las mediciones
realizadas en plantas de tomate inoculadas con C. samala INTA-ARI fue-
ron sometidas al analisis no paramétrico por no cumplir los supuestos de
homocedasticidad, normalidad o ambos.
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Tabla 1. Valores obtenidos de las variables medidas en plantas de tomate expuestas a la inocu-
lacion de cepas de Cladorrhinum spp. respecto de un tratamiento control (sin aplicacion del inéculo

fungico).

Table 1. Values obtained from the variables measured in tomato plants exposed to inoculation with
Cladorrhinum spp. strains compared to a control treatment (without fungal inoculum application).

Medidas del tallo

Medidas de la raiz

Cepas
Longitud (cm) | Peso fresco (g) Longitud (cm) | Peso fresco (g)

C. samala INTA-AR 1 8,71 £ 0,62 1,19 = 0,152 0,39 = 0,062 18,25 + 0,862 0,27 = 0,072
C. foecundissimum CBS 180.66 9,65 £ 0,52 1,55 = 0,212 0,35 = 0,062 18,25 + 1,54a 0,19 + 0,042
C. samala INTA-AR 32 9,24 = 0,782 1,67 + 0,252 0,28 = 0,043bc 16,69 = 1,772 0,09 = 0,01
C. samala CBS 302.9 8,57 = 0,722 1,18 = 0,152 0,21 = 0,02« 17,54 + 1,052 0,07 = 0,01
C. samala INTA-AR 5 8,44 + 0,522 1,32 £ 0,182 0,18 = 0,034 18,37 + 0,682 0,07 = 0,01
Control 8,24 + 0,0592 1,48 = 0,182 0,23 = 0,03bd 16,83 + 0,812 0,08 = 0,01

* Diferentes letras para cada parametro analizado denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Fig. 1. Raices de plantas de tomate: En la parte superior se observa la planta control sin
inoculacién y en la parte inferior la planta inoculada con Cladorrhinum samala INTA-AR1.

Fig. 1. Tomato plant roots: The upper part shows the control plant without fungal in-
oculation, while the lower part shows the plant inoculated with Cladorrhinum samala
INTA-AR1.

El tratamiento con una concentracion de inéculo del 1% presenté el
mayor valor de peso fresco del tallo (estadistico H = 48,72; gl = 5;p <
0,001), superando significativamente al tratamiento con 0,5% y al control
(sin inoculacion). Para la longitud del tallo (estadistico H = 32,20; grados
de libertad = 5, p-valor < 0,01) y el peso seco del tallo (estadistico H =
28,97, grados de libertad = 5, p-valor < 0,001), también se registraron los
valores mas altos para el tratamiento al 1%. No obstante, estas variables no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos con 1% y 0,5% de
in6culo, aunque ambos tratamientos se diferenciaron significativamente del
control. Para el indice de verdor (estadistico H = 42,28, grados de libertad
= 5, p< 0,001) se observaron los mayores valores significativos en el tra-
tamiento al 1%. Al igual que en las variables anteriores, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos al 1% y al 0,5%, pero si
respecto al tratamiento control. No se observaron diferencias significativas
en las variables vinculadas a la raiz ('Tabla 2).
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Tabla 2. Valores obtenidos de las variables medidas en plantas de tomate aplicando los diferentes
tratamientos del in6culo sélido.

Table 2. Values obtained from the variables measured in tomato plants with the different solid
inoculum treatments.

Medidas de la raiz

indi Medidas del tallo
Tratamiento naice

Trat. 1% 38,15 £ 0,792 65,18 + 1,81b 67,69 = 2,36¢ 4,67 + 0,25k 35,4 + 2,422 0,52 + 0,05ab
Trat. 0.5% 37,03 £ 0,792 63,31 + 1,89 57,87 + 2,46b 3,97 + 0,26 44,27 + 2,47 0,63 + 0,05k
Control 27,93 = 0,75b 48,28 + 1,812 23,18 = 2,362 2,38 = 0,252 41,00 + 2,373b 0,43 = 0,052

* Diferentes letras para cada parametro analizado denotan diferencias significativas (Tukey, p < 0,05).

Los resultados obtenidos para evaluar especificamente el indice de
verdor en las plantas de tomate inoculadas con diferentes concentraciones
de arroz colonizado con C. samala INTA-ARI1, mostraron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (estadistico F = 19,14, grados de libertad
= 3, p < 0,001) (Fig. 2 y Fig. 3). El tratamiento con un 2 % de inéculo
presento los valores mas altos de indice de verdor, respecto al resto de los
tratamientos (Fig. 2 y Fig. 3).

Fig. 2. Bandejas con plantas de tomate en sustrato inoculado con diferentes concentra-
ciones de Cladorrhinum samala INTA-AR1 en arroz: a) Tratamiento control. b) Tratamiento
0,5 %. c¢) Tratamiento 1 %. d) Tratamiento 2 %.

Fig. 2. Trays with tomato plants grown in substrate inoculated with different concentra-
tions of Cladorrhinum samala INTA-AR1 on rice: a) Control treatment. b) 0.5% treatment.
c) 1% treatment. d) 2% treatment.
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Fig. 3. indice de verdor en plantas de tomate tratadas con Cladorrhinum samala IN-
TA-AR1: 1) Control. 2) Tratamiento 0,5 %. 3) Tratamiento 1 %. 4) Tratamiento 2 %.

Fig. 3. Greenness index in tomato plants treated with Cladorrhinum samala INTA-AR1:
1) Control. 2) 0.5% treatment. 3) 1% treatment. 4) 2% treatment.

Evaluacion microscopica de raices de plantas
de tomate en sistemas conteniendo C. samala

Mediante observacién microscopica de las raices de plantas de tomate con-
trol (Fig. 4A) y de aquellas en interaccién con la cepa C. samala INTA-ARI,
se identificaron dos patrones de interaccion. El primero correspondié al
enrollamiento superficial de las hifas alrededor de las raices correspondiente
a la interaccién a corto plazo de 72 h (Fig. 4B-C). El segundo patrén fue
la colonizacion fingica inter- e intracelular de las hifas en los tejidos radi-
culares correspondiente a la interaccién a largo plazo de 40 dias (Fig. 4D).

DISCUSION

Esta publicacién contribuye al conocimiento sobre hongos endéfitos de
plantas los cuales se investigan como fuente alternativa de fertilizantes para
la obtencién de metabolitos secundarios bioactivos esenciales para la esti-
mulacién de la germinacion, la elongacion del tallo y la expansion foliar
(Waqas et al., 2012; Raut ez al., 2021). El analisis del efecto de promocién
del crecimiento en plantas de tomate utilizando diferentes cepas pertene-
cientes al género Cladorrhinum permitié seleccionar una cepa de C. samala
que podria utilizarse para el desarrollo de bioinsumos con potencial como
biofertilizante para cultivos intensivos. La cepa nativa C. samala INTA-AR1
y la cepa de referencia C. foecundissimum CBS 180.66 demostraron efectos
positivos en los parametros evaluados (tanto en raices como en tallos), des-
tacandose los mejores resultados con la cepa INTA-ARI.
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Fig. 4. Raices de tomate colonizadas con Cladorrhinum samala INTA-AR1. A) Observacién
de la raiz bajo lupa. B) Raiz en interacciéon en microcultivo tefida con azul de anilina 1 %,
la flecha indica hifa superficial (ref. 100 um). C) y D) Raiz tenida con calcofltor, la flecha
indica hifa intracelular (ref. 10 um).

Fig. 4. Tomato roots colonized by Cladorrhinum samala INTA-AR1. A) Root observed un-
der a stereomicroscope. B) Root interacting in microculture stained with 1% aniline blue;
the arrow indicates a superficial hypha (scale bar: 100 um). C) and D) Root stained with
calcofluor; the arrow indicates an intracellular hypha (scale bar: 10 um).

Gasoni y Stegman de Gurfinkel (1997) ya habian reportado que la cepa
C. samala INTA-ARI actuaba como PGPF en ensayos de interaccion con
plantas de algodon, los autores evidenciaron una asociacién planta-hongo
a las 48 hs. Basandose en ese dato, y dado que se desconocian los tiempos
de interaccion con plantas de tomate, se decidié establecer un periodo de
contacto hongo-planta de tres dias para el cultivo i vitro. El presente estu-
dio confirma y amplia el rango de plantas sobre las cuales la cepa C. samala
INTA-ARI ¢jerce un efecto promotor del crecimiento vegetal. Por otro lado,
estos resultados respaldan la clasificacion de endéfitos no clavicipitaceo
(Rodriguez et al., 2009), C. samala coloniza un amplio rango de hospedantes
y puede incrementar notablemente la biomasa radicular, lo que resalta su
potencial como biofertilizante alternativo.

Para la medicién del indice de verdor se incorpor6 un nuevo ensayo en
bandejas, debido a que en la evaluacion previa con inéculos sélidos de C.
samala INTA-ARI al 0,5 % y 1 % no se observaron diferencias significativas,
aunque si se evidencié una tendencia al aumento en los niveles del indice
de verdor. Se utilizaron 10 plantulas por bandejas, debido a limitaciones
en el ensayo, lo que impidié establecer réplicas verdaderamente indepen-
dientes. Sin embargo, todas las unidades experimentales dentro de cada
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tratamiento fueron manejadas de manera homogénea y bajo condiciones
controladas, permitiendo una evaluacion preliminar de las tendencias del
efecto del indculo sobre las variables estudiadas (Soval-Villa et al., 2002;
Porto et al., 2014). Estos resultados obtenidos en bandejas resultan tutiles
en etapas exploratorias del estudio, si bien este tipo de ensayos pierde in-
dependencia de las réplicas sirve como un modelo a escala de prototipo
para analizar el comportamiento de las plantas en contacto con los PGPF
en el suelo.

Es relevante destacar el estudio de las hifas de C. samala INTA-ARI1
en interaccion con el tejido radicular de las plantas de tomate mediante
microscopia. En una etapa inicial (primeras 72 horas), se observd que el
hongo interactuaba de forma superficial con la rizodermis. Para evaluar
posibles interacciones mas profundas a lo largo del tiempo, se realizé un
andlisis a los 40 dias, donde se evidenci6 la colonizacién del tejido corti-
cal. Un patrén similar de interaccién también fue reportado por Gasoni
y Stegman de Gurfinkel (1997) en plantas de algodén, lo que sugiere una
interaccion efectiva entre la cepa C. samala INTA-ARI vy el tejido radicular
de las plantas hospedantes.

La utilizacién del in6culo de C. samala INTA-ARI en granos de arroz
como soporte y vehiculo de aplicacion en el ensayo increment6 la biomasa
radicular. Segiin Rothen (2018), muchos hongos endofiticos, bajo condicio-
nes adecuadas, promueven beneficios significativos en el desarrollo de las
plantas, particularmente en el crecimiento radicular. En cuanto al efecto de
aumento de los valores de indice de verdor en hoja asociado al incremento
de la concentracion del indculo sélido, este puede ser un indicador asociado
al contenido relativo de nutrientes como el nitrégeno segtn lo descripto por
Mendoza et al. (1998). Diversos autores concluyeron que el estado fenolé-
gico del cultivo influye también en los valores registrados por el medidor
de clorofila, lo cual puede atribuirse a las variaciones en la actividad fisio-
l6gica de las hojas a lo largo del tiempo (Rodriguez ez al., 1998; Hurtado
et al., 2017; Novoa et al., 2002). Por lo tanto, C. samala INTA-ARI1 gener6
en las plantas de tomate una mejora en su estado nutricional, al menos
evidenciado por el aumento en el indice de verdor. Futuros estudios deben
realizarse para confirmar si este efecto es debido a la activacién del metabo-
lismo de nitrégeno de la planta y/o modula en forma especifica la sintesis
de clorofila a nivel foliar. El éxito en la produccion del cultivo de tomate
depende del estado fisioldgico de las plantulas durante la etapa de vivero,
ya que el trasplante posterior requiere ejemplares vigorosos que aseguren
un adecuado establecimiento y desarrollo del cultivo (Balaguera et al., 2008).
La estimulacion del desarrollo radicular inducida por C. samala INTA-AR1
podria resultar especialmente beneficiosa, dado que un sistema radicular
robusto incrementa las probabilidades de éxito durante el trasplante.
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Es importante destacar que hasta la fecha no existen registros sobre
la produccion de propagulos de hongos del género Cladorrhinum en granos
de cereales, como arroz. Este sustrato s6lido (Michel-Aceves et al., 2008), es
uno de los més utilizados para la obtenciéon de propagulos de otros hongos
filamentosos, como diferentes especies de los géneros Beauveria y Tricho-
derma (Marti et al., 2021). Por lo tanto, éste es el primer reporte sobre la
produccion de indculo del género Cladorrhinum bajo condiciones de fer-
mentacion s6lida usando granos de arroz como sustrato.

CONCLUSION

La capacidad de C. samala INTA-ARI1 para colonizar raices de tomate y
su impacto como promotor en el crecimiento de sus plantulas, tal como
fue observado en parametros vinculados con los niveles de verdor (relativo
al estado nutricional de la plantas), son indicativos del valor potencial de
esta cepa para el desarrollo de un biofertilizante para el cultivo de tomate, e
inclusive para otras especies vegetales. Asi, este estudio refuerza la actividad
benéfica de esta especie flingica en otras especies de plantas correspondien-
tes a cultivos intensivos, y ofrece alternativas rentables para la produccion
de in6culo fingico utilizando arroz como soporte.
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