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Objetivos



Objetivos de este trabajo

Con este trabajo se pretende clarificar las interacciones entre micorrizas VA y
salinidads

En un primer tiempo, se aislaran hongos, formadores de micorrizas, de
entornos salinos y se estudiard el efecto de la salinidad sobre el hongo, a
nivel de germinacién y crecimiento de micelio a partir del tubo germinativo,
comparando, un hongo aislado de un entorno salino, con un hongo de un
entorno no salino.

En un segundo tiempo, se estudiaran, las interacciones entre la simbiosis VA y
la salinidad en las relaciones hidricas de la planta hospedadora. Evaluando el
crecimiento, la colonizacién del hongo y los cambios en las relaciones
hidricas de las plantas, en funcién de cantidades crecientes de sal (NaCl) en
el medio.

Como planta modelo, se ha escogido Pistacia vera, ya que es una planta
glicofitica, pero halotolerante, lo cual puede permitir extrapolar los resultados
obtenidos a plantas glicofiticas, con caracteristicas de halotolerancia,
introducidas o no, mediante mejora genética, adaptadas a zonas con
problemas de salinidad. Antes de utilizarla, habra que determinar su
susceptibilidad a la colonizaciéon VA y la efectividad de la simbiosis en
condiciones normales.



Introduccion General



1. Caracteristicas generales de las micorrizas Vesiculo-
Arbusculares (VA)

Las raicgs de las plantas constituyen un nicho ecolégico muy rico en
nutrientes en el que coexisten una serie de microorganismos: protozoos,
nematodos, insectos, bacterias incluyendo actinomicetes y hongos, la mayoria
de los cuales viven a expensas de los exudados radiculares mientras que
unos pocos establecen relaciones biotréficas con las raices. Estas relaciones
pueden ser de tipo parasitario como patégenos de raiz, o bien de tipo
simbiético. La relacién simbiética més extendida en el Reino Vegetal es la
establecida entre hongo y raiz denominada micorriza por Frank en 1885. Dos
anos después este mismo autor (Frank, 1887) distingue dos grupos de
micorrizas, que serian las luego denominadas ectomicorrizas vy
endomicorrizas cuyas caracteristicas morfolégicas diferenciales fueron
definidas posteriormente por Harley (1969).

Las ectomicorrizas o micorrizas ectotréficas son caracteristicas de especies
arbéreas forestales y ornamentales de zonas templadas pertenecientes a las
familias Pinaceae, Salicaceae, Betulaceae, Fagaceae, Tiliaceae, asi como
algunas especies de las familias Rosaceae, Legum)'nosaceae, Ericaceae y
Juglandaceae (Trappe,1962) (Meyer,1973).

Los hongos que las forman son Basidiomycetes y algunos géneros de
Ascomycetes. Sus caracteristicas morfolégicas son la formacién de un manto
miceliar externo, detectable a simple vista, que envuelve las raices tréficas de
la planta hospedadora y la distribucién de sus hifas, siempre intercelulares, en
un entramado en la zona cortical denominado Red de Hartig. El manto externo
reemplaza a los pelos radiculares por hifas y cordones miceliares que
aumentan notablemente la superficie de absorcién radical.

Las endomicorrizas o micorrizas endotréficas se distinguen de las
ectomicorrizas en que no se producen cambios morfolégicos en la estructura
externa de la raiz micorrizada y en la presencia de hifas inter e intracelulares
en el cértex radical. Para su observacién hay que recurrir a métodos de tincién
y microscopia.



Dentro de este grupo cabe diferenciar dos tipos de micorrizas segun el hongo
simbionte (Trappe, 1987):

micorrizas formados por hongos Zygomycetes
micorrizas formadas por hongos Basidiomycete_s y Ascomycetes

Las endomicorrizas formadas por hongos Basidiomycetes y Ascomycetes
tienen hifas inter e intraceluiares septadas y en algunos casos pueden llegar a
formar un manto externo (ectendomicorrizas y micorrizas arbutoides). Se
encuentran asociadas principalmente con especies de la familia Ericaceae y
con algunas especies de nutricidn heterétrofa como Monotropa. Mencién
especial dentro de este grupo merecen las micorrizas de las orquideas ya que
sus semillas al carecer de endospermo son heterétrofas y fisiolégicamente
dependientes del hongo micorricico al menos en la fase inicial de su ciclo vital
(aclorofilica).

Las endomicorrizas formadas por hongos Zigomycetes tienen hifas inter e
intracelulares no septadas y forman unas estructuras caracteristicas, vesiculas
y arblsculos que les han dado nombre: micorrizas vesiculo-arbusculares.

La simbiosis vesiculo-arbuscular (VA) se ha encontrado en la mayoria de las
familias de plantas examinadas. A esta amplia distribucién de la simbiosis VA
en el Reino Vegetal hay que afadir que se presenta en todo tipo de
ecosistemas desde acuaticos hasta desérticos, desde zonas tropicales hasta
el artico (Mosse et al., 1981).



1.1. Taxonomia de los hongos formadores de micorrizas VA

Los hongos formadores de micorrizas VA son simbiontes obligados, es decir
que no completan su ciclo de vida si no es en asociacién con la planta
hospedaciora y no se ha conseguido cultivarlos en medios nutritivos. Estos
hongos no presentan especificidad respecto al micosimbionte ni hacia la
planta hospedadora aunque existe cierta evidencia de que algunos endéfitos
forman asociaciones preferenciales con algunas plantas hospedadoras.

Las esporas de los enddfitos VA se encuentran en el suelo libres, asociadas al
micelio extraradical y a veces agrupadas en esporocarpos. Son globosas u
ovaladas, casi siempre se forman en posiciéon terminal o en ramas laterales
cortas del micelio, miden de 20 a 150 um de didmetro en general aunque
pueden alcanzar hasta 400 um. Tienen una pared externa gruesa y un
contenido citoplasmatico denso y rico en gotas lipidicas. No se les conocen
fenémenos de sexualidad, por lo tanto son formas anamorfas. En 1974
Gerdemann y Trappe establecieron un marco taxonémico para estos hongos,
segregando el género Glomus del género Endogone y adscribiéndo la
familia Endogonaceae al orden Mucorales. Benjamin (1979) restringié la
definicion de los Mucorales y revalidé el orden Endogonales propuesto por
Moreau (1953). Trappe propuso en 1982 la clasificacién que se ha venido
utilizando hasta ahora: Divisién Eumycetes, Clase Zygomycetes, Orden
Endogonales, Familia Endogonaceas. Desde entonces dos géneros
pertenecientes a esta familia se han adscrito a otras: Modicella a las
Mortierellaceae (Trappe y Schenck, 1984) y Glaziella se ha identificado como
el anamorfo de un Ascomicete (Gibsonet al., 1986), y un nuevo género,
Scutellospora, se ha creado escindido del género Gigaspora (Walker y
Sanders, 1986). Resumiendo, hasta Junio de 1990 la familia Endogonaceae
contaba con seis géneros formadores de micorrizas: Glomus, Sclerocystis,
Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Scutellospora. Pyrozinsky y Dalpé
en 1989 sugirieron la agrupacién de Glomus y Sclerocystis en una nueva
‘familia: Glomaceae, basédndose en caracteristicas morfolégicas y en
especimenes fésiles que relacionaban a ambos géneros. Después de
detallados estudios sobre las caracteristicas morfolégicas, la ontogenia y la
filogenia de los hongos formadores de MVA (Morton, 1988), (Morton, 1990a),
(Morton, 1990b) Morton y Benny (1990) han propuesto un nuevo marco
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taxondémico en el que escinden el orden Endogonales en dos, Orden
Endogonales que queda con una sola familia Endogonaceae y un solo
género Endogone y Orden Glomales. Dentro de este ultimo orden y
basandosge en estudios cladisticos Morton y Benny proponen dos subordenes:
Glominae y @Gigasporinae , el primero con dos familias: Glomaceae y
Acaulosporaceae y el segundo con una : Gigasporaceae.

La nueva clasificaciéon propuesta y los cambios respecto a la antigua quedan
detallados en el esquema 1y 2.



Esquema 1:

Taxonomia de los hongos formadores de micorrizas VA (Trappe 1982).

Divisién Eumicetes

I .
Clase Zigomicetes

I
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Endogonales
I
Familia
Endogonaceas

Género
Endogone
Género
Glomus
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Sclerocystis
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Acaulospora
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Entrophospora
Género
Gigaspora
Género

Scutellospora
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A continuacion se resumen las caracteristicas morfolégicas basicas de los seis
géneros formadores de micorrizas VA incluidos en el orden Glomales.

Suborden Glominae Familia Glomaceae

Glomus : gEspecies formadoras de clamidosporas en esporocarpos hipogeos o
epigeos, libres en el suelo o dentro del parénquima cortical de la planta
hospedadora colonizada. Las clamidosporas se forman normalmente al
extremo de una unica hifa de sustentacidon y pueden presentar una o varias
paredes, rara vez ornamentadas. La germinacidn se produce a partir de Ia hifa
de sustentacién o a través de la pared. Forman endomicorrizas con vesiculas
y arbusculos.

Sclerocystis : Especies formadoras de clamidosporas parecidas a las de
Glomus pero agrupadas en esporocarpos muy densos donde las esporas se
ordenan en una capa alrededor de un plexo central. Algunas especies tienen
peridio. Forman endomicorrizas con vesiculas y arbusculos.

Familia Acaulosporaceae

Acaulospora : Especies formadoras de azigosporas que se encuentran en
solitario y ectocarpicamente en el suelo. La formacién de la espora empieza
por la de un saco esporégeno de pared delgada al final de una hifa gruesa. El
contenido de este saco emigra hacia una posicién del cuello del mismo y se
condensa en una espora sésil. Tiene dos 0 mas paredes a menudo con
ornamentacion externa. Forman micorrizas vesiculo-arbusculares, en el caso
de A.laevis las vesiculas son caracteristicamente lobuladas.

Entrophospora : Género que forma sus esporas de resistencia de forma
parecida a Acaulospora, sin embargo, a diferencia de ésta, las esporas se
forman dentro de la hifa parental, en el cuello del saco esporégeno. Las
esporas tienen una pared externa gruesa y ornamentada y una pared interna
membranosa. En muchas de las esporas permanece intacta la pared de la hifa
parental rodeando la espora. En 1988 Morton confirmé al género como
formador de micorrizas vesiculo-arbusculares, hasta entonces se habia
considerado como probable hiperparasito (Ames y Schneider, 1979). '
Suborden Gigasporinae Familia Gigasporaceae
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Gigaspora : Especies formadoras de azigosporas ectocarpicas sobre una hifa
de sustentacién de base engrosada que presenta una o mas proyecciones
laterales de funcién desconocida. La pared puede tener de 1 a 20 capas en
un solo grupo, la mas externa a menudo ornamentada. La germinacién se
produce mediante uno o mas tubos germinativos que se forman directamente
cerca de la base. La mayoria de las especies estudiadas forman micorrizas
con arbusculos pero sin vesiculas en las células colonizadas de la planta
huésped, sin embargo se ha observado la presencia de estructuras de tipo
vesicular en el suelo, formadas a partir de Ias hifas del hongo.

Scutellospora : Género de reciente creacion (Walker y Sanders, 1986) que
agrupa especies anteriormente adscritas al género Gigaspora y
caracterizadas por tener dos 0 mas grupos de paredes, con una 0 mas
paredes flexibles, membranosas o coridceas en el grupo o grupos internos. La
germinacién se realiza por uno o mas tubos producidos cerca de la base de la
espora a partir de una estructura especial llamada escudo o concha de
germinacion fc-mado sobre o dentro de una pared flexible.
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1.2. Biologia y fisiologia de las micorrizas VA y su desarrollo

1.2.1. Precolonizacién

Con este término se denominan los sucesos previos a la entrada en contacto
entre hongo y raiz, es decir, la activacién de los propagulos del hongo que
persisten en el suelo y el crecimiento de hifas a partir de estos propagulos.

Se acepta que existen en el suelo tres formas de indculo, las cuales, con
diferencias en su capacidad de supervivencia y potencial infectivo, pueden
originar la simbiosis. Estas son:

esporas de resistencia de hongos VA.

raices micorrizadas o sus fragmentos procedentes de plantas
preexistentes o coexistentes.

agregados de hifas que sobreviven en el suelo.

Ni la germinacién ni la direccién inicial del crecimiento de las hifas estan
influenciadas por la presencia de raices de una planta hospedadora, sino que
dependen mayoritariamente de factores extrinsecos caracteristicos del suelo y
en el caso de las esporas de factores intrinsecos de las mismas. |
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1.2.1.1. Germinacidén de esporas

La germinacién de las esporas de resistencia de los hongos viene afectada
por caracteristicas del medio ambiente y por factores intrinsecos que son los
responsables de la desigualdad en la germinacién de una poblacién de
esporas homogeénea a primera vista. Tommerup (1983) introdujo el concepto
de dormancia referente a esporas VA para explicar la existencia de este
desfase en la germinacién. Durante este periodo de dormancia existirian
cambios fisiolégicos esenciales para permitir la germinacién o,
alternativamente, se difundirian unos factores de inhibicién que al
desaparecer permitirian que la germinacion tuviese lugar. Una vez
transcurrido este periodo de dormancia las esporas estarian en un periodo de
quiescencia, es decir listas para germinar una vez las condiciones
ambientales fueran las idéneas. Se ha demostrado que el periodo de
dormancia es de 6 a 12 semanas para Gigaspora calospora, de 6 meses para
Acaulospora laevis (Tommerup, 1983) e inexistente para Glomus mosseae
(Camprubi et al., 1990). Estos periodos de dormancia evitarian que las
esporas germinaran a destiempo, en momentos en que no hubieran plantas
susceptibles de ser infectadas.
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1.2.1.1.1. Temperatura del suelo

Daniels y Trappe (1980) consideran la temperatura del suelo como uno de los
factores ?mbientales principales que afectan a la germinacién. En las
especies de Glomus y Acaulospora estudiadas parece haber una
temperatura minima, por debajo de la cual las esporas no germinan, que varia
entre 10 y 182C y una temperatura maxima de 30°C, [as temperaturas éptimas

oscilan entre 20 y 25°C.
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1.2.1.1.2. Potencial hidrico del suelo

Por regla general la disminucion del potencial hidrico del suelo conlleva una
disminucién del porcentaje de germinacion de las esporas, sin embargo se
han observado diferencias importantes entre distintas especies de hongos.
Gigaspora gigantea disminuye su % de germinacién hasta 15% a -1 MPa
(Wilson, 1984), mientras que a -1.8 MPa Glomus epigaeus alcanzaba tan solo
20% {(Daniels y Trappe, 1980). La germinacion de Gigaspora calospora,
Glomus caledonium y Acaulospora laevis se retrasa a partir de potenciales
de -2.2 MPa (Tommerup, 1984). Este retraso observado en la germinacién de
muchas esporas al disminuir el potencial hidrico del suelo es debido a la
necesidad de un periodo de tiempo superior para conseguir la hidrataciéon de
la espora previa a la germinacion (Tommerup, 1983). Hay que considerar, sin
embargo, que la rhayor parte de la hidratacién de la espora se hace a partir de
la fase vapor del agua en el suelo, por lo que se necesitarian potenciales de -
3 a -4 MPa para inhibir completamente la germinacion. |
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1.2.1.1.3. pH

El pH éptimo para la germinacion de la mayoria de los hongos para los que ha
sido determinado oscila entre pH 6-7, aunque se han observado
germinaciones a pH inferiores y superiores, con variaciones interespecificas.
La variacion de las respuestas de las plantas a la colonizacién por un
determinado hongo VA, segun el pH alcalino o acido del suelo, han sido
atribuidas a un efecto del pH en las fases del hongo en el suelo (Mosse et al.,

1981).
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1.2.1.1.4. Nutrientes inorgdnicos del suelo

Se ha demostrado la existencia de un efecto negativo de ciertos nutrientes
inorganicos, por ejemplo fosfato, en la germinacion de esporas en agar. Los
niveles en los que este efecto depresivo ocurre no suelen corresponderse con
los niveles reales de nutrientes observados en suelo. Los metales pesados
tienen un efecto negativo en la germinacion y en el crecimiento de hifas pero
no se sabe si existe variacidn entre cepas, aisladas o no, de lugares
contaminados. De forma similar se han encontrado elevadas concentraciones
de esporas en suelos salinos, sin embargo no se conocen sus caracteristicas
ni si han desarrollado factores de ajuste osmético.
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1.2.1.2.Crecimiento de hifas a partir de propdgulos germinados

Las esporas contienen una elevada cantidad de material de reserva (lipidos) y
la maquinaria metabdlica y genética necesarias para iniciar el crecimiento de
las hifas \(Beilby y Kidby, 1980). Esta red de hifas coloniza un volumen del
suelo hasta encontrarse con la raiz de un hospedador potencial, durante este
periodo se establece un flujo citoplasmatico rapido y bidireccional entre las
hifas y la espora (Pons y Gianinazzi, 1984). Los métodos par el estudio de
este crecimiento son escasos y laboriosos ya que implican observaciones
microscépicas junto con técnicas de tincién suplementadas, segun los casos
por técnicas bioquimicas, inmunolégicas y pedolégicas.

Durante el crecimiento saprofitico del hongo, antes de la colonizacidon del
hospedador, el micelio se ve sujeto a la influencia de distintos factores. En el
micelio los efectos del potencial hidrico son mas marcados que en la
germinacion de esporas (Tommerup, 1983), asi mismo se han observado
efectos de la temperatura en el crecimiento de micelio, pero las observaciones
son contradictorias y varian segun la coleccién de esporas estudiada. El
ifnpacto de la microbiota del suelo en el crecimiento saprofitico del micelio VA
puede ser determinante para el éxito de la colonizacién, Calvet (1989)
demostrd la existencia de interacciones positivas y negativas sobre el
crecimiento del micelio asociadas a la presencia de microorganismos
estimuladores o inhibidores en el sustrato de crecimiento.
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1.2.2. Desarrollo de la Micorriza

Una vez que la hifa infectiva llega a la superficie de la raiz se forma un
aprensorio sobre las células de la epidermis. Se ignoran los mecanismos de
reconocimiento entre hongo y raiz y si la penetracién de este es mecanica o si
viene mediada por un sistema enzimatico. Lo cierto es que el hongo no
penetra por lesiones de la raiz, es decir que se necesita un 'sitio’
fisioldgicamente funcional para la penetracion (Hayman, 1983). Una vez que
el hongo ha penetrado en la raiz se extiende mediante hifas distributivas inter
e intracelularmente en la parte externa del cértex radical. A los pocos dias de
iniciada la infeccién y por divisiones dicotémicas repetidas de hifas
intracelulares se forman los arblsculos, estructuras especializadas de las
micorrizas VA en el intercambio de nutrientes y metabolitos con la planta
hospedadora. Este intercambio se realiza en la interfase de los arblsculos
con el citoplasma de la céluia cortical, entre los plasmalemas del hongo y de
la célula hospedadora. La pared del hongo en las penetraciones
intracelulares queda reducida a un minimo y practicamente desaparece en las
ramas finas del arbusculo (Bonfante-Fasolo, 1984). El plasmalema del hongo
se enriquece de inclusiones de glucégeno, polifosfatos, lipidos y
polisacaridos, su pared pasa a ser de pluri a monoestratificada y no es
quitinosa como la membrana de las hifas del micelio externo. La membrana
plasmatica de la célula vegetal se pliega alrededor de las hifas ramificadas
del hongo (Toth y Miller, 1984) y se producen cambios que son fruto de un
aumento considerable del metabolismo celular por el incremento de la
respiracion, aumento del tamafio del nucléolo, del reticulo endoplasmatico y
de la actividad del aparato de Golgi. Ambas membranas, la del hongo y la del
hospedador, tienen actividad ATPésica incrementada, mientras que tal
actividad disminuye considerablemente en los arblsculos degenerados (Marx
et al., 1982), indicando la existencia de una modificacién especializada de la
membrana del hospedador alrededor del arblsculo. Esta interfase
intracelular, donde se reduce al minimo el material de la pared y donde estan
presentes, en ambos simbiontes, los sistemas enzimaticos capaces de
generar gradientes de energia para el transporte activo, es propia de las MVA.
Estos cambios que revierten totalmente en el momento de la degeneracién del
arbusculo son caracteristicos de la simbiosis y denotan un alto grado de
especializacion. No se encuentran en infecciones patogénicas en las que el
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transporte es unidireccional (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).

Posteriormente a la formacién de arblsculos se forman las vesiculas que
tienen funcion de almacenamiento de reservas, mayoritariamente de tipo
lip:dico, éunque también pueden contener glucégeno en algunas ocasiones.
Estas vesiculas se desarrollan inter e intracelularmente y se asemejan a
clamidosporas incipientes. La colonizacién intraradical se extiende hasta
llegar a su nivel méximo que depende de la planta (Estaun et al., 1987), de su
estado nutricional (Buwalda et al., 1984), del hongo colonizador (Wilson,
1984) (Abbott y Robson, 1985a) y de las caracteristicas del suelo (Abbott y
Robson, 1985a).

Simultaneamente al desarrollo intraradical, las hifas de penetracién se
ramifican externamente y dan lugar a una red tridimensional de micelio sobre
la que se forman esporas de resistencia. La mayor o menor extension del
micelio externo y su distribucién son factores clave en la respuesta de la
planta a su micorriza (Abbott y Robson, 1985b) (Graham et al., 1982) y
depende de la especie del hongo, de la planta hospedadora y de factores
caracteristicos del suelo. '
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2. Efectos de las micorrizas VA en el crecimiento

2.1. Nutricion

Los hondos formadores de micorrizas VA empezaron a ser estudiados en
detalle una vez demostrada su importancia en la captacién de nutrientes de
las plantas hospedadoras (Mosse, 1957). Esta mejora en la nutricién y por
consiguiente en el crecimiento de las plantas micorrizadas en relacién con las
no micorrizadas puede ser debida a tres factores:

Reduccién de la distancia de recorrido de los nutrientes asimilables
del suelo hasta la raiz (Rhodes y Gerdemann, 1975).

Diferencias entre caracteristicas de absorcién radical de nutrientes
entre plantas micorrizadas y no micorrizadas (Cress et al., 1979).
Modificacién de la disponibilidad de los nutrientes para las plantas
hospedadoras a través de las hifas del hongo VA.

A la vista de los resultados publicados, el primero de los factores parece ser el
mas importante, por lo que los efectos de las micorrizas en la nutricidon seran
mas evidentes para aquellos nutrientes que difunden lentamente del suelo a
la raiz y para aquellas plantas hospedadoras con raices de tipo magnoloide,
gruesas y con pocos pelos radicales (Baylis, 1975).
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2.1.1. Fosfato

La captacion de fosfato por las plantas est4 limitada por el movimiento del
fosfato ha‘cia la raiz de la planta y no por la tasa de absorcién de este nutriente
por la superficie radical (Nye, 1977). Alrededor de la planta se crea una zona
deficiente en fosfato debida a una tasa de absorcién de P por la raiz superior a
la de su difusidn en la solucién del suelo.

Las micorrizas favorecen la captacion del P del suelo mediante un mecanismo
fisico ya que sus hifas al extenderse més alla de la zona de deficiencia de P
alrededor de la raiz multiplican el nimero de sitios de absorcién de P. Una vez
dentro de la hifa el P se transloca hacia las estructuras intraradicales del
hongo como gréanulos de polifosfato, a una velocidad 1000 veces superior a la
de su difusién pasiva en el suelo (Barea,1991). Una vez en las estructuras
intraradicales del hongo el P se transfiere desde el hongo hasta las células
radicales en el arbusculo mediante un proceso que se basa en un mecanismo
activo a través de membranas vivas de hongo y planta (Smith, 1980) (Smith y
Smith, 1990).
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2.1.2. Otros nutrientes

La absorcién de otros nutrientes por las MVA sera mds evidente en el caso de
nutrientes que al igual que el P se desplacen por difusién ya que para éstos
también se crearan zonas de agotamiento alrededor de la raiz. Este es el caso
del amonio (Barea,1991) y de algunos micronutrientes como el Cu y el Zn
(Gilmore, 1971), (Lambert et al., 1979), (Tinker y Gildon, 1983). Las
deficiencias en algunos micronutrientes observadas en situaciones con un
exceso de abonado en P podrian ser debidas a una disminucién en la
colonizacion VA, causada por el exceso de este nutrients, y que dificultaria la
absorcién de los micronutrientes mas allé de la zona de agotamiento radical.
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2.2. Efectos no nutricionales

2.2.1. Depresion del crecimiento

Existen déscripciones sobre el efecto negativo que la inoculacién con hongos
formadores de MVA tiene en algunas ocasiones sobre el crecimiento de las
plantas, sobretodo los casos en los que el P no es un elemento limitante. La
depresidn del crecimiento observada puede persistir o ser transitoria. Puede
deberse a la introduccién inadvertida de patégenos de raiz junto con el
inéculo (Hall y Kelson, 1981), en este caso la depresion del crecimiento sera
persistente. En los casos en que esta depresién no esté asociada a un
patégeno se ha sugerido que podria ser debida a la competencia entre el
hongo y la planta por fotosintato. Una de las causas de esta competencia
podria ser una colonizacién interna desequilibrada, especialmente en el
momento del trasplante de un sustrato a otro. Este tipo es transitorio y cesa al
ajustarsé la colonizacién VA con los factores ambientales (Abbott y Robson,
1984).

24



2.2.2. Estimulacion del crecimiento

La estimulacién del crecimiento en las plantas colonizadas por hongos
formadores de MVA es debida fundamentalmente a una mejora nutricional.
Sin emba‘rgo se han sugerido otros mecanismos por los que las MVA pueden
afectar al crecimiento de la planta mediante una accién no nutricional (Schultz
etal., 1979):

Produccion de fitohormonas (Allen et al., 1982).

Mejora de la estructura del suelo mediante la formacién y
estabilizacion de agregados (Thomas et al., 1986).
Proteccidn de la planta frente a patégenos (Calvet, 1989).
Mejora de la absorci6n hidrica (Safir y Nelsen, 1981).

Estos mecanismos, aunque no han sido estudiados en profundidad, no
parecen ser totalmente independientes de la nutricién de la planta, sino que
representarian una faceta méas sofisticada de los resultados de la mejora
nutricional debida a las MVA.
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2.3. Efectos diferenciales de distintas especies y cepas

La simbiosis MVA se ha considerado como no especifica ya que dada una
planta hospedadora en un suelo de caracteristicas determinadas cualquier
hongo aaaptado a dichas caracteristicas formara la simbiosis. Se han
determinado, sin embargo, efectos diferenciales en la respuesta de distintas
plantas hospedadoras a la colonizacién por un mismo hongo en las mismas
condiciones (Azcén y Ocampo, 1981) y, por otra parte, se han observado
efectos diferenciales de distintos hongos en la colonizacién de una misma
planta hospedadora.

Esta respuesta que corresponde a la eficacia de la simbiosis viene
determinada por, al menos, 4 factores que dependen del hongo (Abbott y
Robson, 1982):

Capacidad para formar una red de hifas extensa y bien distribuida en
el suelo.

Capacidad para colonizar el sistema radical en crecimiento
(especialmente en lo que se refiere a la formacién de arbisculos).
Capacidad de las hifas para absorber P del suelo.

Longevidad del sistema de transporte de P a lo largo de las hifas
hacia la raiz.

Estos factores pueden variar segun las especies e incluso las segun cepas y
ecotipos de hongos VA La Unica de estas cuatro caracteristicas, que varia
experimentalmente entre hongos VA, colonizando la misma especie de planta

hospedadora, es la capacidad para colonizar el sistema radical.
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3. Ecologia de los hongos formadores de micorrizas VA

3.1. Dependencia micorrizica

La presencia de micorrizas VA es general en ecosistemas naturales y
agricolas en todos los climas que permiten el desarrollo vegetal ya sea en
zonas tropicales, templadas o desérticas.

Se han observado, sin embargo, familias enteras de plantas que no son
hospedadoras de los hongos VA, ni forman ningln otro tipo de simbiosis
micorricica, Trappe (1987) las denomina autotréficas. Esta ‘autotrofia’ puede
asociarse con caracteristicas fungicidas intrinsecas de la planta como la via
metabdlica glucosinolato-mirosinasa (Capparales) o la produccién de
betalainas en lugar de antocianinas (Caryophyllales), en estos casos la
aparicién de la ‘autotrofia’ habria sido una necesidad derivada de la evolucién
de estos sistemas metabdlicos antifingicos que ademas de afectar a hongos
patégenos afectan a los hongos simbiontes.

Por el contrario otro grupo de plantas aparecen como micotrofas obligadas, es
decir no pueden crecer adecuadamente sin formar la simbiosis, cualquiera
que sea el tipo y la cantidad de abonado (Citricos).

Finalmente podemos distinguir un tercer grupo de plantas, el mas numeroso,
las plantas micotrofas facultativas, plantas que forman la simbiosis pero que
en determinadas condiciones pueden crecer sin ella. En este grupo podemos
definir grados de dependencia de cada una de las especies e incluso
cultivares o ecotipos respecto de la micorrizaciéon y observar una serie de
tendencias que estan asociadas con el habitat de la planta. Las especies
recolectadas en entornos tropicales son generalmente micorricicas, mientras
que en ecosistemas artico-alpinos se encuentra un mayor porcentaje de
plantas no colonizadas por hongos VA. Los habitats xéricos tienen una
_propdrcién elevada de micotrofismo, que aumenta si excluimos a las
cariofilaceas ‘que crecen en este tipo de héabitats y que son ‘autétrofas’ por sus
caracteristicas de familia..En los habitats haléfitos encontramos un porcentaje
de micotrofia moderado, con un numero elevado de micotrofas facultativas
que apuntan la hipétesis de la existencia de algunas especies de hongos
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mejor adaptadas a estos habitats que otras. En los hébitats hidréfitos la norma
es la ‘autotrofia’ aunque se han observado algunas micotrofas facultativas
formando la simbiosis en dichas condiciones.

3
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3.2. Supervivencia y diseminacién de propdgulos de hongos
formadores de micorrizas VA

Los factores que influyen en la supervivencia y en la diseminacién de los
hongos formadores de MVA pueden agruparse en dos grandes grupos:
factores biéticos y factores abiéticos.

3.2.1. Factores bidticos

Los hongos formadores de micorrizas VA se desarrollan en el seno de la
micorrizosfera y por tanto su supervivencia y su diseminacién estaran
determinadas por los factores que interaccionan con la microbiota asociada,
que dependera de la planta y del sustrato de cultivo. La interaccién entre la
microbiota propia de varios sustratos de cultivo y los hongos formadores de
micorrizas ha sido tema de un trabajo reciente (Calvet, 1989) en el cual se han
descrito interacciones positivas en las que un cepa de Trichoderma
aureoviride estimulaba el crecimiento saprofitico y la colonizacién de las
plantas mientras queuna cepa de Penicillium spp. no tenia efecto y una cepa
de Penicillium decumbens afectaba riegativamente tanto al crecimiento como
a la colonizacién de Glomus mosseae.

El efecto de la especie de planta en el desarrollo del hongo VA no ha sido aun
suficientemente estudiado ya que se han encontrado resultados diversos,
algunas veces contradictorios. Las plantas hospedadoras pueden promover el
establecimiento de pequefios nucleos de colonizacién en plantas no
hospedadoras (Ocampo et al.,, 1980), mientras que las plantas no
hospedadoras pueden afectar negativamente a la colonizacién de las plantas
hospedadoras (Morley y Mosse, 1976). La existencia previa de plantas
hospedadoras puede favorecer (Trinick y Mosse, 1975) o entorpecer (Ocampo
et al., 1980) la colonizacién de una nueva planta hospedadora, ello
dependera del tipo de planta y de las condiciones de crecimiento.

La especie o variedad de la planta hospedadora influira también en el

desarrollc del micelio del hongo y en su esporulacién (Schenck y
Kinloch,1980) (Camprubi y Calvet, com. pers.).

29



Ademas de los efectos de la planta y del sustrato de cultivo en la microbiota
hay que considerar otros factores que influirdn en el desarrollo y diseminacién
de los hongos VA, como la intervencién de roedores, insectos y péjaros en la
diseminagion de propagulos (Trappe y Maser, 1976) (Mcllven y Cole, 1976). El
efecto de las practicas agronémicas en el desarrollo y extension de la
colonizacién y en la supervivencia de los propagulos. Tanto el barbecho como
el cultivo de una planta no hospedadora tienen como efecto la disminucién de
la colonizacidn de la siguiente cosecha de plantas hospedadoras. Esta
disminucién, mas marcada en el caso del barbecho, no es permanente, sino
gue al final del ciclo vegetativo las plantas hospedadoras alcanzan un nivel
similar de colonizacién, independientemente de los niveles de indculo
iniciales (Daft y Nicolson, 1968). Los pesticidas tienen, en general, un efecto
negativo sobre los hongos VA, aunque en algunas ocasiones se han
observado hongos aislados de parcelas agricolas que, incluso, eran
estimulados mediante la aplicacién de algunos tipos de pesticidas (Plenchette
y Perrin, 1991).
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3.2.2. Factores abidticos

En la dispersioén y supervivencia de hongos V. intervienen muchos factores
ablotlcos interrelacionados que influyen en el estado de la planta
hospedadora que es determinante en la supervivencia del hongo VA (Mosse
etal., 1981).

Temperatura:

La temperatura tiene efectos complejos, por una parte su aumento moderado
favorece la colonizacién interna, la esporulacién, el crecimiento de raices y
por lo tanto del micelio flngico, la germinacién de esporas y, probablemente,
el numero de puntos de infeccién. Sin embargo el aumento de temperatura al
incrementar toda actividad metabélica aumentara la actividad de la microbiota,
y por lo tanto la lisis de micelio flingico y el hiperparasitismo de esporas.

Luz:

El aumento de luz ya sea en intensidad (Furlan y Fortin, 1977) como en
periodo (Johnson et al., 1982) favorece la colonizacién de las raices de la
planta hospedadora.

pH:

El pH del suelo afecta a la supervivencia de los hohgos VA en cuanto existe
una adaptacién de especies y aislados a ciertos pH del suelo, dependiendo la
germinacion de estos pH. Siqueira (Siqueira et al.,, 1982) ha demostrado que
existe una interaccién entre el pH y el contenido nutritivo del medio en la
germinacién de esporas, aunque el mecanismo por el cual el pH afecta a la
germinacién, parece no estar ligado a efectos secundarios del pH en la
disponibilidad de nutrientes, ya que la germinacién de esporas no se ve
afectada por la concentracién de nutrientes inorganicos en el suelo (Kosks,

1981).
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Nutrientes inorganicos:

A pesar que los nutrientes inorgénicos no parecen tener un efecto importante
enla gerr.pinacién de esporas, si lo tienen en la colonizacién de las raices de
la planta 'hospedadora y posterior esporulacién del hongo (Hayman, 1975).
Este efecto detrimental de Ila simbiosis causado por el fésforo y otros
nutrientes como el nitrégeno y el zinc, siempre en interaccién con dosis
moderadas-elevadas de fésforo viene mediado por la planta (Menge et al.,
1978) (Graham et al., 1981) que creciendo en un sustrato rico en fésforo
produce esta disminucién en la colonizacién interna y en la esporulacién.

Nutrientes organicos:

La adicién de compuestos orgdanicos al suelo, esterilizado o no, y a medios de
agar tienen un efecto inhibidor de la germinacién. El mecanismo de este
efecto podria ser en los casos de medios estériles un efecto fungistatico
(Siqueira et al.,1982) y en los casos de suelo no esterilizado se ha sugerido
que la adicién de un compuesto drgénico como la glucosa produciria un
incremento de la actividad de la microbiota rizosférica (Koske, 1981), que
tendria como consecuencia un incremento en la lisis e hiperparaéitismo de las
esporas de hongos VA y por lo tanto una disminucién en la germinacién y
subsiguiente eficacia colonizadora del hongo.

Potencial hidrico:

El potencial hidrico del suelo influye en la colonizacidn interna de la planta
hospedadora, probablemente a través de un mecanismo mediado por la
disponibilidad de nutrientes, que sera inferior en un suelo con bajo potencial
hidrico, junto con la propia disponibilidad hidrica. Asi se produce una mayor
colonizacién en condiciones de fertilidad elevada. Un potencial hidrico bajo
influye en la germinacién de esporas, ya que éstas, al no poder hidratarse,
permanecerdan en estado de quiescencia, es decir, que un potencial hidrico
bajo favorece la conservacién del indculo en forma de esporas (Hall, 1979).
Sin embargo, los propagulos constituidos por trozos de micelio y de raices no
resultafén favorecidos por este sistema de conservaciéon (Gould y Liberta,
1981), aunque se ha descrito una buena conservacién de este tipo de
propagulos, en suelo parcialmente seco, en comparacién con su conservacién
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en suelo hiumedo (Tommerup y Abbott, 1981).
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4. Relaciones hidricas y salinidad

4.1, Absorcién y transpérte.d’e agua

La pé_rdi&a de agua por las hojas en la transpiracién de la planta es un
proceso inevitable pero necesario para la vida vegetal, ya que entr otros,
contribuye a constituir un‘sistema.circulatorio abierto y posibilita el intercambio
de CO, para la fotosintesis.

" Para compensar esta pérdida, las raices absorben agua a partir del suelo con
lo cual se establece un flujo de agua a través de la planta desde el suelo
hasta la atmdsfera, es el denominado continuo suelo-planta-atmésfera (Van
der Honest, 1948) (Phyllips, 1966) (Passioura, 1982).

La absorcién hidrica radicular se realiza activamente a causa de la absorcién
pasiva, generada por el flujo transpiratorio y de la diferencia de potencial
osmético establecido entre la raiz y el suelo, actuando ésta como un
osmdmetro. Es la llamada presién radical, que da lugar, entre otros, a la
gutacion, a la recuperacién nocturna de los deficits hidricos, a la preparada
primaveral de los arboles caducufolios. Ambos mecanismos acttan
sinergicamente (Kramer y Kozlowski, 1979).
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4.1.1. El agua en el suelo

_El agua que forma parte de un determinado volumen de suelo es la
procedente del riego o de la precipitacién incidente en la superficie méas lo
que Ilegﬁe Ia'geralmente por escorrentia superficial o desplazamiento
subsuperficial. Una vez el agua estd en el suelo se distribuird en éI de
acuerdo con sus caracteristicas fisicas, textura y estructura, que condicionaran
la disponibilidad del agua para los vegetales. El agua en el suelo igual que en
las plantas (Slatyer y Taylor, 1960) presenta un potencial inferior al agua pura,
por lo que su energia potencial denominada potencial hidrico (¥},) tiene
valores negativos; es decir que para extraer el agua de donde se encuentra y
llevarla a las mismas condiciones del agua pura habria que realizar un trabajo
externo. Este potencial hidrico de un suelo (de una zona determinada), puede
expresarse como una suma de potenciales:

¥m: Potencial matricial. El mas importante en suelos no saturados, depende

esencialmente de las caracteristicas del suelo: textura, cdmposicién,
formacién de agregados, etc, que determinan las atracciones adsortivas e
interfaciales entre el agua del suelo y la matriz del suelo. Es funcién del
contenido en agua del suelo.

lI‘1t: Potencial osmético. Depende del acimulo de sales solubles en el suelo.
Es importante en suelos salinos y suelos muy abonados de zonas con escasa
precipitacién.

‘Pg: Potencial gravitacional. Representa el agua que se pierde de un punto

determinado por gravedad. Es funcién lineal de la profundidad de la zona de

suelo que estamos considerando, respecto al nivel .de las aguas freaticas.
Suele ser igual a cero en suelos no encharcados.
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En muchos casos no se distingue entre ¥, y ¥, asimilandose el Gltimo al
primero, de forma que:

Por lo que el potencial matricial dependera de las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo.

\Pp: Potencial de turgencia, es decir la presién que ejercera el agua sobre la
matriz del suelo. Tiene valores positivos, y solo se produce en suelos
saturados. '

A fin de describir la dinamica del estado del agua en el suelo Darcy (1859)
establecio la siguiente ecuacién para describir el flujo de agua entre dos
puntos del suelo separados por una distancia S:

~ J (flujo de agua) = -K d¥},/dS

K= conductividad hidraulica
d¥,/dS= gradiente hidraulico

K no es un valor constante sino que es funcién del grado de saturacién del
suelo.
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4.1.2. Absorcién de agua por las raices

Para que la absorcién por las raices tenga lugar ha de haber un flujo de agua
desde el suelo hacia la superficie de la raiz, lo que implica la existencia de un
gradienté de ¥ en el suelo perirrizico (suelo rodeando cada una de las
raices). La importancia de este gradiente dependera de la velocidad de flujo
del agua hasta la superficie de la raiz y de la conductancia hidraulica del
suelo en la superficie radical.

Passioura (1983) establece una ecuacién que describe este qu;o de agua
hacia la raiz, introduciendo el concepto de difusibilidad D como funcién de la

conductividad hidraulica K, del potencial matricial W5, vy del contenido

volumétrico en agua del suelo 6.

04
f D (6) d0=1(1/2 -In b/a)/2x
9
siendo : I = unidad activa de raiz .
a = radio de _Ia raiz
b = radio del cilindro perirrizico

Este modelo ha sido confirmado por algunos resultados experimentales
(Passioura, 1980), sin embargo no puede aplicarse a otros (Faiz y Weatherley,
1978), en los cuales parece existir una resistencia hidraulica inusual en la
interfase raiz-suelo. La existencia de esta resistencia en la interfase
dependeria de la proporcién de epidermis de la raiz que estuviese en contacto
con la solucién del suelo, este valor seria funcién de 8 (contenido en agua del
suelo), de forma que la conductancia hidraulica del sistema suelo-raiz
dependeria més de 6 que de D (Hekelrath et al., 1977). Si esto fuera cierto la

mayor resistencia a la entrada de agua en la raiz (y por consecuencia en la
planta) residiria en la epidermis radical y no en la endodermis (Banda de

Caspary).
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Passioura (1982) atribuye esta resistencia a que a medida que el suslo va
desecandose la raiz encoge y hay pérdida de contacto hidraulico entre ésta y
el suelo. Si la sede de la resistencia hidraulica radical es la endodermis el
potencial ;hidrico del cértex estar4 mas préximo al potencial hidrico del suelo
que al potencial hidrico del xilema. El potencial hidrico del xilema es
caracteristicamente mas negativo que el potencial hidrico del suelo. En cuanto
se produce un retraimiento de la raiz, ésta pierde contacto con el suelo y por
consecuencia el potencial hidrico del cértex tiende a igualarse con el
potencial hidrico del xilema lo cual causaria un retraimiento adn mayor,
disminuyendo la proporcién de epidermis radical en contacto con la solucién
del suelo.

En los casos en que el secado del suelo es progresivo, las raices pueden
mantener su turgencia mediante osmoregulacién, sin embargo si la
disminucién del potencial hidrico del suelo se produce rapidamente las raices
pueden no mantener su turgencia y producirse retraimiento, pérdida de
contacto y aparicién de resistencia hidraulica en la interfase raiz-suelo.

Una vez el agua ha llegado a la superficie de la raiz, uno de los mecanismos
que participan en su absorcién por el cértex radical es la diferencia de
potencial osmético establecida entre la raiz y el suelo. Sabanin (1925) ya
determiné que en una planta ‘decapitada’ el flujo de exudacién del xilema era
funcién de la diferencia de potencial osmético entre la savia bruta y el medio
externo, es decir:

siendo L constante, el coeficiente de conductancia hidraulica.

Al considerar una planta entera hemos de tener en cuenta la transpiracion, ya
que el flujo de savia bruta ha de estar equilibrado con el agua perdida por las
hojas. Este flujo es el segundo de los dos mecanismos que participan, de
forma sinérgica en la absorcién radical. La transpiracion crea pues un
potencial de succién que se extiende hasta las raices a través del xilema. En
el cértex de la raiz y en la endodermis existe una resistencia al flujo de agua
que produce una caida de presién hidrostética a nivel de las traqueas de la
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raiz en respuesta a la cual el agua pasa del medio externo a la endodermis.
Este flujo puede describirse mediante la siguiente ecuacion:

Jy=LAP
siendo AP la diferencia de potencial hidrico entre el xilema y el medio externo.

- Jy es el flujo de agua a través de la raiz, flujo que en un sistema en equilibrio
~ serd igual a la transpiracién. En una planta entera también hay transporte de
sales junto con el agua, de forma que al combinar las dos ecuaciones que
describen el flujo de agua a través de una planta se obtiene:

Jy = L(c Az + AP)

Los dos términos de la suma tendrdn mayor o menor importancia
dependiendo de la velocidad de transpiracién. Si la velocidad de

transpiracién es baja, AP también ser4 baja y Jv dependerd mayoritariamente
de AP, al revés, si aumenta la velocidad de transpiracién se incrementa la

importancia de AP en el flujo. El incremento de AP para velocidades de
transpiracion elevadas deja de ser lineal (Lopushinsky, 1964) sugiriéndose un
cambio en la conductancia hidraulica (L) de la raiz. La existencia de este
cambio en la conductancia hidraulica ha sido apoyado por posteriores
trabajos (Black, 1974) (Michel, 1977) pero también refutado (Fiscus, 1975)
(Newman et al., 1974). :

Investigaciones anatdmicas y fisioldgicas de las zonas de absorcién en las
' raices (Esau,1960) (Brouver, 1965) han demostrado que la zona donde la
absorcion de agua se produce con mayor rapidez reside entre los meristemos
apicales y la zona donde se inicia la suberizacién. A partir del inicio de la
suberizacion la velocidad de absorcion disminuye rapidamente.

La zona de absorcién rapida coincide con la zona de mayor desarrollo de
pelos radicales, y aunque su conductancia hidraulica no parece ser mayor
que la de otras células epidérmicas no suberizadas, incrementan
sensiblemente la supérficie de absorcion efectiva.
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En el mismo sentido puede considerarse el micelio de las micorrizas, tanto

ecto como endomicorrizas. Este micelio puede inducir un efecto similar al de
- los pelos radicales, que sin embargo persistira en partes de la raiz ya

suberizadas en las que normalmente no se encuentran pelos radicales.
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4.1.3.Transporte de agua por (a raiz

El cértex, la endodermis y la estela de la raiz imponen una resistencia
hidraulica de cinco érdenes de magnitud superior a la impuesta por las
traqueas del xilema y constituyen la mayor resistencia al flujo del agua a -
través de la planta. |

Existen tres vias de transporte del agua a través de.estos tejidos:

via vacuolar
via apoplasto
via simplasto

Indudablemente habré transporte de agua mediante las tres vias, sin embargo
el porcentaje de agua transportado por cada una de ellas dependera de su
resistencia relativa al flujo de agua.

Via vacuolar:

El agua para llegar al xilema mediante esta via se encontrard con dos puntos
de resistencia en cada una de las células, uno a la entrada y otro a la salida.
Unicamente consxderando el cértex radical el nimero de células oscila de S5a
10. Parece pues evidente que, a menos que las células de la raiz de una
planta determinada sean excepcionalmente permeables al agua, la via
vacuolar no tiene preponderancia en el flujo de agua a través de la raiz.

Via apoplastof

El agua pasa a través de las paredes celulares, entre las fibras de celulosa,
uniéndose en respuesta a un gradiente de presién hidrostatica. Esta via se ve
interrumpida por la banda de Caspary, impermeable al agua, que fuerza la
penetracion del agua en la célula endodérmica, para llegar via simplasto a las
células de la estela, desde dénde puede volver al apoplasto para su
transporte hasta las traqueidas del xilema. '
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Via simplasto:

El agua y las sales minerales penetran en el plasmalema de las células
epidérmicas y llegan a las traqueidas del xilema atravesando el cortex y la
estela médiante los plasmodesmos existentes entre las células de estos
tejidos.

Ambas vias simplasto y apoplasto entrafian el cruce de dos membranas por el
agua y los solutos. Se diferencian sin embargo en el lugar del cruce y en la
naturaleza fisica de la via de transporte. En la via apoplasto el agua y solutos
discurren entre fibrillas de celulosa y en la via simplasto a través del
citoplasma y de los plasmodesmos.
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4.1.4. Transporte de agua desde las raices hasta las hojas

El transporte de agua desde la raiz hasta las hojas a través del tallo tiene
lugar en los capilares del xilema (vasos y traqueidas del sistema vascular).
Este tranépor’te es un fendmeno puramente fisico, de flujo en masa, que no
implica células vivas, como ya demostré Strasburger (1891) observando el
transporte de acido picrico en plantas ‘decapitadas’. Dixon (1914) propuso
una teorfa que explicaba el transporte de agua en el xilema por la existencia
de una columna continua de agua en los capilares sometida a tensién,
causada por la transpiracién que arrastaba la columna hacia las hojas. Sin
embargo no fue hasta que Scholander (1965) midié la presién negativa del
xilema que la teoria inicialmente postulada por Dixon se generalizé. Las
premisas de esta teoria aceptadas actualmente son las siguientes:

El agua liquida en una planta intacta se considera como una fase

~continua que se extiende desde las paredes de los microcapilares del
mesofilo hasta las paredes de los microcapilares de las raices a través
del sistema conductor del xilema.

Las columnas de agua persisten en los vasos y traqueidas del xilema
debido a la cohesién entre moléculas de agua, a la adhesién con las
paredes del sistemay al tamafio del menisco que se produce en la
interfases agua-aire.

La energia necesaria para el ascenso del agua es generada por la
transpiracién en las hojas, lo cual promueve que el conjunto se
encuentre bajo tensién (Tyree y Sperry, 1989).

Todo ello significa que la transpiracién reduce el contenido de agua a nivel
foliar, y por lo tanto ‘Phoja disminuye. Teniendo en cuenta la necesidad de

equilibrio entre potenciales hidricos de tejidos adyacentes y la continuidad de .
la fase liquida, la presién negativa generada es transmitida por cohesién a lo
largo del xilema hasta la raiz donde influira en el flujo de agua del medio

externo que atraviesa el cértex radical (determina AP).
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El potencial medido por Scholander et al., (1965) es el ¥yilema Pero debido

al equilibrio entre potenciales ¥yilema = Thoja.
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4.2. Relaciones hidricas en las células vegetales

El agua liquida aunque representa una fase continua en células y tejidos de
una planta viva puede considerarse que a nivel celular esta distribuida en dos
regiones metabdlica y morfolégicamente distintas:

Agua del protoplasto englobada por las membranas citoplasmaéticas,
denominada agua del simplasto.

Agua del apoplasto, contenida en los espacios intercelulares, en
contacto con la membrana plasmética, ligada a las paredes.

El agua liquida presente en el protoplasto estd generalmente contenida en
vacuolas, junto con solutos orgdnicos e inorgéanicos. Estos solutos son los que
determinan la presién osmética del contenido vacuolar que, a su vez,
determina la presién osmética celular. Sin embargo, el potencial osmético no
es el inico componente del potencial hidrico de una célula, sino que tenemos
que considerar el potencial matricial y el potencial de presién o turgencia.

El potencial de presion o turgencia, tiene valores generalmente positivos que
resultan de los flujos osméticos hacia el interior de la célula. La entrada de
agua conlleva un aumento de volumen y por lo tanto la extensién de las
paredes celulares. Esta extensién ha de resultar de la aplicaciéon de una
fuerza a la pared. La magnitud de esta fuerza es la turgencia. La turgencia
puede tener valores negativos en fenédmenos como la gutacién.

El potencial matricial es debido, mayoritariamente, al potencial hidrico del
agua en el apoplasto retenida en las paredes celulares por fenémenos de
adhesién.

El agua en el apoplasto de las células foliares esta practicamente libre de
solutos, ya que, si contuviera solutos disueltos se acumularian depésitos de
sal en las células del mesdfilo, con consecuencias desastrosas para la planta.
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4.3. Relaciones hidricas en tejidos vegetales. Sus caracteristicas ¢
implicaciones ecoldgicas

Los tejidos vegetales consisten en células interconectadas que funcionan
formando un conjunto. Pueden estar constituidos por células homdlogas o
distintas, y, en ambos casos, estas células pueden tener protoplasto funcional
~ o no. '

En una situacién de equilibrio, los potenciales hidricos de todos los tejidos de
una planta son iguales, sin embargo, se observan variaciones en sus distintos
componentes: potencial matricial, potencial osmético y turgencia.
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4.3.1. Potencial matricial

El potencial matricial de un tejido se concibi6, originariamente, por analogia al
potencial. matricial del suelo, definiéndose como la componente del potencial
hidrico, q‘ue dependia de las interacciones entre la matriz y el agua (Taylor y
Slatyer, 1961). Tyree y Karamanos (1980) redefinieron este concepto,
utilizando relaciones termodinamicas y de mecénica estadistica. Las fuerzas
matriciales son fuerzas interfaciales entre liquido y sélido. Estas fuerzas son
de corto alcance y solo influyen a una pequefia fraccién del volumen total de
agua, incluso en aquellos sistemas con una relacién superficie/volumen
elevada, como en paredes celulares.

Como ejemplo, se puede considerar un poro de 20 nm de didmetro lleno de

agua con un ¥, = -1,5 MPa. La capa de agua, que se encuentra sujeta
mediante fuerzas matriciales, es < 0.2 nm. Para que esta capa de agua fuera
parte substancial en la proporcién de agua presente, ¥, deberia ser inferior a
-14 MPa, estos valores no se dan, normalmente, en tejidos vegetales vivos.
‘Asi pues, se puede considerar que el potencial matricial de los tejidos tiene
valores practicamente nulos y, por lo tanto, no representa una componente
importante del potencial hidrico total.
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4.3.2. Potencial osmobtico

La magnitud del potencial osmético en las células vegetales determina el
grado de hidratacién del citoplasma y por lo tanto tiene implicaciones
metabéliéas y por consiguiente ecolégicas considerables. Sin embargo en
vegetales normales es dificil de medir el potencial osmético de células
individuales, y se evalua el potencial osmético de tejidos o estructuras. Al
determinar el potencial osmético de tejidos o estructuras vegetales se pueden

cometer errores por sobrevaloracién de =, ya que en la mayoria de los
metodos medimos = gimpiasto *+ * apoplasto (8- Método del psicrémetro) y

como ya hemos visto el agua en el apoplasto no contiene practicamente
solutos disueltos. No obstante cuando el valor que nos interesa no es el valor

absoluto de = sino sus variaciones, el error cometido quede compensado.

La variacién de ¥, que mas se ha estudiado es su disminucién en

condiciones de estrés hidrico y salino (Walter, 1955) (Kreeb,1963). En algunos
casos la variacién de ‘I‘,t se ha asociado a pérdida de agua de forma pasiva,
aunque mas recientemente se cree que existen fenémenos de ajuste osmético
y osmoregulacién, particularmente importantes en piantas resistentes a la
salinidad y a la sequia (Turnér, 1979) (Wyn Jones, 1981).
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4.3.3. Turgencia

La turgencia es una medida de la presién existente dentro de la célula como
resultado de la cantidad de agua en el interior de la célula y de la elasticidad
del tejido’considerado (mddulo de elasticidad).

€ = dP/dW . W
dP = valor medio de la turgencia dei tejido
W = peso del agua en el simplasto

La turgencia se mantiene aun cuando exista una disminucién moderada del
potencial hidrico de la planta. Ello permite que los estomas sigan funcionando
y por lo tanto que la planta continde asimilando CO, y creciendo. El
mantenimiento de la turgencia se considera debido a cambios concomitantes

en ¥ aunque no pueden descartarse variaciones en el médulo de elasticidad

media, €, que cada vez parecen mas probables (Tyree y Jarvis, 1982).

Debido a las dificultades existentes para medir la turgencia de células y

tejidos, actualmente se infiere el valor de la turgencia de los valores de ¥}, y

¥, considerando ¥, ~ 0 y la ecuacion:

¥h= ‘I’n - P.
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4.4. Estrés hidrico y salinidad

4.4.1. Estrés hidrico

El abastecimiento de agua es un factor clave en Ia distribucién de especies y
las respuestas y adaptaciones de las especies al estrés hidrico son
determinantes para su éxito en un nicho ecolégico determinado.

Los déficits hidricos se producen por un desfase entre absorcién y
transpiracion, que establece potenciales hidricos negativos en los tejidos
vegetales, necesarios para crear un gradiente favorable de potencial entre la
planta y el suelo. Los valores de los potenciales hidricos del suelo y de la
atmoésfera determinarén los potenciales hidricos desarrollados en la planta, y
por lo tanto la magnitud del estrés hidrico a que estara sometida. El estrés
hidrico no se desarrolla de foﬁna homogénea en todo el vegetal, ya sea
debido a diferencias microcliméticas o a diferencias en la especializacién de
los tejidos de la planta. Asi las hojas mas jovenes tienen déficits hidricos
menores que las hojas adultas ya que obtienen agua de éstas acelerando su
senescencia.

Entre las lesiones causadas, Esquema 3, (Lewitt,1980) por el estrés hidrico
cabe deétacar la pérdida de turgencia lo cual dificulta la expansién celular,
reduce el tamano foliar y favorece el cierre estomatico, incidiendo
directamente en la fotosintesis. También se producen alteraciones del
metabolismo del nitrégeno y de los carbohidratos, de la sintesis de clorofilas y
secundariamente se produce una disminucién de captacién de iones del
suelo que causa deficiencias nutritivas.
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4.4.2. Salinidad

Se considera como estrés salino aquel causado por concentraciones de sal
que disminuyen el potencial hidrico de forma apreciable (0.5-1.0 bar). La
mayoria de situaciones en que se produce estan causadas por un exceso de
sales sodicas en particular de NaCl. Los efectos de la salinidad pueden
subdividirse en dos grandes grupos: estrés secundario: sequia osmética y
deficiencias nutritivas y estrés primario o toxicidad salina propiamente dicha
cuyas caracteristicas estan esquematizadas en el Esquema 4 (Lewit, 1980).

52



Esquema 4: _
Alteraciones causadas por el estrés salino.
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4.4.2.1. Sequia osmética

Existe una relacion directa e inseparable entre estrés salino y estrés hidrico.
La adiciép de sales produce una disminucién del potencial osmético del agua
y por lo tanto el estrés salino expone a la planta a un estrés osmético
secundario o sequia osmética. Cuando una planta es transferida desde un
medio normal a otro medio con elevada concentracion salina se produce un
efecto de deshidratacion osmética, incluso a nivel foliar, aunque sean las
raices las Unicas que estén en contacto directo con la solucidn salina. Esta
deshidratacion puede ser la causa directa de los dafios debidos al estrés
salino como son las disminuciénes de crecimiento y de produccién
* observadas en arroz (Ehrler, 1960) y en pistacho (Behboudianet al., 1986)
entre otros cultivos. '

Este efecto tan marcado de la salinidad unicamente ocurre cuando el soluto
no penetra en la planta, ya que si el soluto puede penetrar, y la planta es
relativamente resistente a la presencia de NaCl en su citoplasma, el gradiente
osmoético se reduce y los efectos no son tan extremos.
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4.4.2.2. Toxicidad salina

Las soluciones salinas producen ademds de sequia osmética unos efectos
directos c:je la sal sobre la planta que se han denominado efectos de toxicidad
salina. La toxicidad salina es independiente del estrés osmético ya que no se
observa en soluciones de solutos orgdnicos y es especifica de la sal
considerada ya que distintas sales tiene diferentes umbrales osméticos de
toxicidad. '

La mayoria de los efectos de toxicidad salina se dan a nivel metabélico,
aunque hay que tener en cuenta la existencia de una disminucién del
crecimiento, no explicable por fenémenos de sequia osmética, y que ha sido
atribuida a una redistribucién energética para mantener bajos Ios niveles de
Na celulares cuando la planta est§ inmersa en un medio de elevada
concentracién salina.

Los efectos de la toxicidad salina en el metabolismo son de dificil
generalizacién ya que varian con la especie e incluso con la variedad de
planta considerada y estédn asociados a mecanismos de resistencia/tolerancia
a la salinidad espécfficos.

55



4.4.2.3. Deficiencias nutritivas

En condiciones de estrés salino se ha observado una disminucién en la
absorcién de distintos iones que crea situaciones de deficiencias nutritivas
secundarfas al estrés que acentian la reduccién del crecimiento de la planta.
Los elementos nutritivos més afectados por este antagonismo i6nico a nivel de
la absorcién son el fésforo, potasio, calcio y magnesio.
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'4.5. Mecanismos de resistencia

4.5.1. Resistencia al estrés hidrico

A niveles de estrés hidrico elevado la resphesta de las plantas es el cierre
estomatico que impide la pérdida de agua por transpiracién, pero también la
asimilacién fotosintética de CO,. Los mecanismos de resistencia al estrés
hidrico tienden a posponer este cierre estomatico, es decir a mantener la
planta asimilando CO, durante el mayor tiempo posible. Los mecanismos que
la planta emplea son varios, desde adaptaciones fisiolégicas como en el caso
de las plantas C, y CAM hasta adaptaciones morfolégicas como en las plantas
xeromérficas. El objetivo final de todas las adaptaciones es mantener la
turgencia de las células acompafiantes de los estomas que regulan su cierre y
su apertura. Uno de los mecanismos mas importantes en el mantenimiento de
la turgencia es el ajuste osmético.
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4.5.1.1. Ajuste osmbtico

El ajuste osmdtico consiste en la acumulacién activa de solutos en la célula a
fin de mantener el equilibrioc con el potencial hidrico del xilema. Esta
acumulacién de solutos inducida por un estrés hidrico excesivo viene
mediada, en parte, por efectos hormonales. En plantas sometidas a estrés
hidrico se han observado niveles elevados de 4cido abscisico, y éste cuando
se aplica a plantas normales induce respuestas tipicas de plantas en
condiciones de estrés hidrico: acimulo de solutos en células y senescencia
acelerada. )

Por otra parte, los niveles de citoquininas en piantas sometidas a estrés
hidrico son relativamente bajos. Las citoquininas se sintetizan
mayoritariamente en las raices, en condiciones de,.estrés hidrico se ha
postulado que habria una disminucién de flujo en el xilema y por lo tanto
habria menor cantidad de citoquinin5§'traslo&adés. hacia las hojas; se ha visto
sin embargo que la actividad citoquinina en exudados de raiz de plantas en
condiciones de estrés hidrico era menor que la de plantas en condiciones
normales, con lo cual parece existir un efecto directo del estrés sobre la
produccién de citoquininas.
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Ademas de estos mecanismos para eludir la salinidad la mayoria de las
plantas glicéfitas moderadamente resistentes y las haléfilas utilizan sistemas
para incrementar su tolerancia al estrés salino. La tolerancia a la salinidad
implica la existencia de mecanismos de osmoregulacién ademas de
mecanismos que permiten evitar otros efectos directos e indirectos de la
salinidad tales como deficiencias nutritivas y toxicidad salina.
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4.5.2. Resistencia a la salinidad

La resistencia a la salinidad puede representarse como el mantenimiento de
la homeostasis de una planta en un ambiente cargado de sales, este
mantenimiento requiere una serie de adaptaciones fisiolégicas y morfoldgicas
muchas veces confluyentes con las 'adaptaciones desarrolladas en relacién
con el estrés hidrico. o

Las plantas utilizan dos tipos de estrategias, muchas veces combinadas, para
sobrevivir en un ambiente salino:

Eludir la salinidad
Tolerar la salinidad

Podemos distinguir hasta tres mecanismos usados por las plantas para eludir
la salinidad: exclusién, extrusién y dilucién. Aunque en cada especie, e
incluso variedad determinada haya preponderancia de uno de ellos, por regla
general se dan los tres de forma complementaria.

La exclusién pasiva de la sal depende del mantenimiento de la
impermeabilidad de la membrana a la sal en presencia de elevadas
concentraciones externas. Para conseguir mantener los niveles bajos de sal
en la parte aérea puede impedirse la absorcién a nivel radical (Ahmad y
Wainwright, 1976) o bien la traslocacion de la sal de las raices a la parte
aérea (Solovev,1967) (Satyanarayana y Rao, 1963). Este mecanismo pasivo
va acomparado generalmente de un mecanismo activo de extrusién de la sal

mediante una bomba (normalmente Na*/ K*) que requiere gasto energético.

Esta extrusion a nivel molecular puede resultar en fenémenos de excrecién
(acumulacién de sal en hojas viejas) y de secrecién (en glandulas secretoras
especificas). Complementariamente a estos dos mecanismos se han
observado fenémenos de dilucién de la sal mediante estimulacién del
crecimiento e induccion de suculencia.
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4.5.2.1. Osmoregulacién

La sequia osmética debida a la salinidad crea una situacién de estrés
osmético causando la pérdida de turgor celular que resulta en le
mantenimiento de las células en un estado de no crecimiento. Para
restablecer el crecimiento hay que recuperar el turgor celular, para ello la
célula ha de rebajar su potencial osmético por debajo del potencial hidrico de
la solucién que la rodea. Al igual que en el ajuste osmético consecuente al
estrés hidrico la adecuacién del potencial osmético celular se realiza
mediante acumulacién de solutos que pueden ser orgénicos o inorganicos.

En muchas plantas, especialmente en las haléfitas, la osmoregulacién se
consigue principalmente mediante acumulacién de iones del medio externo

(Wallace y Kleinkopf, 1974). El ién acumulado es generalmente el K* que se

transporta de forma activa hasta las vacuolas. El equilibrio entre vacuola y
citoplasma se mantiene gracias a la sintesis de una serie de productos
organicos que actian como solutos compatibles, entre éstos cabe destacar la
prolina y la betaina, aminodcidos cuya sintesis y acumulacién estan
directamente relacionadas con el nivel de estrés al que se ha sometido a la
planta. Otros productos organicos que ejercen funciones similares son inositol,
glucosa y otros azucares. Existen ademds productos orgénicos cuyo papel
reside en la prevencién de la fitotoxicidad de la salinidad, como por ejemplo la
sintesis de acido oxdlico en Salicornia europaea que precipita los iones
alcalinotérreos absorbidos en exceso.
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5. Ke[aciones hidricas de la simbiosis VA

El estudio de las relaciones hidricas de las plantas micorrizadas es un tema
de investigacion relativamente reciente en el que hay que distinguir tres

aspectos:

1. Cambios en las relaciones hidricas de las plantas debidas a la simbiosis.
2. Relaciones hidricas de plantas micorrizadas en condiciones de sequia.

3. Relaciones hidricas del hongo formador de micorrizas VA
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5.1. Cambios en las relaciones hidricas de las plantas debidos a la
simbiosis :

Todos los estudios realizados coinciden en sefialar un incremento de la
transpiraéién en plantas micorrizadas. Normalmente estos incrementos estan
asociados a una disminucién de la resistencia foliar y a un incremento de la
conductividad hidraulica (Safiret al., 1971), (Safiret al., 1972), (Levy y Krikun,
 1980), (Hardie y Leyton, 1981). Estos tres fenémenos estén ligados entre si e
implican una menor resistencia al flujo del agua a través de la planta. Se han
postulado cinco hipdtesis mediante las cuales las micorrizas podrian afectar
las relaciones hidricas de las plantas colonizadas.

1. Mejora del estado nutritivo de la plahta que revertiria en una captacién de
agua mas eficaz. La mejora en la nutricién fosfatada ha sido considerada por
algunos autores la causa del incremento en la transpiracién observado en las
plantas micorrizadas (Nelsen y Safir, 1982), (Graham y Syversten, 1984),
(Koide, 1985), (Fitter, 1988); mientras que otros autores sugieren que dichos
~cambios son independientes del estado nutritivo fosforado de la planta (Augé
et al., 1986) y otros destacan la importancia del K en las interacciones entre
micorrizas VA y parametros hidricos (Sieverding y Toro, 1988).

Ambos elementos, Py K, ademés de su efecto a nivel nutritivo pueden alterar
la permeabilidad de la membrana celular que es la barrera mas |mportante
para el flujo del agua a través de las raices.

2. Incremento de la superficie de absorcién radical a través de las hifas
externas del hongo (Hardie y Leyton, 1981), (Allen, 1982), (Hardie, 1985).

Esta hipétesis ha sido considerada improbable por algunos autores (Sanders

y Tinker, 1973), (Fitter, 1985). Sin embargo el hecho de que en algunos césos'

la colonizacion VA beneficie a las plantas en condiciones de estrés hidrico
(Allen y Allen, 1986), (Hetrick.et al., 1987) no permite descartarla totalmente.

3. Funcionamiento de las hifas del hongo como vias de baja resistencia para
el transporte del agua.
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En todo caso habrian de funcionar como vias de transporte pasivo ya que
mediante la utilizacion de PCNB Safir et al., (1972) descartaron cualquier
papel activo del hongo en los cambios de las relaciones hidricas observados.

4, Modifiéacién de la morfologia y extensién del sistema radical.

La existencia de cambios en la morfologia radical a consecuencia de la
simbiosis VA es cada dia mas evidente (Bonfante-Fasolo y Vian, 1989), (Berta
et al., 1990). La importancia de estos cambios en las relaciones hidricas no se
ha determinado con precision aunque Hardie y Leyton (1981) sugirieron que
el aumento en la extensién y el engrosamiento del sistema radical que
observaron en trébol micorrizado influia en el incremento de la conductividad
hidraulica radical.

5. Alteraciones en el balance hormonal

Ya se ha indicado como las situaciones de estrés hidrico alteran el balance
ABA/citoquininas en raiz y parte aérea. Las micorrizas pueden incidir en este
balance alterando los pardmetros hidricos de las plantas colonizadas (Levy y
Krikun, 1980). '
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5.2. Relaciones hidricas de las plantas micorrizadas en
condiciones de sequia

El incremento en la conductividad hidrdulica de plantas micorrizadas resulta
en una récuperacién mas rapida de estas en situaciones de estrés puntuales
como las observadas por Hardie y Leyton (1980) y Safir et al., (1972). Esta
recuperacién se observé midiendo los potenciales hidricos foliares y los
valores de turgencia.

En el momento en que las condiciones de sequia se prolongan, el mayor flujo
de agua caracteristico de las plantas micorrizadas puede vaciar mas
rapidamente el suelo de agua, sobretodo en cultivos en contenedor,
produciendo cuadros de estrés hidrico antes que en las plantas no
micorrizadas.

Los resultados obtenidos en relacién con el crecimiento de plantas
micorrizadas en condiciones de sequia son contradictorios. Zjacek et al.,
(1987) observan un mayor crecimiento de las plantas micorrizadas en suelos
con baja concentracion de fésforo. Nelsen y Safir (1982) en un ensayo en
campo de cebollas observan que a pesar de un buen abonado en P, las
plantas no micorrizadas no tiene acceso a este elemento en condiciones de
sequia, de forma que se enfrentan a un doble estrés: nutritivo e hidrico,
mientras que las plantas micorrizadas tan solo sufren estrés hidrico. Allen y
Allen (1986) han observado que Agropyron smithii se beneficia de la
micorrizacién especialmente en condiciones de sequia, al igual que
Andropogon gerardii (Hetrick et al., 1987); mientras que en el caso de Zea
mays (Hetrick et al., 1984) y Sorghum vulgare (Hetrick et al., 1987)
desaparecen los efectos beneficiosos de la micorrizacién cuando las plantas
se someten a condiciones de estrés hidrico. Nelsen y Maiti (1983) trabajando
- con trigo observaron un efecto negativo de la micorrizacién en condiciones de
sequia sin que hubiera ningln efecto del abonado con P.
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Sieverding y Toro (1988) y Allen y Bosalis (1983) describen efectos
diferenciales frente al estrés hidrico debidos a la inoculacién con distintos
hongos. Allen y Bosalis destacan la eficacia de Glomus fasciculatum en
reducir el. potencial osmético y mantener la turgencia. Esta eficacia podria ser
un efecto indirecto de un incremento en la eficiencia de captacion de
nutrientes por este hongo o bien podria ser un efecto directo de la
colonizacion.

Los efectos de la micorrizacién VA en condiciones de estrés hidrico no son
claros, en parte debido a la heterogeneidad de métodos utilizados, tanto a
nivel de especies de hongos como de plantas, tipo de suelos y sistemas de
medida. Todo ello dificulta la sintesis e integracion de los resultados de los
diversos ensayos.
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5.3. Relaciones hidricas del hongo formador de micorrizas V4

No se han hecho experimentos para investigar el efecto directo sobre el
hongo sino que se ha evaluado el efecto del estrés hidrico sobre la
colonizacién de una planta determinada y sobre la produccién de esporas de
resistencia (Redhead, 1975). Se ha visto que existe una coincidencia entre los
niveles 6ptimos de agua para la planta y para la esporulacién del hongo,
mientras que la colonizacién interna permanece inalterada. Sylvia y Schenck
(1983) estudiaron la germinacién de tres especies de Glomus a distintos
potenciale's hidricos del suelo, G. etunicatum fue el méas resistente a la sequia
y G. macrocarpum el més sensible. Los mismos autores observaron un efecto
indirecto del potencial hidrico sobre la germinaciéon a través de la microbiota
acompafante, saproéfita y parasita que variaba con el nivel de humedad del
suelo.

Si las plantas micorrizadés son mas resistentes al estrés hidrico que las
plantas no micorrizadas, los hongos formadores de micorrizas V.A adaptados
a suelos secos pueden ser especialmente beneficiosos. El estudio de las
micorrizas VA en regiones aridas y semi-aridas y su aplicécién ha de
contemplar la caracterizacion de la supervivencia, germinacién y crecimiento
de estos hongos en condiciones de bajo potencial hidrico.
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6. Estrés salino y micorrizas VA4

A pesar de ser la salinidad un factor limitante importante en la produccién
agricola, la interaccion entre micorrizas VA y salinidad se ha empezado a
estudiar r'nuy recientemente. Al igual que en las interacciones con el estrés
hidrico, los resultados obtenidos en los estudios simbiosis VA-salinidad son
contradictorios, ya que dependeran de la planta utilizada, niveles de salinidad,
tipo de suelo, abonado, especie y aislado de hongo, pardmetros medidos,
sistemas de medidas y controles.

Hirrel y Gerdemann (1980) observaron un mejor crecimiento en cebolla y
pimiento micorrizado, respecto a los tratamientos no micorrizados, en
condiciones de estrés salino. Ojala et al., (1983) describieron, a su vez, un
incremento en el crecimiento de cebolla micorrizada, notando efectos
diferenciales entre distintos hongos. Pond et al., (1984) también encontraron
un incremento en el crecimiento del tomate y Pfeiffer y Bloss ('1 988) en
Parthenium argentatum. El incremento en el crecimiento de las plantas
micorrizadas observado por estos autores es atribuido a una mejora en la
nutricién. '

Esta mejora comporta la disminucién de uno de los efectos secundarios del
estrés salino que es la deficiencia nutritiva por antagonismos iénicos,
permitiendo un crecimiento mayor en las plantas que forman la simbiosis.

Ojala et al., (1983) observaron una tendencia a la disminucién del porcentaje
de colonizacién interna que estaria de acuerdo con los resultados obtenidos
por Guttay (1976), Hirrel y Gerdemann (1980) y Duke et al., (1986). Sin
embargo Graham y Syvertsen (1987) trabajando en citricos no observaron
ninguna variacién en el porcentaje de colonizacién de Glomus intraradices al
aumentar la salinidad, ni tampoco El-Atrach et al., (1989) observaron
disminuciones notables de la colonizacién interna con-la salinidad.

'Todos los autores coinciden en sefialar la importancia de la mejora en la
nutricién fosforada en el incremento del crecimiento logrado por las plantas
micorrizadas en condiciones de salinidad, sin embargo Duke et al., (1986) han
sugerido la existencia de otros factores que aumentarian Ia tolerancia a Ia
salinidad de las plantas colonizadas.
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Capitulo 1

‘Estudio de (a presencia de fiongos formadores de
micorrizas vesiculo-arbusculares en el Delta del
Ebro
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1.1. Introduccién

Las dunas costeras han sido uno de los pocos ecosistemas en los que se han
realizado estudios acerca de las micorrizas VA (Nicolson, 1960) '(Koske y
Halvorson, 1981) (Giovannetti y Nicolson, 1983) (Puppi y Reiss, 1987). Estos
ecosistemas tienen como caracteristicas comunes una baja cantidad de
nutrientes, altos niveles de evaporacién, elevada salinidad y movimientos de
terreno. En todos los sistemas de dunas investigados se ha observado la
presencia de micorrizas VA. Se ha demostrado ademés que las micorrizas VA
favorecen la estabilizacién de las dunas incrementando significativamente los
agregados de arena (Sutton y Sheppard, 1976) (Foster y Nicolson, 1981), asi
mismo se han evidenciado efectos positivos sobre el crecimiento de algunas
de las gramineas mas habituales en este tipo de ecosistemas, como son
Agropyron junceiforme y Ammophila arenaria (Nicolson y Johnston, 1979).
En resumen, se puede decir que las condiciones de estrés caracteristicas de
las dunas costeras (maritimas) y la amplia distribucién de micorrizas VA
observada parecen conferir a esta simbiosis un papel especialmente
importante en este tipo de ecosistemas..

El Delta del Ebro es una llanura de aluvién de origen relativamente reciente
(siglo XIV-XIX) con unas peculiaridades topograficas y edaficas muy distintas
a las de areas vecinas que definen una poblacidn vegetal muy caracteristica
(Camarasa et al., 1977). '

Los objetivos del primer grupo de ensayos, basados en muestreos en el Delta
eran investigar la presencia de micorrizas VA en un area de origen tan
reciente y en aislar hongos a partir de este tipo de habitats, sometidos a
condiciones de estrés extremas, en especial de estrés salino, para asi méas
tarde poder evaluar su efectividad en comparacién con hongos conocidos
procedentes de ambientes distintos.

70



1.2. Materiales y métodos

Diserio _c[e[ muestreo

El muestreo se realiz6 al nordeste del Delta entre las zonas denominadas
‘Punta del Fangar’, ‘Platja de la Marquesa’, ‘Riomar’ y ‘El Canal Vell'. Las
areas muestreadas pueden dividirse en dos zonas principales: '

A) Zona cercana a ‘El Canal Vell’', con suelos de tipo. arcilloso y
preponderancia de cultivos de arroz, pequefias huertas con maiz, sorgo y
alcachofa y arrozales abandonados invadidos por plantas haléfilas y
helofiticas. |

B) Zona de dunas con un mosaico de vegetacién psaméfila, haléfila y
helofitica.

En total se tomaron muestras de 6 &reas en cada una de las cuales se
determinaron 3 parcelas de 1 x 1 m en las que se tomaron 5 muestras de
suelo y cuando fue posible de plantas con sus correspondientes raices. El
suelo y raices obtenidos se guardaron en bolsas de plastico a 4°C en la
oscuridad hasta ser procesadas.
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Procesado del suelo

Determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas

El fésforo del suelo se determiné mediante el método de Olsen-Watanabe
. modificado por Porta (1986), y el nitrdgeno mediante el método de Kjedahi.
Debido a la dificultad de realizar el método de la pasta saturada en suelos
arenosos como los de las dunas, la conductividad electrica se determiné en
una solucién 1:5 que luego se corrigié para obtener la C.E.,; (Araglies et al.,
1979). El pH se determind en una dilucién 1:5 en agua desmineralizada.
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Determinacion de la presencia de esporas de hongos formadores de micorrizas V.A

en el suelo

Para invastigar la presencia de esporas de hongos formadores de micorrizas
VA en los suelos muestreados estos se procesaron utilizando un método de
centrifugado en sacarosa para los suelos arcillosos de la zona A y un método
de decantacion y tamizado hiimedo para los suelos arenosos de la zona B,
ambos adaptados de Daniels y Skipper (1982).

Método de centrifugado en sacarosa

Se mezcla una cantidad conocida, alrededor de 100 g, de suelo rizosférico
con 1000 ml de agua, trabajandose con los dedos para deshacer los

agregados.

Se vierte el liquido a través de un tamiz grueso (0.5 cm), se conserva el
filtrado descartandose la fraccién retenida.

‘Se resuspende el filtrado y se pasa por un tamiz de 50 um,descartandose el
filtrado.

La fraccién retenida en el tamiz de 50 um se resuspende en agua y se
centrifuga 4 min a 3000 rpm. Se descarta el sobrenadante.

Se resuspende el precipitado en una solucién al 30% de sacarosa y se
centrifuga durante 15 seg. a 3000 rpm.

Se recoge el sobrenadante en un tamiz de 40 um, se lava abundantemente,
se resuspende en agua y la muestra esta lista para su observacién.

Método de decantacion y tamizado himedo

Se mezcla bajo presién del grifo una cantidad conocida de suelo rizosférico
(alrededor de 100 g) en 1000 ml de agua. Se trabaja con los dedos para
deshacer los agregados.

Se vierte el liquido a través de un tamiz grueso (0.5 cm) para retener los
fragmentos gruesos de materia orgdnica, recogiendo el liquido vertido.
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Se resuspende el liquido vertido dejando reposar 30 seg.

Se decanta el liquido a través de una bateria de tamices desde 250 pm hasta
50 um (250 um, 125 um, 50 um).

Se lava el material retenido en los tamices para asegurarse que no queda
material coloidal enganchado

Se transterir con ayuda de frasco lavador el material de los tamices a una o
varias placas de petri para su observacion.

Se hizo un recuento de las esporas observadas, aunque no se creyé oportuna
su identificacion, proceso que si se efectu6 con las esporas multiplicadas en
cultivo puro, como se indica més adelante. El nimero de esporas observadas
se corrigié para 100 g de peso seco de suelo.
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Tincién de raices

Las raices de las plantas muestreadas se tifieron segun el método de Phillips
y Hayman (1970) modificado, quedando el procedimiento de la manera
siguiente:

Se sumergen las raices en una solucién de KOH al 10% a 602C durante 12 h.
Se lavan repetidas veces con agua fria corriente.

Se sumergen en H,O, 10 volumenes durante 30 min aquellas raices que
presenten una coloracién fuerte.

Se aclaran con agua corriente.
Se sumergen las raices en HCI 2% durante 5 min.

Se vierte el acido clorhidrico y se tifien con azul tripan al 0.5% en acido lactico
durante 12 h a temperatura ambiente.

Se conservan en &cido lactico.

Una vez tefiidas las raices se observaron por la lupa binocular y al
microscopio éptico para determinar presencia 0 ausencia de colonizacién VA.
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Metodologia de aislamiento

Para proceder al aislamiento de los hongos formadores de micorrizas VA se
utilizaron dos métodos distintos: aislamiento mediante planta trampa y
aislamiento mediante planta propagadora.

Aislamiento mediante planta trampa (fig 1a)

Este sistema consiste en utilizar parte del suelo problema como indculo de
una pléantula germinada en condiciones estériles (trébol o cebolla). A las 6
semanas se observa si se ha establecido colonizacién VA en la planta
inoculada. En caso negativo se descarta la planta, en caso afirmativo se
mantiene la planta en cultivo 4 meses momento en que se muestrea el suelo
para determinar si el (o los) hongo (s) colonizador (es) .ha(n) esporulado. En
caso negativo se mantiene la planta en cultivo 4 meses mds, si para entonces
no hay esporulacién se descarta la planta, en caso afirmativo se seleccionan
40-50 esporas lo mas semejantes posible que se mantienen a 4°C durante
una semana, para romper su dormancia, en caso de que existiera, y se
utilizan para inocular una nueva pléntula.

Aislamiento mediante planta propagadora (fig 16)

Este sistema precisa de la existencia de una planta obtenida del lugar
muestreado que presente colonizacién MVA Esta planta se cultiva en una
maceta con suelo estéril y se va controlando periédicamente para ver si hay
esporulacién. En el momento en que se produce esporulacién se seleccionan
40-50 esporas, que se mantienen una semana a 4°C, como en el caso
anterior, para inocular pléntulas germinadas en condiciones estériles, para
asi purificar y multiplicar el inéculo.
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Figura 1:Métodos utilizados para el aislamiento de
hongos nativos formadores de micorrizas VA

1

A : Planta trampa

Suelo rizosférico
muestreado .

Suelo estéril

Semillero de arena de cuarzo estéril

—

. Planta adulta
procedente del
area muestreada Suslo estéril

B : Planta propagadora
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Metodologia para la purificacién y multiplicacion de los hongos
aislados

Se parti6 de plantulas de trébol o cebolla germinadas en condiciones
estériles e inoculadas con 40-50 esporas, lo mas semejantes posible,
obtenidas en el proceso de aislamiento.

Estas plantas inicialmente se cultivan en macetas de tamafio reducido (9 cm
de diametro), para facilitar la exploracién del suelo por las raices e
incrementar asi las posibilidades de encuentro hongo-raiz. A las 4 semanas
de la inoculacion se comprueba la presencia de MVA y si es positivo el control
la planta, se pasa a una maceta mas grande (11 cm de diametro), donde se
cultiva 12 meses, controlando periédicamente el desarrollo de la infeccién y la
presencia de esporas. En caso de observarse mas de un tipo de esporas,
éstas se agrupan segun su morfologia y se repite el proceso hasta obtener
esporas morfolégicamente idénticas. '
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Identificacion de los hongos aislados

Como ya se ha sefialado anteriormente tan solo se procedié a la identificacion
de los hangos aislados y multiplicados en cultivo puro.

Para ello se montaron un minimo de 30 esporas para su observacién al
microscopio en : agua

polivinillactoglicerol

reactivo de Metzler

Caracteristicas del medio acuoso

El agua mantiene la coloracién y las dimensiones normales permitiendo la
observacion de la espora entera sin factores que la alteren. Sin embargo, la
observacién de las paredes no es clara y la preparacién no es permanente.

Caracteristicas del PoliVinilLactoGlicerol (PVLG)

‘Este medio permite la conservacién de especimenes durante largo tiempo,
manteniendo muchas de sus caracteristicas originales y facilitando la
observacién de las paredes en esporas rotas.

Formula:  Alcohol de PoliVinilo ' 16.6 ¢
Acido LAactico 100 ml
Glicerina 10 mi

Caracteristicas del reactivo de Metzler

Este reactivo-permite observar la reaccién de las esporas al yodo, criterio que
puede ser de gran ayuda para su acertada clasificacion.

Férmula: Hidrato de Cloral 100 g
Yodo 1i5 ¢
Yoduro Potésico 5 g
Agua Destilada 100 ml
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Para que las esporas puedan conservarse en el reactivo de Metzler, hay que
mezclar el reactivo de Metzler con PVLG en una proporcién 1:1. En este caso
puede reemplazarse el hidrato de cloral de la férmula por PVLG, ya que la
funcién como conservante y clarificante que tiene el hidrato de cloral la realiza
el PVLG.

Una vez observadas las esporas éstas se describen utilizando los
murogramas preconizados por Walker (1983) y se identifican seguin el manual
de Schenck y Pérez (1988).
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1.3. Resultados y discusién

Presencia de esporas y de MVA

Observamos una diferencia notable entre el nimero de esporas obtenidas en
el suelo estabilizado y las obtenidas en las muestras de dunas (Tabla 1). En la
zona anterior a las dunas, de vegetacién consolidada, el nimero de esporas
varia entre 32+7 y 4615, mientras que en las zonas de dunas llegamos, como
maximo, a 4 esporas por 100 g de suelo. Aunque exista colonizacién VA en.
las plantas muestreadas en las dunas, las esporas son muy escasas,
resultado que coincide con el obtenido por Khan (1974), que encontraba un
nimero muy inferior de esporas en las dunas que en otras zonas, salinas,
pero con vegetacién consolidada. El nimero de esporas obtenidas esta
dentro del rango descrito en estudios de zonas similares (Puppi y Riess,
1987) aunque siempre en la fraccién baja, acercandose mas a los resultados
de Nicolson (1960) que encontrdé niveles elevados de colonizaciéon VA pero
ausencia de esporas en el muestreo realizado. Se podria postular la
presencia de esporas muy pequefias, irrecuperableé mediante el método
utilizado, al igual que Nicolson. Sin embargo el hecho que al realizar el
aislamiento se hayan recuperado esporas pertenecientes a G/lomus
mosseae y Glomus claroideum, de mayor tamafio, hace pensar que la
ausencia de esporas, sea mas bien debida a caracteristicas inherentes a este
sistema, como la movilidad, lo cual significa que la propagacion de la
simbiosis reside, mayoritariamente, en las raices colonizadas. '

Las plantas tipicas de dunas presentan la simbiosis (Tabla 2), Limoniastrum,
especie caracteristica de la zona, forma en todos los casos la micorriza, asi
como Avena sp., Ononis natrix , Aster tripolium 'y Triglochin sp. Tres géneros
que no se observan frecuentemente asociados a MVA forman las simbiosis en
este medio: Salicornia sp., Juncus sp.y Cyperus sp., de todo ello se puede
inferir la importancia que la simbiosis MVA tiene en estos sistemas ya que,
incluso géneros normalmente no micotréficos, presentan la simbiosis. Por otra
parte, también es de destacar la ausencia total de micorrizas VA en suelos
cultivados, que podria atribuirse al cambio radical que ha de hacerse para
transformar estos suelos, arcillosos y con una salinidad considerable, en
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suelos aptos para el cultivo, transformacién que, en muchos casos es
reciente, lo que lleva a postular que, el cambio operado ha eliminado los
hongos nativos, que no han sido, todavia, reemplazados por hongos mas
adaptadas a las condiciones existentes en un area cultivada.
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Localizacién Sector ~ ~ Tipode ~ C.E. ' . Esporasde MVAen Plantas recolectadas  Colonizacion VA

suelo (dS/m) ~suelo (x/100 g) en raices

Zona anterior Orilla del canal Arcilloso 1.3-1.4 32+7 Avena sp +
a las dunas Graminea no ident +
Vulpia sp .. +

Plantago major +
Ononis natrix +

Campo de cultivo de  Arcilloso 05. 0 Zea mays -

maiz '
Campo de arroz Arcilloso 04 0 Yermo
preparado para
plantar

. Equisetum sp -

Zona no cultivada en . Arcilloso 21 : 46 +5 Ononis natrix +

® contacto con las Aster tripolium +
@ dunas Salicornia sp +
_ . : Salicornia europaea -
Dunas - Primera linea Arenoso  12.8-12.9 . 4 Cakile maritima -

. Triglochin sp

Amnophila arenaria +

5.4-6.0 3 Salicornia europaea +

: Atriplex sp -

3.3-4.1 0 Salsola kali -

Salicornia europea +

Tabla 1: Presencia de esporas en el suelo y de colonizacién VA en las plantas recolectadas en el Delta del Ebro.



Localizacion Sector Tipo de C.E. Esporas de MVA en Plantas recolectadas  Colonizacién VA
suelo (dS/m) suelo (x/100 g) en raices
. Dunas Segunda linea Arenoso  0.4-0.7 3 Liliacea noident +
: ‘ Cyperus sp +
Ononis natrix +
2.1-3.2 2 Triglochin maritimu +
Atriplex sp -
Salicornia europaea -
o]
B 1.4-1.6 0 Juncus sp +
Salsola kali -
Aster tripolium +
Eryngium maritimum +
+

Limoniastrum sp

‘Tabla 1: Presencia de esporas en el suelo y de colonizacion VA en las plantas recolectadas en el Delta del Ebro.



Tabla 2 : Porcentaje de plantas con colonizacién
VA de cada una de las especies

muestradas

Plantas muestradas % con colonizacion
interna positiva

Avena sp 100
Amnophila arenaria 100
Vulpia sp 100
Plantago major 100
Zea mays 0
Equisetum sp 0
Ononis natrix 100 .
Aster tripolium 78
Salicornia europaea 42
Cakile maritima -0
Atriplex sp 0
Salsola kali 0
Triglochin maritimum 100
Juncus sp : 100
Cyperus sp . 100
Limoniastrum sp 100
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Aislamiento

El proceso de aislamiento y purificacién entrafia un proceso de seleccién, ya
que se despreciaron aquellos hongos que aunque sean suficientemente
agresivos para iniciar la colonizacién de plantas en un tiempo prudencial (8
semanas), no producen esporas en 8 meses (4+4). Adem4s se introduce una
nueva restriccion al purificar y multiplicar el inéculo. Todas estas restricciones
tienden a favorecer a aquellos hongos més agresivos y que producen mas
esporas y mas rapidamente.

Aunque el objeto de este trabajo no era, en si, la seleccién de hongos idéneos
para unas condiciones determinadas, se pensé que en cualguier caso, la
selecciéon de hongos, ya sea para su introduccion en zonas degradadas o
para su uso en sistemas agricolas, ha de tener como una de sus principales .
cualidades la agresividad, ya que, en caso contrario, independientemente de
su eficacia como simbionte, se veria imposibilitado para competir con otros
hongos mas agresivos presentes en la rizosfera.

Zona anterior a las dunas

Esta zona se caracteriza por un suelo arcilloso y en ella se pueden delimitar 3
dreas segun sus distintas conductividades eléctricas: la orilla del canal con
- C.E. de 1.2 a 1.3 dS/m, la zona agricola con conductividades eléctricas mas
bajas (C.E. 0.3-0.5 dS/m) y la zona lindante con las dunas con C.E. = 2.1
dS/m. ~

En el area cercana al canal se han utilizado los dos sistemas de aislamiento
descritos. El método de la planta trampa permitié una buena colonizacién VA
de las dos especies utilizadas (cebolla 87%, trébol 82%) y se obtuvieron
esporas pequefias, traslicidas, formando agregados con profusion de
micelio. Estos agregados se separaron y utilizaron para‘inocular plantas y
proceder a la purificacion del (los) hongo(s) .

Para el método de la planta propagadora se emplearon dos de las plantas
recogidas:Avena sp. y Plantago sp., previa comprobacién de que en sus
raices se hallaba establecida la simbiosis. En el caso de la Avena se observd
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una colonizacion del 67%, pero no se encontraron esporas en el suelo
tamizado. En el caso de Plantago tampoco se encontraron esporas en el
suelo tamizado, sin embargo se observaron multitud de esporas intraradicales
que se extrajeron para la obtencién de cultivos puros.

En la zona agricola no dio resultado el método de la planta trampa, el Gnico
que se podia emplear-debido a la ausencia en esta zona de plantas
colonizadas.

En la zona lindante con las dunas también se utilizaron los dos métodos de
aislamiento.

Para el aislamiento con planta trampa se usaron tréboles, que a los tres
meses, presentaban una colonizacién VA de 62%, y una poblacién de
‘esporas pequefias y vacuoladas formando agregados que se utilizaron para
la inoculacién de plantulas.

El aislamiento con planta propagadora se hizo a partir de Ononis natrix. A los
tres meses O. natrix presentaba un 79% de colonizacién VA, -
predominantemente arbuscular. La poblacidn de esporas era del tipo
Glomus intra y extraradicales, aunque siempre asociadas a la raiz. Estas
esporas se utilizaron para inocular plantas.

Zona de dunas

Caracterizada por suelos de tipo arenosos. Se distinguieron primera y
segunda linea de dunas con respecto a la orilla del mar.

Primera linea de dunas

Esta zona se caracteriza por C.E. elevadas debido a que recibe la influencia
directa del mar.

En la primera drea de esta zona muestreada, con C.E. = 12.8 dS/m, se
utilizaron los dos métodos de aislamiento descritos. En el aislamiento con
planta trampa se observé que, en todos los casos, las plantas utilizadas
desarrollaban la simbiosis, extrayéndose de un cultivo establecido en trébol
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esporas de tipo Glomus que se utilizaron para inocular plantulas.

El aislamiento mediante planta propagadora se hizo con Triglochin
maritimurin . A los tres meses de su establecimiento T. maritimum presentaba
un 77% de colonizacién interna y esporas intra y extarradicales utilizadas
para inocular plantulas.

En las otras dos areas muestreadas de la zona solo se utilizé el método de la
planta trampa.

En el 4area con C.E.= 5.4 dS/m tan solo una de las plantas utilizadas presenté
colonizacién VA (trébol 34%) y no se encontraron esporas.

En el area con C.E.=3.3 dS/m la simbiosis se presenté en todas las plantas y
se obtuvieron esporas tipo Glomus para inocular plantuias.

Segunda linea de dunas

En esta zona de dunas las conductividades eléctricas son notablemente méas
-bajas (0.7-2:1 dS/m). En las tres areas muestreadas se utiliz6 el método de la
planta trampa Gnicamente. En todos los casos se observé colonizacion
interna. En el 4rea de C.E.= 0.7 dS/m se observaron esporas del tipo Glomus,
pequedias, traslicidas, formando agregados. En las otras dos zonas también
se observaron esporas tipo Glomus pero no formaban agregados. En los tres
casos se extrajeron esporas para inocular plantulas y purificar los cultivos.

88



Purificacion e identificacién de los hongos

En las zonas muestreadas_, aunque se observaron distintos tipos de hongos,
potencialmente formadores de la simbiosis VA, tan solo se obtuvieron 3 en
cultivo puro. Estos hongos tienen pues las caracteristicas de agresividad y
reproduccién del ciclo rapido inherentes a nuestro sistema de seleccién.

Los tres tipos de hongos obtenidos pertenecen al género Glomus.
Tipo 1 (Fig 2)

Procede del aislamiento con planta trampa efectuado en suelo de 'primera
linea de dunas con C.E. 3.3-4.1 dSm™1.

Esporas de globosas a ovoides, libres o agrupadas en esporocarpos.
Esporocarpos formados por un peridio miceliar de color marrén claro. Esporas
de color amarillo claro, con vacuolas grandes e irregulares. Tamafio muy
disperso desde 100 um hasta 250 um. De 2 a 3 esporas por esporocarpo.
Pedulnculo de la espora en forma de embudo. Contenido de la espora
separado del contenido miceliar por un septo. La pared de la espora consta
de una pared exterior unitaria evanescente y de una pared interna laminada.

Identificacion: Glomus mosseae (Nicol.& Gerd.) Gerdemann & Trappe

Glomus mosseae es un hongo muy extendido, se ha encontrado diversos
lugares (Schenck y Pérez, 1988). Produce gran cantidad de micelio externo y
probablemente la frecuencia de su aislamiento es debida en parte a su
agresividad.

G. mosseae se ha encontrado en lugares muy distintos, ello implica una gran
versatilidad y la adaptacién de la especie a muchos ecosistemas distintos. No
se ha determinado, todavia, si esta adaptacién se ha desarrollado de tal forma
gue de lugar, a la seleccién de cepas, razas o ecotipos distintas o bien si el
hongo posee, en si, potencial genético suficiente para que esta adaptacién no
se hag.a a través de seleccién y no dé, por lo tanto, lugar mas que a aislados,

pero no a cepas fisiolégicamente distintas.
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Figura 2: Espora tipo 1.Glomus mosseae :

a) Esporas en PVLG

-

i
i
i

H

:
i
b

b) Murograma -

G. mosseae
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Tipo 2 (Fig. 3)

Procede del aislamiento mediante planta trampa efectuado en el suelo de

segunda jinea de dunas con conductividad 2.1-3.2 dSm-1.

Esporas globosas, libres, de color amarillo muy claro, con vacuolas pequefias
y regulares. Tamafio homogéneo de 100 um hasta 130 um. El contenido
celular esta ocluido por un poro. La pared de la espora est4 formada por uina
pared externa unitaria evanescente, una pared laminada y una pared interna
membranosa. ' |

Identificacion: Glomus claroideum Schenk & Smith

La pared membranosa no aparece en la descripcién de Schenk y Smith
(1982) pero si en la revisiéon de Morton (1989).

La identificacién ha sido confirmada por Morton.

Glomus claroideum es una especie poco frecuente ya que, hasta el momento
(Schenck y Pérez, 1988), tan solo se ha descrito en dos lugares de EEUU,
asociado con Glycine maxima , en el Centro de Investigacién y Educacion
Agricola de Sanford, (Florida) y como contaminante en un cultivo de H.D.
Skipper en Carolina del Sur. Esta es, por la tanto, la primera vez que se
describe el hongo en Europa. |
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Figura 3: Espora tipo 2 Glomus claroideum .

a) Espora en PVLG

b) Murograma .

G. claroideum

92



Tipo 3 (Fig. 4)

Procede del aislamiento con Plantago como planta propagadora de la zona
de la orilla del canal. -

Todas las esporas se obtuvieron del interior de las raices de la planta.
Esporas globosas, de tamafio homogéneo de 70 um hasta 100 um. Color
marr6n claro hasta oscuro con tintes rojizos. La estructura de la pared de Ia
espora consiste en una membrana evanescente que no reacciona con el
reactivo de Metzler y dos paredes laminadas. que se distinguen porque cada
una de ellas tiene continuidad con dos membranas diferentes del pedtinculo.

Identificacién: Glomus intraradices Schenck & Smith

La descripcion no coincide con la de Schenck &Smith (1982) pero si con la
revisada por Morton (1989) -

Algunos aislados de esta especie presentan una pared evanescente que
reacciona positivamente a Metzler, pero este aislado, en particular, no
reacciona.

La identificacién ha sido confirmada por Morton.

Glomus intraradices es un hongo extendido con un habito de produccidn de
esporas casi exclusivamente intraradical. Esta caracteristica determina que no
se encuentre normalmente en muestreos realizados en el suelo y que fuera

aislado a partir de planta propagadora.
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Figura 4: Espora tipo 3 Glomus intraradices

a) Esporas dentro de la raiz

b) Murograma

G. intraradices
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Capitulo 2

Pistacia sp. y micorrizas vesiculo-arbusculares
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2.1. Introduccién

El pistachero es un cultivo en expansién en el drea mediterranea, se trata de
un género adaptado a suelos &ridos, de floracién tardia y con necesidades
hidricas muy limitadas. Aunque no es un género haléfilo es halotolerante
(Spiegel-Roy et al., 1977) (Behboudian et al., 1986), con lo cual se constituye
en un excelente modelo para plantas agricolas en las que se haya
seleccionado la tolerancia a la salinidad como caracteristica.

El cultivo del pistachero en nuestro pais se hace sobre pie franco de Pistacia
vera P. atlantica o P. terebinthus que posteriormente se injerta en vivero con -
la variedad adecuada de P.vera para luego trasplantarse a campo a raiz
desnuda.

Stahl en 1900 describe al género Pistacia como formador de micorrizas y
Mejstrick y Cudlin (1983) incluyen P. lentiscus en una lista de plantas
endomicorricicas de Algeria. Sin embargo hasta el momento no se ha llevado
a cabo ningun estudio extensivo sobre el estado micorricico de los diversos
patrones de Pistacia sp. |

En este trabajo se han realizado muestreos de distintas especies de Pistacia
sp utilizadas como patrones en comunidades naturales y en plantaciones
comerciales y experimentales. Se han aislado e identificado los hongos
formadores de micorrizas VA presentes en los suelos muestreados y se ha
sintetizado y evaluado el efecto de la simbiosis VA en P. vera, P. terebinthus y
P. atlantica

Esta evaluacién puede permitir optimizar los sistemas de cultivo para mejorar
el establecimiento de nuevas plantaciones. '
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2.2. Materiales y métodos

Metodologia de muestreo

Se muestrearon dos plantaciones y dos ecosistemas naturales localizados en
el sudoeste de Cataluiia.

Plantacion A: Plantacion experimental con varios patrones (P. vera, P.
- terebinthus, P. palestinay P. atlantics). Para asegurar que se recogian
ejemplares de todos los patrones se muestrearon 4 parcelas. Las parcelas 1y
2 corresponden a viveros de 1 y 2 afos respectivamente, la parcela 3 a una
plantacién recién establecida (1 afio) y la 4 a una plantacién de 4 afios.

Situacién geogréfica: en los alrededores -de Reus, a 10 km. de la costa y 103
m sobre el nivel del mar.

Plantacién B: Plantacién comercial con P. atlantica como unico patrén.

SitUacién geografica: En la comarca de 'les Garrigues' de Lérida, en el
término municipal de Maials, a 55 km de la costa y a 381 m sobre el nivel del
mar. ' '

Comunidad Natural N® 1: Encinar Mediterraneo tipico con P. lentiscus como -
principal especie secundaria.

Situacién geogréafica: Sur de la comarca del Barcelonés, a 15 km. de la costa
y a 77 m sobre el nivel del mar.

Comunidad Natural N®2: Matorral de encinar degenerado con restos de
cultivos tales como olivo, vid, profusién de P. terebinthus y algunos

ejemplares de P. lentiscus. .

Situacion geografica: Término municipal de Maials, en los alrededores de la
plantacién B.

Se tomaron muestras de los arboles en tres zonas distintas, alrededor de}
tronco, que se mezclaron para formar una muestra compuesta.
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En la plantacion A, se tomaron muestras de cada especie patron presente: P.
vera, P. terebinthus, P. atlantica y P. palestina .

En la plantacién B, se tomaron muestras en dos parcelas de P. atlantica
injertado con P. vera.

En la comunidad Natural N®1, se tomaron muestras de P. lentiscus, especie de
Pistacia , muy comun en la zona mediterranea espafiola, pero que no se
utiliza como patrén por la dificuitad de compatibilizar un patrén perenne con
un injerto de hoja caduca.

En la comunidad Natural N22, se tomaron muestras de P. terebinthus.

Las malas hierbas y plantas acompafiantes se muestrearon, cuando ello fue
posible, arrancando todo el sistema radical para su examen posterior.

Tanto el suelo como las raices recolectadas se guardaron en bolsas de
pléstico a 4°C en la oscuridad hasta su procesado.

98



Procesado del suelo

Determinacidn de [as caracteristicas fisico-quimicas

El fésforo asimilable se determiné mediante el método de Olsen-Watanabe. El
nitrégeno total se analizd mediante digestién acida de Kjedah! seguida por
destilacién. Potasio, Calcio y Magnesio se determinaron utilizando
espectrofotometria de absorcién atémica después de una extraccién con
acetato amdnico 1N. El pH se determiné en una dilucién 1:2.5 con agua
desmineralizada y la conductividad eléctrica en una dilucién 1:5

Extraccibn, aislamiento e identificacién de esporas de hongos formadores de

micorrizas V4.

Una cantidad conocida de suelo rizosférico se tamizé para separario de las
raices y posteriormente se procesé mediante el método de centrifugacién con
sacarosa.

El suelo rizosférico restante se utilizé para aislar los posibles hongos
formadores de micorrizas VA mediante el método de la planta trampa. Los
hongos aislados y reproducidos mediante este bioensayo se identificaron,
segun los criterios de Schenck y Pérez, modificados por Morton (1989).

Determinacion del nimero mds probable de propdgulos en el suelo

* Se determiné el nimero més probable de propagulos de hongos formadores
de micorrizas VA en la plantacién experimental (vivero, parcela 1, plantacién
A). Para ello se parti6 de suelo rizosférico tamizado (tamiz de 1 cm de
didmetro) que se diluy6 hasta 5 veces por factores de 10 (suelo original y
diluciones de: 10-1, 102, 10-3, 104y 105). Las diluciones se hicieron con
suelo arenoso autoclavado (2 veces en 2 dias alternos_, 120°C) ya que el
suelo original era muy arcilloso y tendia a compactarse excesivamente.
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Se escogieron contenedores de 3 cm de diametro en los que se pusieron 100
g de suelo y una plantula de trébol. A las seis semanas, se cortaron las
plantas y se examiné la totalidad del sistema radical, para determinar la
presencia o ausencia de colonizacién VA Se determiné el nimero mas
probable de propagulos utilizando la tabla Vill, del libro de Fisher y Yates
(1963).

Tincién de raices |

Las raices de las plantas acompafiantes se tifieron utilizando el método ya
mencionado (pg.75 de esta Tesis). Para tefiir las raices de Pistacia sp. se
preciso de una serie de modificaciones del método, debido a la gran cantidad
de taninos presentes.

Método de tincién de raices adaptado para Pistacia sp.

Se lavan abundantemente la raices con agua corriente.

Se sumergen las raices en KOH 10% durante 1 h a 60°C.

Se aclaran abundantemente con agua corriente.

Se vuelven a sumergir las raices en KOH al 10% durante 5 h a
temperatura ambiente.

Se aclaran abundantemente con agua corriente.

Se sumergen las raices en agua oxigenada 10 vol. durante 5 h.
Se aclaran abundantemente con agua corriente.

Se sumergen las :aices en &cido clorhidrico al 3% durante 1h.
Se vierte el acido y ,sin lavar, tefiir con azul trypan en &cido lactico al
0.5% 24 h a temperatura ambiente.

10.  Se destifie en acido lactico.

Ll

© ® N o

Se determiné la presencia o ausencia de colonizacion VA en los ejempiares
de Pistacia sp muestreados y el porcentaje de colonizacion del sistema
radical de las plantas acompanantes, recolectadas utilizando el método de la

| placa cuadriculada (Giovanetti y Mosse, 1980).
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Stntesis de la simbiosis MVA y curva af fésforo de P. vera, P.
atlantica y ‘P. terebinthus

La observacién de los efectos de la simbiosis ha de hacerse en condiciones
controladas, por lo que se procedié a intentar la sintesis de la simbiosis con
los distintos patrones: P. vera, P. atlanticay P. terebinthus, y se realizé la curva
al fésforo para evaluar la dependencia de los distintos patrones.

Germinacién de semillas

Las tres especies ensayadas tienen caracteristicas distintas en cuanto a su
morfologia que han requerido la elaboracién de protocolos especmcos para
cada una de ellas.

P. terebinthus

El terebinto es un arbol espontdneo en toda la regién mediterranea,
~ incluyendo a Espania, por lo que las semillas utilizadas fueron recolectadas de
arboles no cultivados en la zona de Prades. En el momento de la recoleccién,
en un mismo racimo de frutos, hay semillas fecundadas que aparecen de
color azul y semillas no fecundadas de color rojo. La separacién manual de
ambos tipos de semillas es tediosa, sobre todo -si ha transcurrido un ciarto
tiempo desde la recoleccion, porque los colores se van desvaneciendo. Las
semillas se separaron por densidad en el agua, las semillas vacias flotaban,
mientras que las fecundadas caian al fondo. Para permitir la imbibicién inicial
de las semillas hubo que escarificarlas, por lo que tras distintas pruebas se
elaboré el siguiente protocolo:

Se lava y raspa superficialmente el pericarpio.

Se secan las semillas.
Se sumergen en H,SO, concentrado durante 30 min.

Se lava y raspa la parte oxidada (negruzca).

Se secan las semillas.
Se sumergen de nuevo en HySO, concentrado durante 30 min.

Se lava y raspa la parte oxidada.

No o »sMODND =
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Para favorecer la germinacién sincronizada de las semillas se realizé un

tratamiento con giberelinas (200 ppm de GAg). Las semillas se dejaron en la
solucion acuosa de GAg durante 24 h.

Las semillas se dispusieron en bandejas de suelo arenoso autoclavado
(120°C, 1h, 2 dias alternativos) que se situaron en invernadero con
temperatura controlada de 25¢C.

P. atlantica ’

Las semillas de P. atlantica se obtuvieron de la Dra Maria Herrero del servicio
de Investigacion Agraria de la Comunidad Auténoma de Arégén. Estas
semillas son muy parecidas a las de P. terebinthus. Tenian el pericarpio ya
eliminado por lo que se obviaron los pasos 1y 2, y al tener la pared del
endocarpio més fina, se redujo la escarificacién a un solo tratamiento de 30
min con H,SO, concentrado. Los semilleros se dispusieron igual que para P.
terebinthus.

P. vera

Las semillas de P. vera fueron suministradas por el Sr. Francisco Vargas de la
Unidad de Fruticultura Mediterranea del Centro de Mas Bové (IRTA). Estas
semillas son extraordinariamente distintas de las de P. atlanticay P.
terebinthus . Al tener la cascara abierta no precisan de escarificacion previa
por lo que se lavaron y se sometieron al mismo proceso de imbibicién, ya
citado, con una solucién acuosa de 200 ppm de GAgz. Seguidamente para
evitar problemas flingicos en el proceso de germinacion se trataron con una

solucién acuosa de 32 gl ~! de oxicloruro de cobre antes de disponerlas en

semilleros de 'porexpan' de 20 cm de profundidad en un sustrato de perlita:
vermiculita (1:1) que también se mantuvo en invernadero a 25°C.

Inoculacion

Una vez obtenidas las plantulas de cada una de las especies, éstas se
inocularon con Glomus mosseae (cepa procedente de Rothamsted),
mediante el uso de un inéculo consistente en una mezcla homogenizada de
suelo y raices de varias plantas procedentes de la coleccién que se mantiene
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en IRTA. El NMP de este inéculo compuesto se habia valorado con
anterioridad, y era equivalente a 2.96 propagulos por gramo. Se utilizaron 5 g
de inéculo que se dispusieron en capa debajo de las raices de cada una de
las plantylas. El sustrato utilizado fue suelo arenoso autoclavado y el tamafio
del contenedor 11 de capacidad. A las plantas no inoculadas se les agregé6 un
filtrado del indculo. Este filtrado se realiz6 dejando en agitacién durante una
hora 10 g del indculo utilizado en un litro de agua y filtrando luego esta
solucién a través de papel Whatman n%41. A las plantulas de P. verase les
separaron sus cotiledones en el momento de la inoculacién, para restringir la
utilizacién de material de reserva que podia interferir con el efecto de las MVA.
Las plantulas de todas las especies se seleccionaron lo més homogéneas
posible. '

Stntesis de [a simbiosis

Para P. vera se utilizaron 18 plantas por tratamiento (inocu'lado/no inoculado)
y 10 por tratamiento en las otras dos especies. Las plantas se dispusieron, al
_azar, en dos banquetas de un invernadero, sin calefaccién ni luz artificial y se
recolectaron a los 4 meses (Marzo-Junio). Se determinaron el peso seco de la
parte aérea, el peso seco de la raiz y su colonizacién interna para cada una
de las plantas cosechadas.
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Curvas al fosforo

La germinacion de semillas se llevé a cabo mediante los protocolos descritos
anteriormente. El sustrato utilizeo fue suelo arenoso autoclavado con una
baja concentracion de fésforo (5 ppm), al que se le adicioné la cantidad de
fésforo adecuada, en forma de KH,PO, en las concentraciones siguientes:
100, 200 y 400 ppm. Una vez adicionada la sal, se dej6é estabilizar el suelo
cerrado en una bolsa de plastico en el invernadero. El indculo utilizado fue el
mismo que en el ensayo anterior, inoculdndose las plantas en el momento del
trasplante. Las plantas se recolectaron a los ocho meses, (Marzo-Octubre)
determinandose: peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz y
colonizacién interna.
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2.3. Resultados y discusion

Muestreo

Las caracteristicas quimicas de los suelos muestreados se resumen en la
Tabla 1. En ninguno de los suslos se encontraron esporas maduras de
hongos formadores de micorrizas VA, aunque se observaron agregados de
micelio y pequefias esporas trasliicidas de dificil clasificacién.

El porcentaje de colonizacién interna de las plantas acompafiantes no se
~ presenta, ya que la mayoria de esas plantas acompafantes recolectadas de
las distintas plantaciones muestreadas no presentaban la simbiosis. Las
parcelas 1,2 y 3 de la plantacién A, que corresponden a zonas de vivero,
tienen el porcentaje mas bajo de plantas acompafiantes micorrizadas. El
porcéntaje de arboles micorrizados que presentan la simbiosis aumenta con
la edad del vivero/plantacion desde 30%, en el vivero recién establecido,
hasta un 75%, en la plantacién de 4 afios (Tabla 2).

En la plantacién B y en los sistemas naturales examinados todos los arboles
muestreados presentaban la simbiosis. Aunque los niveles de fésforo son
bajos en todos los lugares muestreados,las practicas de cultivo empleadas en-
la plantacion experimental, con tratamiento de herbicidas regulares, perjudica
el establecimiento de la micorrizacién. Corroborando estos resultados, la
determinacién del NMP de la parcela de vivero recién establecido dio niveles
bajos (0.02 propéagulos por g de suelo) que explican el bajo nimero de
arboles micorrizados.

En la Tabla 3 se recoge el porcentaje de arboles micorrizados de cada
especie. Los arboles nativos son los que presentan un mayor porcentaje de
micorrizacién, hecho que puede ser debido a una baja infectividad de los
campos cultivados, pero no se puede descartar una menor receptividad a la

colonizacién VA de las especies introducidas.
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Comunidad

Caracteristicas Plantacién A Plantacién A Plantacion A Plantacién A Plantacion B Comunidad
determinadas vivero 1 afio  vivero 2 afios recien establecida 4 afios natural 1 - natural 2
pH (1:2.5) 7.8 7.9 77 8.0 8.4 7.8 8.0
C.E. (1:5) dS/m 0.24 0.17 0.36 0.19 0.19 - 0.15
mat. org. oxidable (%) 214 2.27 1.67 1.02 1.87 - 3.8
N Kjedahl (%) 0.114 0.148 0.145 0.097 0.116 - 0.166
. relacién C/N (%) 10.91 8.92 6.70 6.11 9.37 - 13.31
3 carbonatos totales (%) 7.67 34.47 15.38 24.54 41.62 - 41.12
caliza activa (%) 1.48 5.71 3.41 3.39 8.36 - 6.39
fésforo Olsen (ppm) 2 5 3 3 4 - 3
potassio (ppm) 164 380 373 202 504 | - 405
magnesio (meq/100g) 2.71 1.29 3 1.97 6.76 - 6.59
calcio (meg/100g) 44.12 46.12 47.95 45.11 49.95 - 42.13

Tabla 1 :Caracteristicas quimicas de los suelos muestreados



Tabla 2 : Patrones de Pistachero y plantas acompafiantes con colonizacién MVA en
relacién con la localidad muestreada

Localidades N¢ érboles % arboles Plantas Plantas

muestreadas muestreados con MVA  acompafantes acompafiantes
muestreadas con MVA

Plantacién A:

vivero 1ano 4 50 6 1

vivero 2 afios 6 50 4 1

plantacién recien establecida 7 30 8 1

plantacién 4 afios 8 75 4 3

Plantacién B 6 100 5 4

Comunidades naturales 182 6 ' 100 5 5

Tabla 3 : Colonizacién VA en los distintos patrones de pistachero

muestreados '

Patrén N2 arboles % arboles Localidades

muestreados con MVA muestreadas
P. atlantica 14 64 1,3,4,5
P. palestina 7 43 2,3,4
P. vera 6 50 2,3,4
P. terebinthus 7 86 3,4,7
P. lentiscus 3 100 6,
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Aislamiento de hongos

El aislamiento de hongos_ realizado y la posterior purificacién y multiplicacién
han dada como resultado la identificacién de 6 aislados.

Aislado 1 (Fig. 1)

Recuperado de la plantacién A, de la parcela de plantacién de 4 afios,
asociado a P. vera.

Esporas pedunculadas pertenecientes al género Glomus. Tamafic de 100-180
um. Color amarillo claro. Forma globosa a ovalada. Forman agregados y se
encuentran Gnicamente en el interior de raices."

Presentan una membrana hialina evanescente externa en la que existe una
capa mucilaginosa que reacciona; tomando una coloracién rojiza, con el
reactivo de Metzler y dos capas laminadas de color amarillo, la interior mas
oscura que la exterior. Las tres paredes forman parte de un mismo grupo'ya
"que quedan unidas al romper la espora. Pedlnculo tubiforme caracteristico.

Identificacidon: Glomus intraradices Schenck & Smith

Esta especie también se ha aislado de la zona del Delta del Ebro, lo cual
concuerda con su amplia distribuciéon ya sefalada por Schenck y Smith

(1982).
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Figura 1: Espora tipo 1 Glomus intraradices

a) Esporas en Metzler

b) Murograma

Glomus intraradices
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Aislado 2 (Fig. 2)

Recuperado en la plantacién A de la parcela de vivero de 2 afios. Esporas
globosas de tamafio caracteristicamente distribuido de forma bimodal (60-100
um) y (200-300 um). Color amarillo claro, muy vacuoladas con vacuolas

irregulares. Solas, formando agregados miceliares o esporocarpos.
Pedunculo caracteristico en forma de embudo.

La estructura de la pared consta de una membrana externa hialina
evanescente que, en las esporas jévenes, aparece como una membrana
unitaria y de una pared laminada de color amarillo.

Identificacion Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe.

Especie de amplia distribucion también aislada de la zona del Delta.
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2 Glomus mosseae

Espora tipo

Figura 2

a) Espora en PVLG

b) Murograma

G. mosseae
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Aislado 3 (Fig. 3)

Recuperado en la plantacién A de la parcela de plantacion establecida de 4
afos. :

Esporas pedunculadas, pertenecientes al género Glomus, no forma
esporocarpos ni agregados miceliares, tamafioc medio 100 pum, color marrén
rojizo brillante, forma de globosa a ovalada, pedtnculo caracteristico con
ligera forma de embudo en el que se prolonga el engrosamiento de las
paredes celulares de la espora. La estructura de la pared consta de una
membrana externa evanescente, una pared laminada y una pared
membranosa.

Identificacidn: Glomus geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker

Esta especie se ha formado por escision de Glomus macrocarpum cuya
variedad geosporum se considero lo suficientemente distinta para convertirse
en una nueva especie (Walker, 1982)
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Figura 3: Espora tipo 3 Glomus geosporum -

a) Espora en agua

b) Murograma :

G. geosporum
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Aislado 4

Recuperado en la plantacion B. Practicamente idéntico al aislado 2. Se
considera como otro edafotipo (Bethlenfalvvay et al., 1989) de Glomus
mosseae: (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe.

Aislado 5 (Fig. 4)

Recuperado en la plantacién B. Esporas irregulares, de globosas a
subglobosas y ovoides. Tamafic de 100 a 120 um. Color amarillo oscuro-
marrén. Localizadas siempre en el interior de raices. La estructura de la pared
comporta una pared hialina evanescente, otra pared hialina evanescente que
con una capa mucilaginosa que reacciona con el reactivo de Metzler, dando
un color rojizo oscuro, mas una o dos paredes laminadas, dificilmente
separables. -

Identificacién presuntiva: Glomus intraradices Schenck & Smith

En este aislado no se logran distinguir claramente las dos paredes laminadas
tipicas de esta especie, sin embargo los otros hongos con una estructura de
pared similar (G. constrictum, G. etunicatum y G. mosseae ) no coinciden con
las otras caracteristicas descritas tales como el tamafo y la forma del
pedtinculo. '
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Figura 4: Equra tipo & Glomus intraradices

a) Espora en Metzler

b) Murograma |

M+

G. intraradices
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Aislado 6 (Fig. 5)

Recuperado de la comunidad natural n® 1, asociado a P. lentiscus. Las
esporas.son pedunculadas, del género Glomus, formando agregados
miceliares no contenidos en peridio. Forma globosa, tamafio pequefio de 70 a
100 pum de didmetro. La estructura de la pared se caracteriza por una pared
laminada, muy gruesa, que en el exterior esta limitada por una membrana
unitaria y en el interior por una pared membranosa. El contenido de la espora
esté ocluido por un poro que permanece abierto en las esporas jovenes.

Identificacién: Glomus fasciculatum (Thaxter) Gerdemann & Trappe emend.
Walker & Koske.

Glomus fasciculatum es una especie cuyo holotipo y descripcién inicial han
generado muchas confusiones (Walker y Koske, 1987), observandose que el
concepto de Glomus fasciculatum sensu lato en realidad incluia otras
especies: G. deserticola, G aggregatum y G. hoi.

Walker y Koske han redescrito Glomus fasciculatum sensu stricto teniendo en
cuenta las caracteristicas de estructura de la pared, que son prioritarias en la
taxonomia actual de estos hongos. Las caracteristicas de nuestro aislado
coinciden, exactamente, con la descripcién de Walker y Koske (1987).
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Figura 5: Espora tipo 6 Glomus fasciculatum '

a) Agregado de esporas en PVLG

b) Murograma

G. fasciculatum
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Sintesis de la simbiosis

Para determinar si las diferencias entre porcentajes de arboles micorrizados
de las distintas especies muestreadas, eran intrinsecas o extrinsecas se,
llevaron a cabo los ensayos de sintesis de la simbiosis en invernad;ro
comparando una planta autéctona, P. terebinthus, con dos especies:
introducidas, P. atlanticay P. vera Los resultados de peso seco de la parte

aérea y de porcentaje de infeccién se recogen en la Fig. 6 y en la Tabla 4
respectivamente. '
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Tabla 4 :Colonizacién VA en los distintos patrones de

pistachero obtenida en la sintesis de la simbiosis
con Glomus mosseae en invernadero

Patrén " Porcentaje de
colonizacién

P. vera 5317

P. atlantica 395

P. terebinthus 39 +10
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Curvas al fosforo

La determinacion del efecto del fésforo en la simbiosis se recoge en la Fig. 7,
gy9enlaTablab.

A los 8 meses ninguna planta del tratamiento sin P de P. terebinthus no
inoculada habia sobrevivido. En este tratamiento, las plantas de P. vera y P.
atlantica inoculadas presentan un crecimiento muy superior a las no
inoculadas.

A partir del primer nivel de fésforo ensayado (100 ppm), el crecimiento de los
patrones no presenta diferencias significativas entre plantas inoculadas y no
inoculadas, observandose que, al aumentar la concentracién de P disminuye
el numero de plantas inoculadas que, efectivamente, desarrollan la simbjosis.
Al nivel maximo de P ensayado (800 ppm), P. terebinthus y P. atlantica
alcanzan un 100% de plantas inoculadas que no desarrollan la simbiosis y P.
vera llega hasta un 63%.

"De todo ello, podemos destacar que P. terebinthus es un patrén cuyo
crecimiento estd muy ligado a su nutricién en P, ya que, si ésta es deficiente
necesita de la presencia obligada de la simbiosis para prosperar.

Un caso semejante ocurre con P. atlantica Fig. 8 (a y b), ambos patrones son
extraordinariamente dependientes de las micorrizas a bajas concentraciones
de P, sin embargo, al incrementarse estos niveles la planta no permite el
establecimiento del hongo. Llegando a 400 ppm de P la colonizacién VA es,

practicamente nula, en estos dos patrones.

En el caso de P. vera, Fig. 9 (a y b) la dependencia micorricica no es tan
elevada a niveles bajos de P. Al aumentar los niveles del nutriente tampoco se
observan diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas
pero, a diferencia de P. terebinthusy P. atlantica , 1a planta aun permite el

| establecimiento del hongo a niveles altos de P.

121



Tabla 5 : Efecto del abonado en P en la colonizacién VA.

Porcentaje de plantas inoculadas que no presentan la
simbiosis a los 8 meses de cultivo.

Dosisde P P. terebinthus P. vera P. atlantica

(Ppm)

0 0 0 13
100 25 0 38
400 75 43 100
800 100 63 100
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De las curvas de fosforo se puede establecer que, P. atlanticase asemeja, en
su respuesta, a la gran mayoria de plantas cultivadas estudiadas, en que el
efecto de la simbiosis se va diluyendo a medida que aumenta la
concentrgcion de P, y la planta es cada vez menos receptiva al hongo.

P. terebinthus tiene, sin embargo, una reaccién peculiar ya que la simbiosis
parece ser esencial en condiciones de precariedad de P, aunque a partir de la
primera dosis de P se llega al nivel de saturacién y la planta no permite el
establecimiento del hongo. Esta reaccién parece indicar que la utilizacién de
P. terebinthus como patrén puede venir muy condicionada por la simbiosis y/o
por un buen nivel de abonado.

P. vera tiene una curva tradicional para los arboles que no han sido
inoculados, sin embargo para los no micorrizados, tiene un punto de inflexién
en el nivel 2 de P (200 ppm) que corresponde a una disminucién en el
crecimiento respecto al alcanzado en el nivel anterior, este hecho indica un
efecto negativo de la simbiosis en condiciones de elevada nutricion
fosforada,. En el nivel 3 (400 ppm de P) tan solo 47% de las plantas
inoculadas ha establecido la simbiosis y obviamente el crecimiento de plantas
inoculadas y no inoculadas es muy similar, observandose una mayor
desviaci6n tipica en la respuesta de las plantas inoculadas, debida a que la
colonizacién no es homogénea.

Las diferencias de comportamiento entre los tres patrones ensayados indican
que, en el momento de establecer una plantacién, uno de los factores que ha
de evaluarse es el contenido en P del suelo, para determinar el tipo de patrén
y la conveniencia de la inoculacion con hongos formadores de micorrizas.
Como se observa en los resultados de los analisis de los suelos de las
plantaciones de pistachero muestreadas (Tabla 1), ias concentraciones de P
son muy bajas, por lo que la conveniencia de la inoculacién en estas
condiciones es evidente, sin embargo, si el cultivo .del pistachero se
extendiera y se adoptara un modelo mas inte'nsivo,. semejante al de arboles
frutales, entonces la inoculacién podria no ser necesaria.
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Capitulo 3

Efecto de [a presion osmotica en la fase de
germinacion y crecimiento inicial de micelio de

dos aislados de Glomus mosseae
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3.1 Introduccion

Los pocos estudios realizados sobre la interaccién micorrizas VA-salinidad en
el desarrollo de las plantas en condiciones de salinidad, han generado
resultados muy variables. Esta variacién, se ha atribuido a un comportamiento
diferencial entre las distintas cepas de hongos utilizados, habiéndose
sugerido que los hongos aislados de zonas salinas en estas condiciones son
mas efectivos.

Uno de los primeros procesos que se han de analizar, para valorar la
existencia de diferencias en el comportamiento de distintos hongos frente a la
salinidad, es su germinacién. La germinacién de hongos VA ha sido
extensamente estudiada (Hepper, 1979) (Azcén de Aguilar et al., 1991) sin
embargo, el efecto del NaCl ha sido poco estudiado, ya que los trabajos
realizados tenian, como objetivo, la investigacion de factores que favorecieran
la germinacién y crecimiento de micelio. Hirrel (1981) valoré los efectos de
distintas sales sobre la germinacién de Gigaspora margarita, diferenciando los
efectos toxicos de algunos iones del efecto de sus sales.

En el presente trabajo se propone el estudic en un primer tiempo del efecto
del NaCl y de otro soluto no i6nico (manitol) sobre la germinacién de G.
mosseae , para distinguir la existencia de un efecto téxico de los iones del
efecto puramente osmético de la sal. Dado que se encontraron efectos
diferenciales, en una segunda fase se valoran dichas respuestas diferentes a
la sal (NaCl) y al soluto no i6nico (manitol). Se utilizaron dos aislados de G.
mosseae, uno de ellos corresponde al aislado tipo 1 del Delta del Ebro.
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3.2. Materiales y métodos

Cultivo de los hongos

A fin de minimizar las posibles diferencias poblacionales, debidas al sustrato
de cultivo, los dos aislados empleados en estos ensayos se multiplicaron de la
misma forma. Se inocularon tréboles con esporas de cada uno de los
aislados. Una vez comprobada la colonizacién, se utilizaron las raices de
estos tréboles para inocular plantulas de cebolla. A los seis meses se
cuantificd el nimero de esporas y esporocarpos por planta. Para cada uno de
los hongos se seleccion6é una sola planta hospedadora como fuente de
esporas. Esta planta se cort6 y el suelo rizosférico se guardé en una bolsa de
plastico a 4°C.

Obtencion de esporas

Las esporas se obtuvieron a partir de esporocarpos diseccionados bajo lupa
binocular, procurdndo que su tamafio y aspecto fuera lo mas homogéneo
posible. Los esporocarpos se extrajeron mediante tamizado humedo del suelo
rizosférico seleccionado.

Preparacion de las soluciones de NaCl y manitol

Para valorar la existencia de diferencias entre las respuestas a NaCl y a
Manitol en la germinacién de esporas, las soluciones utilizadas de ambos
compuestos tenian que tener una presion osmética equivalente.

Se fijaron previamente las soluciones de NaCl que se iban a estudiar y que
fueron: 1, 2, 4, 6 y 8 g de NaCl por litro de agua destilada. Para obtener la
concentracién equiparable de manitol se calculé el peso de este compuesto
que produciria una variacién equivalente de una propiedad coligativa
(Casadio,1979), que resultd ser :

1g NaCl=5.63 g de manitol
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Este valor tedrico se comprobd midiendo el potencial osmético de las distintas
soluciones mediante un osmdmetro termoeléctrico Wescor 5100C. En la Tabla
1 se consignan las presiones osmdticas (x) obtenidas para cada
concentracién de soluto utilizada asi como la conductividad eléctrica a 25°C.

130



———

Concentracién' Rrgsién C.E Concentracion Presion C.E.
de NaCl (g/l) osmética (MPa) (dS/m) de Manitol (g/l) osmética (MPa) (dS/m)

0 -0.058 0.051

) -0.148 2044 = 563 -0.138 0.0372
2 -0.221 3.775 11.26 -0.206 0.0316
4 -0.350 6.559 22.52 -0.362 0.0327
6 -0.522 9.689 33.78 -0.532 0.0326
8 -0.651 12.163 45.04 -0.639 0.0371

Tabla1: Concentracién, presién osmética y conductividad eléctrica de las
soluciones de NaCl y Manitol utilizadas en los ensayos de
germinacion de esporas.
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Metodologia general de los ensayos en condiciones axénicas

Los ensayos se efectuaron in vitro en condiciones asépticas. Ademas de la
germinacion se estudiaron el crecimiento de micelio y la recuperacién del
potencial germinativo de las esporas de G. mosseae después de los
tratamientos.

Desinfeccién de esporas (Fig. 1)

Las esporas una vez limpias, se colocaron sobre un filtro de membrana
Millipore de 8 um de poro. Este filtro se incluyé en una unidad Sterilet® de
Millipore. La solucién desinfectante se vertié sobre las esporas a través de un
fitro de nitrocelulosa de Millipore de 0.45 um incluido en una unidad filtrante
de acero inoxidable esterilizada (120°C, 20 min).

Solucidn desinfectante (adaptada de Mosse, 1962)

Cloramina T 2¢
Estreptomicina base 30 mg
H20 destilada estéril 100 mi

Las esporas se mantuvieron en esta solucién durante periodo de 15 min,
pasado el cual, se sometieron a un lavado continuo con agua destilada estéril
durante 10 min mas.

132



i , 1) Solucién desinfectante
| 2) Agua destilada

b

e

_E — “}—— Filtro 0,45 p
'/-- S —— — g =" ---\‘
- - - — A

=

Tre——— —r— 71—

N o Membrana
I con esporas
N — "
Vacio
‘\ e

Figura 1 : Esquema del montaje para la desinfeccién de esporas
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Preparacion de los medios

Se afadieron las cantidades necesarias para los distintos tratamientos, ya
calculadas con anterioridad, (Tabla 1) a 100 ml de agua destilada. El pH de
cada una de las botellas se ajust6 7.0 + 0.1 con NaOH 0.01N. Posteriormente
se adicioné 1 g de Agar Difco® y luego se autoclavé (120°C, 15 min). Las
placas se prepararon en cabina de flujo, utilizandose placas desechables de 9
cm de didmetro. Las placas se prepararon con dos dias de antelacién a la
siembra de esporas, para permitir un buen asentamiento y controlar posibles
contaminaciones ambientales.

Las esporas, una vez desinfectadas, se transfirieron a las placas, mediante
pinzas de relojero y/o pipeta Pasteur, a razén de 6 esporas por placa. Se
utilizaron 3 placas por tratamiento. El experimento completo se repitio 5 veces.

Incubacién y toma de resultados

Las placas de agar con esporas se incubaron a 25 ¢C en la oscuridad. A los 3,
6, 14 y 21 dias se observaron bajo lupa binocular anotédndose el n? de esporas
germinadas.

Andlisis estadistico

Debido a las caracteristicas no paramétricas de los datos, se utilizaron tablas
de contingencia para el analisis de los resultados. En primer lugar, se
comprobé la homogeneidad de los datos obtenidos en los distintos lotes. Una
vez comprobada, el nimero de esporas totales era suficiente para suponer
una aproximacién a una distribucién normal mediante las correcciones
adecuadas. La correccién utilizada en este caso fue el arcoseno del
porcentaje de germinacién. Se utilizé un ANOVA con p = 0.05 y el test de
comparaciones multiples de Tuckey para valorar diferencias entre
tratamientos. Ademds, se combind la regresion lineal con el test ANOVA, para
determinar si la germinacién estaba influida de igual forma por la presién
osmética debida a los distintos solutos empleados. '
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Experimento n® 1: Efecto del NaCl y del manitol sobre (a germinacién de G .

mossede en condiciones axénicas

La evaluacion de la existencia de diferencias entre los efectos de NaCl (soluto

i6nico) y de Manitol (soluto no idnico), se realizé utilizando esporas de G.
mosseae procedentes de Rothamsted (Inglaterra).

Experimento n* 2: Efecto del NaCl y del manitol en ef crecimiento inicial de G.

mosseae en condiciones axénicas

Al finalizar el ensayo de germinacion en placa (experimento n® 1), las placas
se tifieron con azul tripan al 0.05% en Acido I4ctico y se evalué, con la ayuda
de una cuadricula de 50 um x 50 um, el crecimiento del micelio, a partir del
tubo germinativo, clasificandose las esporas en 4 categorfas:

crecimiento practicamente nulo
crecimiento escaso
crecimiento moderado
crecimiento extenso
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Experimento n’ 3: Efecto de dosis méxima de NaCl y manitol en [a recuperacion del

potencial germinativo de las esporas de G. mosseae en condiciones axénicas

Un lote de esporas de G. mosseae, aislado N (Rothamsted) recién extraidas
de una planta ‘stock’, se desinfectaron y se distribuyeron entre cuatro
tratamientos a razén de 60 esporas por tratamiento.

Los tratamientos fueron:
a. Incubacién inmediata en agar-agua al 1%

b. Incubacién retardada en agar-agua al 1%, después de la
permanencia de las placas a 4°C en nevera durante una
semana.

¢. Transferencia e incubacién de las esporas en agar-agua
al 1% después de su incubacién en agar-NaCl al 8%
durante una semana.

d. Transferencia e incubacion de las esporas en agar-agua
al 1% después de su incubacién en agar-manitol al 45%
durante una semana.
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Metodologia general de los ensayos de germinacion de esporas en

medio no estéril

Para determinar el efecto de NaCl y del manitol en la germinacién de dos
aislados de G. mosseae se utilizé6 un método que no requiere la esterilizacién
del medio y que por lo tanto puede extrapolarse més faciimente a lo que
sucederia en condiciones de campo. El método utilizado es una adaptacién
de la metodologia de Hepper (1979) y van Nuffelen y Schenck (1984).

Una vez obtenidasde 25 a 30 esporas, éstas se depositan entre dos filtros de
nitrocelulosa de 8 um de poro Millipore® que se mantiene fijos entre marcos
de diapositiva (Fig. 2). Esta unidades, que se denominaran ‘Unidades
Hepper', se incubaron en una placa de petri, llena de vermiculita humedecida
con las distintas soluciones de NaCl y de manitol empleadas en cada
experimento. La cabida de cada caja se calcul6 previamente y resulté ser de 7
g de vermiculita (grado 3) seca + 30 ml de solucién. Las placas, una vez
selladas con parafilm, se mantuvieron a 25°C en ausencia de luz durante el
tiempo preestablecida en cada experimento. Una vez concluido este tiempo
las ‘Unidades Hepper' se extrajeron de la vermiculita y tifieron con azul tripan
0.05% en &acido lactico durante 15 min. Seguidamente se abrieron las
unidades y se cuantificé a la lupa binocular el nUmero de esporas germinadas
y el nimero de 'esporas secundarias’ producidas por espora germinada.
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Figura 2 : Montaje de las '‘Unidades Hepper'
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Experimento n* 4: Comparacion entre la germinacion de esporas de G. mosseae en

medio axenico y en “Unidades Hepper'.

Se obtuvieron 200 esporas de G. mosseae (aislado N, Rothamsted), a partir
de esporocarpos recogidos de una misma planta hospedadora y mantenidos
a 4°C durante 6 meses. Se distribuyeron 100 esporas desinfectadas en 10
placas de agar-agua al 1%, otras 100 esporas se distribuyeron en 4 ‘Unidades
Hepper' que se incubaron en placas petri, llenas de vermiculita humedecida
con agua destilada. Los porcentajes de germinacién, obtenidos en ambos
sistemas, a los 21 dias de incubacién a 259C, en ausencia de luz, se
compararon mediante una tabla de contingencia.

Experimento n' 5: Efecto del NaCl y del manitol en la germinacién de dos aislados

de G. mosseae

Este experimento se disefid para estudiar la existencia de respuestas
diferentes, tanto a la sal (NaCl), como al soluto no iénico, por parte de dos
aislados, de una misma especie de hongo, formador de micorrizas de amplia
distribucién: G. mosseae.

Los dos aislados procedian de ambientes muy distintos. El aislado N, un
hongo de coleccién que procede de Rothamsted, de un suelo de pH = 6.8 y
una climatologia himeda con temperaturas moderadas. El aislado S, procede
de uno de los aislamientos efectuados en el Delta del Ebro, a partir de un
suelo de pH algo mas elevado (7.2), con condiciones ambientales de

salinidad y elevadas temperaturas.

Tal y como se ha especificado en la descripcién de la metodologia general,
afin de minimizar las diferencias poblacionales entre ambos hongos, éstos se
cultivaron durante, al menos, un ciclo entero en las mismas condiciones

ambientales.

Los tratamientos efectuados son los consignados en la Tabla.1. Cada
tratamiento conté con 3 ‘Unidades Hepper' que se dejaron incubar 21 dias a
25 °C selladas con ‘parafilm’ y en la oscuridad.
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Los resultados obtenidos, previa comprobacién de su homogeneidad
mediante una tabla de contingencia, se aproximaron a una distribucion
normal, utilizando la correccién arcoseno y se analizaron mediante test
ANOVA, con comparaciones mdltiples de Tuckey y un analisis de regresién
combinado con el test ANOVA.

Experimento n* 6: Efecto del NaCl y del manitol en el crecimiento de micelio de dos

aislados de G. mosseae

Los aislados utilizados son los mismos que en el experimento anterior: aislado
Ny aislado S.

En un primer tiempo se prepararon 36 ‘Unidades Hepper' cada una con 25 a
30 esporas, para cada uno de los aislados.

Esta unidades se dejaron incubar, durante una semana, a 252C en vermiculita
humedecida con agua destilada. Pasado este tiempo, 3 ‘Unidades Hepper'
por aislado, se extrajeron y tifieron para medir el porcentaje de germinacién y
el nimero de ‘esporas secundarias’ por espora germinada. A este tratamiento
se le designé como control 1.

El resto de las ‘Unidades Hepper’, se extrajeron de la vermiculita humedecida
con agua destilada y se distribuyeron entre los mismos tratamientos del
experimento n? 5 a razén de tres 'Unidades Hepper' por tratamiento.

Las unidades se incubaron 2 semanas mas, se extrajeron, tifieron y se
cuantificé el porcentaje de germinacién y el nimero de ‘esporas secundarias’
por espora germinada. Este se comparé con el obtenido en el control 1y en el
control 2, infiriéndose el efecto de los tratamientos sobre la produccién de
esporas secundarias por esporas pregerminadas. El analisis estadistico fue
idéntico al utilizado en el experimento n? 5.

140



3.3. Resultados

Ensayos en condiciones axénicas

Experimento n'l: Efecto de NaCl y de manitol sobre la germinacién de G. mosseae

en condiciones axénicas (Fig. 3 y 4)

El porcentaje de germinacién entre los distintos lotes no diferia

significativamente mediante la prueba y2, de forma que se agruparon los
resultados para cada tratamiento.

En los ensayos con sal (NaCl) se observé la existencia de una meseta, en la
cual no habian diferencias significativas con el control (Fig.3). Esta meseta
llega hasta el valor de -0.350 MPa, en el que el porcentaje de germinacion
disminuye drasticamente a menos de un 40% de su valor inicial y sigue
disminuyendo linealmente para valores sucesivos. En los ensayos con manitol
(Fig.4), por el contrario, el porcentaje de germinacién sigue una funcién
polinédmica de grado 2, respecto al potencial osmético en MPa con R=1.00,
aunque no se observen diferencias significativas hasta el valor -0.206 MPa.
Estas diferencias indican que, a valores bajos y medios, existe un mayor
efecto del potencial osmético causado por un soluto no idnico, como el
manitol, frente a valores equivalentes debidos a una sal iénica como el NaCl.

141



100 1
S 804
(3] o
g: 60-
o, 404
2 ]
20+ =
0 T T v r r T . T ' T
C 0.148 0.221 0.350 0.522 0.651
n NaCl (-MPa)
Figura 3 : Efecto de concentraciones crecientes de NaCi en la
germinacion de Glomus mosseae (aislado N) en
condiciones axénicas.
100 -
5 80+
8 L
£ 601
E 4
O 40 -
" .
o~ 20 A \I\$
0 ¥ T T ¥ T b ll v w9
C 0,138 0,206 0,362 0,532 0,639
| « Mtol (-MPa)

Figura 4 : Efecto de concentraciones crecientes de manitol en la
germinacién de Glomus mosseae (aislado N) en

condiciones axénicas.
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Experimento n' 2: Efecto del NaCl y del manitol sobre el crecimiento inicial de G.

mosseac en condiciones axénicas (Tabla 2)

El crecimiento del micelio inicial, a partir del tubo germinativo, estuvo més
afectado que la germinacién de esporas por la presién osmdtica. Los
tratamientos de -0.148 (1 g/l NaCl) y -0.138 MPa (5.63 g/l manitol) redujeron
significativamente el porcentaje de esporas con crecimiento extenso de
micelic mientras que estos tratamientos no afectaron a la germinacién. A partir
del segundo nivel de presiones osméticas ensayadas, el niimero de esporas
en las categorias con mayor crecimiento, estd mas reducido en los
tratamientos con manitol, que en aquellos con presiones osméticas
equivalentes debidas a NaCl.
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Tratamiento n (MPa) % de esporas con % de esporas con % de esporas con % de esporas con
crecimiento nulo  crecimiento escaso crecimiento moderado crecimiento extenso

Control -0.036 4 19 33 4

1g NaCl/l -0.116 23 51 19 3

5.63g Mtol/l -0.129 20 59 16 7

2g Nacl/l -0.202 33 41 14 5

11.26g Mtol/| -0.211 54 37 10 12

4g NaCl/l -0.347 71 17 8 0

22.52g Mtol/l -0.364 94 6 0 4

6g NaCl/l -0.510 73 27 0 0

33.78g Mtol/l -0.518 75 25 0 0

Tabla 2 : Efecto de NaCl y de Manitol en el crecimiento de micelio inicial a partir del tubo germmatlvo
en condiciones axénicas.



Experimento n* 3: ‘Efecto de dosis méxima de NaCl y manitol en [a recuperacion del

potencial germinativo de las esporas de G. mosseae en condiciones axénicas (Fig. 5)

Ni en eltratamiento de frio, ni en el de choque osmético extremo, iénico y no
i6nico, se observé germinacion de las esporas. En el momento en que se
eliminé el factor inhibidor (frio, manitol, NaCl) las esporas iniciaron su
germinacion.

En el caso del frio y del manitol, estos tratamientos no dejaron secuelas en la
germinacién posterior. Sin embargo, las esporas tratadas con NaCl no
recuperaron su nivel de germinacion inicial.

Las esporas que no sufrieron tratamiento alguno, alcanzaron a los 21 dias
porcentajes de germinacion, ligeramente superiores, a los de los tratamientos
con frio y manitol.

Al analizar la curva de germinacion se observa que las esporas no tratadas,
siguen una evolucién lineal con el tiempo, mientras que las esporas que han
sufrido un tratamiento de choque, tienden a una evolucién de tipo exponencial
que llega a un maximo entre los diez y doce dias.

Los tratamientos de choque aunque, tienden a disminuir el porcentaje de
germinacion, tienen un efecto sincronizador de la misma ya que, por ejemplo,
a los 7 dias de iniciarse los tratamientos, el porcentaje de esporas germinadas
provenientes del tratamiento con sal, era superior al de las no tratadas,
aunque al final del ensayo la relacién era a la inversa.

145



Germinacion

80 °

70rF
60 |
. .directa
50 -« frio
i ~# NaCl
- manitol
40 F
30F
20 . ] " [ " b |
0 10 20 30
Tiempo (dias)

Figura 5 : Efecto de dosis maxima de NaCl, manitol y tratamiento en
frio en la recuperacién del potencial germinativo de esporas
de Glomus mosseae . (Aislado N).
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Experimento n* 4: Comparacién entre [a germinacién de esporas de G. mosseae en

medio axénico y en unidades Hepper

La germinacion en medio axénico fue de un 87% y en medio no estéril, en
‘Unidades Hepper' de un 84%. No hay, por lo tanto, diferencias significativas
entre ambos tratamiento;. Distintos autores (Calvet,1989), han observado un
incremento de la germinacién de las esporas de especies de Glomus en
presencia de microorganismos contaminantes, mientras que otros, han
determinado una disminucién de la germinacion debida a fendmenos de
fungistasis e hiperparasitismo (Calvet,1989) (Sylvia y Schenck,1983). En éste
caso, la germinacion es muy elevada y permanece inalterada en condiciones
no axénicas.
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Ensayos de germinacion de esporas en medio no estéril

Experimento n* 5: Efecto del NaCl y del manitol sobre la germinacién de dos

gislados de G. mosseae

La germinacion del aislado N ( Rothamsted) se ve afectada por cantidades
crecientes de NaCl de forma lineal, en relacién con la disminucién de la
presiéon osmotica de la solucidn (Fig. 6). La ecuaciéon que describe esta
relacién es:

y (%germinacién) = 90.9 - 18.28 « (-MPa) R=0.98

El porcentaje de germinacidn varia de forma directamente proporcional con la
presién osmética, expresada en MPa: a menor presién osmética (méas
negativa), menor porcentaje de germinacion.

El estudio del efecto del NaCi en la germinacién del aislado S (Delta del
Ebro), no sigue una funcién lineal (Fig. 7). El porcentaje de germinacién se
mantiene, sin cambios apreciables, hasta -0.530 MPa, valor que corresponde
a una concentracién de 6 g NaCl /l. La germinacién observada para -0.697
MPa (8 g NaCl/l) registra una disminucién importante, ya que no es
significativamente distinta a la observada para el aislado N.

El NaCl tiene, por consiguiente, un efecto distinto sobre los dos aislados
ensayados. El aislado N, de zona no salina, ve disminuido su porcentaje de
germinacién de forma proporcional a la salinidad del medio mientras que el
aislado S, de zona salina, mantiene su germinacién hasta valores de &
considerablemente bajos, aunque al llegar a un punto determinado, la
germinacion experimenta una disminucién drastica. Esto parece indicar que
las respuestas pueden estar condicionadas por los niveles de adaptacion a

una situacién de estrés (Mosse et al., 1981).
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El efecto del manitol en el aislado N (Fig. 8), es paralelo al efecto del NaCl,
también observamos una funcién lineal de ecuacién:

y = (% germinacién) = 93.85 - 13.07 « (-MPa) R=0.98

en laque la germinacion disminuye, proporcionalmente a la disminucién de la
presion osmotica, de la solucidn debida al manitol.

En el caso del aislado S, la disminucién la germinacién de las esporas, por
efecto del manitol, empieza a ser patente a presiones osméticas superiores a
las observadas para la sal (Fig. 9). Se observa que existe una disminucién
significativa del porcentaje de germinacién a -0.482 MPa, presién osmdtica
causada por una concentracién de manitol, equivalente a 6 g NaCl/l. Eil efecto
del manitol, en este caso, puede describirse con una funcién polinémica de
segundo grado con ecuacion:

y = % germinacion = 78 +13.5 n (-MPa) - 4x2 (-MPa) R =0.99

Al ser los dos primeros términos variables de la ecuacién de signo opuesto, se
neutralizan entre si, y por lo tanto, tal como se observa en la Fig. 9, los cuatro
primeros niveles de n no repercuten en la germinacién del aislado S.

El aislado N, reacciona de igual forma frente a una disminucién de la presion
osmética, ya sea esta causada por una sal, como por un soluto no iénico. Sin
embargo, el aislado S, originario de una zona con caracteristicas salinas,
mantiene su porcentaje de germinacién en una meseta, hasta un determinado
valor, en que este disminuye notablemente. Este valor limite de presién
osmética es mayor (menos negativo) si esta presién es debida al manitol,
soluto no i6nico, lo cual indica una mayor adaptacion a un ambiente con
presiones osmdticas bajas, causadas por un componente salino como NaCl.
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Experimento n* 6: Efecto del NaCl y del manitol sobre ef crecimiento de micelio de
dos aislados de G. mosseae

En este ensayo se ha estudiado el efecto de la presién osmética causada bien

sea por NaCl bien por manitol, en la produccién de ‘esporas secundarias’ en
esporas pregerminadas.

En el aislado N se observa una disminucién de la produccién de esporas
secundarias respecto al control en el tiempo 2 (C2), en todos los tratamientos
con NaCl (Fig. 10). En el tratamiento con 6 g /| de NaCl, las diferencias con el
control en el tiempo 1 (C1), no son significativas, no ha habido, por lo tanto,
crecimiento efectivo del micelio en este tratamiento.

En el caso del aislado S (Fig. 11), el control al tiempo 1 (C1), no presenta
esporas secundarias. Todos los niveles de NaCl ensayados experimentan
crecimiento, aunque sea muy bajo, como en el caso de 8 g NaCl/l. Los
ensayos que corresponden a los tratamientos con 2 y 4 g NaCl/l, no se
diferencian del control en el tiempo 2 (C2), llegando incluso a experimentar un
mayor crecimiento, aunque éste no es estadisticamente significativo.

La produccidn de esporas secundarias, en el aislado N, estd mas afectada por
el NaCl que en el caso del aislado S. El aislado N, en ningin caso consigue el
mismo ritmo de crecimiento en presencia que en ausencia de NaCl, aunque
se puede observar la existencia de un determinado grado de tolerancia, a
niveles bajos y moderados de salinidad. En cambio el aislado S, mantiene el
mismo crecimiento que el observado en el control en el tiempo 2, a niveles
bajos y moderados de salinidad.

En los tratamientos con manitol (Figs. 12 y 13) se ha representado en
ordenadas los tratamientos equivalentes en g de NaCl/ para facilitar su
comparacion.

En el aislado N, se observa una disminucién de la- produccion de ‘esporas
secundarias’, respecto al control en el tiempo 2 en todos los tratamientos. En
el tratamiento equivalente a 6 g NaCl /1 (33,78 ¢ de manitol /1) se observa que,
como en los tratamientos con NaCl, no hay crecimiento significativo del
micelio.
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sin embargo, el comportamiento del aislado S difiere, esencialmente, en su
respuesta al NaCl. Se observa una disminucién de la produccién de ‘esporas
secundarias’, para todos los tratamientos. A partir del tratamiento equivalente
a4dg NaCl/l, no hay diferencias significativas con el control en el tiempo 1, es
decir que no ha habido crecimiento efectivo del micelio.
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esp. 2arias / esp. germ.

C2 0.148 0.221 0.350
n NaCl (-MPa)

0.522

Figura 10 : Efecto de cantidades crecientes de NaCl en la produccién de esporas
secundarias por esporas de Glomus mosseae pregerminadas en
unidades Hepper. Aislado N.

esp 2arias / esp. germ.
1

c1 C2 0221 0350 0522  0.621
= Nacl (-MPa)

Figura 11 : Efecto de concentraciones crecientes de NaCl en la producci_én de
esporas secundarias por esporas de Glomus mosseae pregerminadas

en unidades Hepper. Aislado S.

154



esp. 2arias / esp. germ.

c2 0.138 0.206 0.362
n Manitol (-MPa)

0.532

Figura 12 : Efecto de concentraciones crecientes de manitol en la produccién
de esporas secundarias por esporas de Glomus mosseas
pregerminadas en unidades Hepper. Aislado N.

esp. 2arias / esp. germ.

n Manitol (-MPa)

Figura 13 : Efecto de concentraciones crecientes de manitol en la produccién de
esporas secundarias por esporas de Glomus mosseae

pregerminadas en unidades Hepper. Aislado S.
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3.4. Discusion

Los niveles de germinacion de G. mosseae in vitro y en ‘Unidades Hepper'
incubadas en vermiculita humedecida con agua son equiparables.

Hepper (1979) y Koske (1981) observaron resultados similares con Glomus
caledonium y Gigaspora margarita , respectivamente. Sin embargo, Sylvia y
Schenck (1983) observaron una disminucién de la germinacién de las
esporas no desinfectadas. que atribuyeron a un efecto negativo de los hongos
del suelo y Calvet (1989) demostrd, la existencia de un efecto inhibidor,
causado por dos hongos saproéfitos: Penicillium spp y Aspergillum spp en la
germinacién de G. mosseae.

Los tratamientos previos. con soluciones de baja presiéon osmética, tienen un
efecto similar al del tratamiento en frio, ya que favorecen la simultaneidad de
la germinacién. No se han observado variaciones en el porcentaje final de
germinacion de las esporas, sometidas previamente al tratamiento frio, lo cual
concuerda con los resultados de Koske (1981) en Gigaspora gigantea 'y de
Camprubi et al., (1991) en G. mosseae. El tratamiento previo con manitol,
tampoco afectd al porcentaje final de germinacién, pero el tratamiento con
NaCl, aunque la presién osmética era equivalente a la obtenida con manitol,
disminuy6 sensiblemente el porcentaje final de germinacién. Elevadas dosis
de NaCl, dejan un efecto residual, que disminuye el porcentaje de
germinacién de las esporas. Este efecto residual ha de ir ligado a un efecto
téxico de la sal, independiente de su efecto osmatico.

Al introducir un componente osmdtico en condiciones axénicas, la
germinacién disminuye en forma directamente proporcional a la disminucién
del potencial osmético del medio. Estas diferencias en la respuesta a los dos
tipos de soluto pueden atribuirse a una permeabilidad diferencial de la espora
a una y otra molécula. Si la pared de la espora se comporta como una
membrana semipermeabledejara pasar el NaCl pero no al manitol, ya que
éste tiene un mayor volumen molecular (Hasegawa et al., 1984) (Hasegawa
et al., 1986). La entrada de NaCl arrastrara consigo una entrada de agua que
ademas de permitir la hidratacion de una serie de estructuras celulares
Necesarias para la germinacion, altera la presion osmética real a la que se
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someten las esporas.

En condiciones no axénicas, la germinacion del aislado N de G. mosseae se
ve afectada, de forma similar, por manitol y pér NaCl. Esta diferencia entre los
resultados obtenidos en condiciones axénicas y no axénicas, sobre todo en lo
que hace referencia al NaCl, parece indicar que, en este hongo, la
desinfeccion ayudaria a que el NaCl atravesara la pared de la espora. Como
consecuencia se mantendria la germinacién por la entrada de agua, ligada a
la de NaCl, y. también, como resultado apareceria un efecto residual en
tratamientos drasticos, traducido en una disminucién de la germinacién
esperada, una vez que las esporas se vuelven a sembrar en un medio agar-
agua normalizado.

La germinacion del aislado S de G. mosseae, en condiciones no axénicas, es
mucho menos sensible a la disminucién de potencial osmético, ya sea debida
a NaCl o a manitol. Por otro lado, este aislado es més resistente a la
disminucion de potencial osmético, debida a NaCl, que a la misma
disminucién debida a manitol.

En general, se puede concluir que la germinacién de G. mosseae se ve mas
afectada por solutos del tipo manitol, que por solutos idnicos como NaCl. Es
importante resaltar que el aislado S, mantiene su tasa de germinacién para
potenciales osmdticos inferiores a los observados para el aislado N. Esta
capacidad de germinacion del aislado S a potenciales osméticos bajos, se ve
incrementada si el causante de la disminucién del potencial es el NaCl. Estos
resultados permiten suponer la existencia de una adaptacién del hongo a su
entorno salino que ha persistido, después de un ciclo de vida completo, en las
mismas condiciones que el aislado N.

La germinacion de las esporas de hongos VA requiere de un proceso de
imbibicién y activacién de reacciones catabdlicas. Para que el crecimiento
continle han de activarse un mayor numero de reacciones, ademas de la
sintesis de compuestos a partir de las reservas lipidicas de las esporas.
Tommerup (1984) mostré que el crecimiento del micelio de Acaulospora laevis
Y de Glomus caledonium resultaba mas afectado que la germinacién por la
disminucion del potencial hidrico del medio. En el caso de G. mosseae el
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aislado N se comporta de manera similar, cualquiera que sea la solucién
osmoética empleada, aunque el efecto (disminucién del crecimiento de micelio)
es mas marcado con NaCi, que con manitol. Esto parece indicar que la sal
tiene un efecto toxico en el crecimiento de micelio.

El aislado S, se comporta de forma esencialmente distinta, segun la solucién
osmética empleada. A concentraciones bajas y moderadas de sal el
crecimiento del micelio es igual o superior al obtenido por el control. Si, por el
contrario, la solucién empleada es manitol, el aislado S se comporta de forma
semejante al aislado N, disminuyendo su crecimiento.

Estas diferencias, en la respuesta de dos aislados de un mismo hongo, al
efecto de dos componentes osmoticos en su germinacién y crecimiento inicial,
indican la posible existencia de ecotipos fisiolégicamente adaptados a
distintas condiciones del suelo,como se ha descrito para otras situaciones de
estrés (Barea, 1991).
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Capitulo 4

Interaccion de la salinidad y de la colonizacion
VA en el crecimiento y las relaciones hidricas de

P. vera

159



4.1 Introduccion

El pistachero es un cultivo en extensién en dreas semi 4ridas, muchas de las
cuales tienen problemas de salinidad. Spiegel et al., (1977) ya observaron la
elevada resistencia del pistachero a la sequia y Sepaskhah et al., (1985)
sugirieron que la tolerancia a la salinidad del pistachero era semejante a la de
la palmera datilera, aunque esta tolerancia disminuia si la planta era sometida
a condiciones de estrés prolongadas. Walker et al., (1987) demuestran un
comportamiento diferencial de las distintas especies de Pistacia, en relacién

con el transporte de Na* desde la raices a la parte aérea. Parece ser, que el
mecanismo utilizado por estas especies para sobrevivir en condiciones de
estrés salino, es similar al empleado por Poncirus trifoliata. El cual se basa en
la retencién del Nat en las raices y en la parte basal del tallo, restringiendo su

transporte a la parte aérea. En este sentido, P. vera muestra una mayor
tolerancia al NaCl que P. terebinthus. Por ello, P vera es la especie que mejor
excluye el NaCl y P. terebinthus es el peor (Sepaskhah et al., 1985).

En este sentido, P. vera muestra una mayor tolerancia al NaCl que P.
terebinthus. Por ello ha sido escogida para este trabajo como modelo, para
evaluar los efectos de la salinidad en la simbiosis VA y las interacciones entre
estos dos factores, en las relaciones hidricas y en el crecimiento de la planta.
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4.2 Materiales y métodos

Germinacion de las semillas y condiciones de cultivo

Las semillas de P. verase hicieron germinar en vermiculita: perlita (1:1) segiin
el proceso ya descrito. Una vez germinadas, se escogieron plantulas lo mas
homogéneas posible y, cuando el experimento lo requeria se procedié a su
inoculacion. El indculo utilizado fue Glomus mosseae, aislado N, con una
densidad de 10.5 propagulos /g de suelo y Glomus mosseas, aislado S, con
6.3 propagulos /g de suelo.

Ambos hongos, se cultivaron en cebolla y se dosificé el indculo obtenido, a fin
de llegar a una media de 20 propagulos por planta, cantidad suficiente para
obtener una buena micorrizacién. El indculo, que constaba de raices y suelo
rizosférico, se dispuso en una capa 1 cm por debajo de las raices del pistacho,
trasplantado en una maceta de 1| de capacidad con suelo arenoso estéril. Las
plantas transplantadas se dejaron, en condiciones de invernadero, durante 6
semanas. A las 6 semanas de la inoculaciéon, se comprobé la colonizacién,
rechazandose aquellas plantas de que aun no habian formado la simbiosis.
Las plantas inoculadas y/o las de control, segln el ensayo, se transplantan a
macetas de 17 cm de didmetro, que se mantienen en condiciones de
invernadero.A las dos semanas del transplante, se inicié el riego con agua
salina incrementandose, cada dos dias, en 0.5 g NaCl/l la concentracién hasta
llegar, en cada experimento, a la concentracién requerida. Una vez terminado
el periodo de tiempo, prefijado para cada experimento, las plantas se
recolectaron determinéndose, segln los experimentos, los siguientes

parametros : potencial hidrico (¥,) y potencial osmético (¥,), peso seco,

relacién raiz/parte aérea (R/A), contenido en prolina de las plantas,
conductividad eléctrica final y el nimero de esporas por 100g de suelo de cada
uno de los contenedores.
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Estudio de las relaciones hidricas

Medida del potencial hidrico

El potencial hidrico, es una de las formas mas adecuadas de describir el
estado del agua, dentro de las plantas, desde el punto de vista de su
utilizacion. En este trabajo, se ha utilizado Ia técnica de la bomba de presién
para medir este parametro.

Bomba de presion

Descrita por Scholander et al ., (1965), se basa en la aplicacién de una presién
externa creciente a una hoja o tallo, encerrados en una cdmara hermética,
dejando el extremo del tallo, el peciolo o el extremo de la hoja fuera. En el
momento en que la presion externa aplicada, se iguale a la existente en el
interior de los vasos, se empezara a observar, en la seccién de la muestra, la
aparicion de una gota de savia. La lectura del mandmetro, nos daré la presién
de equilibrio, que corresponde a la presién de la savia en los vasos.

Esta técnica, supone que las células préximas a los vasos del xilema, estan en
equilibrio con la savia bruta y que ésta, tiene un potencial osmético elevado,
cercano a cero, de forma que, el potencial medido, puede interpretarse como el
potencial hidrico total de la muestra.

El tiempo necesario para una medida, oscilara segun el grado de hidrataci6n
de la muestra y el flujo de entrada de aire comprimido en la cdmara. Este
Ultimo valor ha de variar, segun los autores, entre 0.1 y 1 bar/seg de
incremento (Slavik, 1974). En este caso, se ha regularizado la tasa de
incremento en 0.7 bar /seg, este valor permite, por una parte, una buena
velocidad de medida y, por otra, minimiza los errores que pueden darse en
lecturas muy rapidas.
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Medida del potencial osmético

La medida del potencial osmético, uno de los componentes del potencial
hidrico se determind mediante un psicrémetro de termopar.

Psicrémetro de termopar

Un psicrémetro, es un aparato que tiene un sensor capaz de medir magnitudes
absolutas y/o diferenciales, entre la temperatura ambiente y la de una
superficie humeda, que evapore libremente, calculando la presién de vapor de
la muestra.

El psicrometro utilizado en aste trabajo, Wescor HR-33T, con cdmara de
muestras C-52, es del tipo denominado de punto de rocio (Newman y Thurtell,
1972). Este tipo de aparato mide, el potencial resuitante del enfriamiento
obtenido en el extremo del termopar, el cual produce un condensacién en este
punto. La condensacion serd, funcién de la humedad de la muestra. Esta
condensacién originara una respuesta diferencial, en un microvoltimetro la
cual y de acuerdo con la ecuacién de calibrado del aparato, dara el potencial
en bares. Este calibrado, se ha realizado en una cadmara en condiciones
definidas de temperatura (20+22C), midiéndose la respuesta, en pvoltios, frente
a soluciones de NaCl de potencial osmético conocido.

Las ventajas de este método son la necesidad de poca muestra y su precision
(2%), operando entre 0 y 60 bares. Este método es muy rapido para medidas
de potencial osmético en las que el equilibrio que ha de establecerse entre
Muestra y camara se consigue en pocos minutos.
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Manipulacién de las plantas

Las plantas se seccionaron a nivel de cuello y se puso el tallo invertido en la
camara de la bomba de presion determindndose la presién hidrica. Una vez
determinado este valor, el tallo y las hojas se congelaron a -40°C posponiendo
la determinacion de los valores de presion osmética.

La determinacién de la presién osmética se hizo descongelando las muestras
y recongeldndolas en N, liquido para asi romper las membranas celulares y
facilitar la extraccion del jugo celular mediante una prensa. El jugo celular
extraido se utiliza para empapar unos discos de papel de 7 mm de diametro
que se introducen en la camara del psicrémetro (C-52) que, una vez
equilibrado nos dara el valor del potencial osmético. Para determinar la
reproducibilidad y el margen de error, cada 6 muestras se repitié6 3 veces la
medida de una de las muestras, comprobandose que las medidas eran
reproducibles y que el error no sobrepasaba en ningln caso el 2% establecido
a priori. Este método tiene la ventaja respecto de otros de ser muy rapido
(Savé y Serrano,1986), pero tiene el inconveniente de que el agua simpléstica
es diluida por la apopléstica (Weker, 1980) (Pearcy et al., 1989).

Medida del Potencial de turgencia

El potencial de turgencia (¥p) se determiné como la diferencia entre el

potencial osmético y el potencial hidrico.
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Peterminacion de la prolina

La hidrélisis de proteinas y la acumulacién de amino4cidos es una de las
respuestas, a una situacion de estrés hidrico, como la debida a Ia sequia
osmotica. Uno de estos aminoacidos, la prolina, se sintetiza de forma
acelerada durante esta situacién de estrés hidrico, mientras que su oxidacién
estd inhibida, resultando una acumulacién de este aminoacido en los tejidos
sometidos a estrés. La funcidn de la prolina no esta clara ya que, por una parte
puede beneficiar a la planta contribuyendo a mantener Ia turgencia del
citoplasma mientras que, por otra, puede ser causa de toxicidad celular. Su
presencia. en elevadas cantidades, va siempre asociada a situaciones de
estrés hidrico.

La determinacién de prolina se hizo siguiendo los métodos oficiales de anélisis
de la Association of Official Analytical Chemists (1980).

La prolina, tiene una estructura ciclica y es una amina secundaria con el grupo
.amino en posicién alfa.

L-prolina

Fundamento quimico del proceso de determinacién

La prolina reacciona con ninhidrina (hidrato de tricetihidrinda) en presencia de
acido férmico, formando un derivado coloreado que se valora mediante
espectrofotometria a 517 nm.

La ninhidrina reacciona con los alfa-aminoacidos, dando lugar a la formacién
de NHyy CO, en presencia de &cido férmico, reduciéndose la ninhidrina a
hidrindantina. La hidrindantina reacciona, seguidamente con el amoniaco y
con el exceso de ninhidrina, para dar un compuesto doble de adicion, de

intenso color salmén: complejo de Ruheman.

165



La determinacion del contenido en prolina, se hace en base a una curva
patrén. Una vez construida la curva patrén, se dispone de un instrumento para
obtener concentraciones de prolina, a partir de las lecturas de absorbancia.

Operativa

A. Reactivos: :
Solucién de ninhidrina al 3% (p/v) en éter monometilico de etilenglicol.
Solucion de isopropanol-agua (1:1) (v/v)

Acido férmico
Tolueno
Solucion patrén de prolina en agua destilada (0.5 mg/mi)

La curva patron, se tiene que obtener cada vez que se cambia, alguno de los
reactivos o la sustancia organica problema.

B. Construccidn de la curva patron:

1. Se preparan, por dilucién de la solucién patrén de prolina, disoluciones que
contengan concentraciones de 5, 10, 20 y 40 ug de prolina /ml de disolucidn.

2. De cada una de las soluciones precedentes, se cogen 0.5 ml que se colocan
en tubos de ensayo, respectivos, provistos de tapones de teflén.

3. Se afaden 0.25 ml de acido férmico.

4. Se afiade a continuacion, 1 ml de la disolucién de ninhidrina.
5. Se homogeneizan perfectamente las soluciones.

6. Se prepara un blanco con agua destilada.

7. Se agitan los tubos de ensayo bien cerrados.

8. Se deja desarrollar el color a 100°C durante 10 min

9. Al finalizar este periodo de tiempo, se sacan los tubos del bafio anterior, se
Colocan en otro bafio a 202C y se extraen con tolueno, para estabilizar el color.
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10. Se calibra el espectrofotdmetro con el blanco y la curva patrén,
determindndose, previamente, el punto de maxima absorbancia, mediante un
barrido en las longitudes de onda del espectro de luz visible.

C. Extraccion y determinacion de la prolina contenida en hojas

1. Sobre la muestra analitica pesada de hoja fresca (en el caso de Pistacia sp.
basta con cantidades del orden de 0.2 g), se afiaden 50 ml de agua destilada y
se tritura .

2. Se agita, enérgicamente, la solucién durante 60 min con la ayuda de un
agitador magnético.

3. Se filtra la solucion en un matraz de 100 ml, completando con agua
destilada procedente de los enjuagues del frasco y del filtro.

4. Se homogeneiza la solucién.
5. Se toman 5 ml de esta solucién, para introducirlos en un matraz de 50ml.
6. Se completa el volumen con agua destilada.

7. Se cogen 0.5 ml de esta solucién y se introducen en un tubo de ensayo de
10 ml con tapén de teflon.

8. Se repiten los puntos 3 al 9 del apartado anterior ‘B'.

9. Se mide la absorbancia de la muestra, en el punto de méaxima absorbancia
determinado y se calcula la concentracién, mediante la recta patrén.
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Peterminacion dc la conductividad eléctrica

La presién osmdtica de la solucion del suelo, es funcién del contenido en sales
solubles de éste. A medida que aumenta la presién osmética, la succién que
deben ejercer las raices para obtener agua, va siendo cada vez mayor, hasta
llegar un momento en que la planta no es capaz de extraer agua del suelo,
produciéndose la denominada sequia osmética. Las medidas de presién
osmdtica, son dificiles de llevar a cabo, por lo que no se han generalizado.
Richards et al., (1954), puso de manifiesto la existencia de una correlacidn
entre presion osmotica, y conductividad eléctrica de la solucién del suelo. A
partir de este momento se han estudiado los problemas debidos al exceso de
sales, mediante la conductividad eléctrica. La conductividad eléctrica da una
medida de la cantidad de sales disueltas en un suelo.

La determinacién de la conductividad eléctrica de los suelos, antes y después
de los ensayos, se hizo con un conductimetro CRISON, modelo 522. La
dilucién fue de 1:5 y el método seguido fue el método oficial de andlisis
(Ministerio de Agricultura, 1975).

168



Estudio de los pardmetros de crecimiento de [a planta y ef hongo

Para cuantificar el efecto de la salinidad en la planta, se ha medido el peso
seco de la parte aérea y de la raiz. Una parte de las hojas se ha utilizado, en
fresco, para los analisis de prolina, el peso seco de esta porcién se ha
extrapolado, utilizando un coeficiente de conversién, determinado previamente
de la siguiente forma:

Se pesa una determinada cantidad de hojas frescas, éstas se secan en
una estufa de aire forzado, se pesa de nuevo y se calcula el coeficiente
C: peso seco/peso fresco

Al valor extrapolado del peso seco de las hojas, utilizadas en el andlisis de
prolina, se afiade el valor obtenido, en la determinacién del peso seco de la
parte aérea, para obtener el peso seco total.

Para el calculo del peso seco de la raiz, se procede de igual modo,
extrapolando el peso de la raiz utilizada, para la observacién de la
colonizacién interna.

El estudio del efecto de la salinidad, en la fase simbidtica del hongo, se hizo
determinando el porcentaje de colonizacién radical segun el método ya
descrito (Giovannetti y Mosse, 1980), y el numero de esporas por 100 g de
suelo. Esta Ultima determinacién se realiz6, mediante el método del tamizado
himedo, ya que era el mas adecuado para el tipo de suelo, arenoso,
empleado. |

169



A las seis semanas, se observo la colonizacion y se escogieron 120 plantulas,
que presentaban colonizacion interna, para trasplantarlas a macetas de 17 cm
de diametro, con suelo arenosos estéril. Una semana después de este ultimo
transplante, se dividieron las plantas en 6 lotes, de 20 plantas, cada uno. Uno
de los lotes se cortd y se midieron los parametros hidricos y de crecimiento, tal
como en el experimento 1, ademds de la colonizacién interna. Los demas
lotes, se trataron igual que en el experimento 1. A las 8 semanas, se cortaron la
mitad de las plantas de cada lote y a las 12 semanas, el resto , midiéndose en
todos los casos los parametros ya citados. Los resultados se analizaron, igual
que los del experimento 1, teniendo en cuenta la correccién del porcentaje de
colonizacién, mediante una transformacién arcoseno, antes de aplicar las
pruebas estadisticas.

-

Experimento 3: Efecto del abonado y de [a inoculacién, con hongos formadores de

MYVA, en las relaciones hidricas de ‘P. vera en condiciones de estrés salino

Se seleccionaron 40 plantulas de P. vera de tamafio semejante. La mitad de
estas plantulas, se inocularon con G. mosseae , aislado N, en el momento de
su transplante a macetas de 17 ¢cm de didmetro. A la mitad de las plantas
inoculadas y a la mitad de las no inoculadas se les afiadié un abonado de
fondo, de 5 g de Osmocote®, por maceta. A las seis semanas del transplante,
se inici6 el riego con agua salina, de todas las plantas del ensayo. La solucién
de riego utilizada contenia 4 g /I de NaCl. Las plantas se regaron con 50 ml de
esta solucidén, en dias alternos, durante 12 semanas, al término de las cuales
las plantas se cosecharon, midiéndose los mismos parametros hidricos y de
crecimiento que en los experimentos 1y 2.

Experimento 4: Respuesta de P. vera, inoculado con dos aislados distintos de

Glomus mosseae, a tres niveles de salinidad

Se seleccionaron 220 plantulas, de tamafio semejante, de las cuales 70, se
inocularon con G. mosseae, aislado N, y 70 con G. mosseae, aislado S, en
Macetas de 11de capacidad, con suelo arenoso estéril. El resto de las plantulas
Seleccionadas, se transplantaron también, en el mismo tipo de macetas, pero
NO se inocularon. A las seis semanas, se observé la colonizacién y se
escogieron 60 plantas de cada uno de los tratamientos inoculados con hongos
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Diserio experimental

Experimento 1 Respuesta de *P. vera no inoculado a concentraciones crecientes de

sal

Se seleccionaron 60 plantulas de tamafio semejante y se transplantaron a
macetas de 1l decapacidad. con suelo arenoso estéril. A las seis semanas, se
volvieron a transplantar en macetas de 17 cm de didmetro. Una semana
después del ultimo transplante, se dividieron en 6 lotes, de 10 plantas cada
uno.

Uno de los lotes se cosecho y se evaluaron en el tiempo 0, los parametros
referentes a las relaciones hidricas y al crecimiento. Los otros 5 lotes se
regaron, en dias alternos con 50 ml de una solucidn salina.

Las cinco soluciones salinas empleadas fueron:

solucién 1: Control. Agua destilada

solucién 2: 1 g NaCl /l en agua destilada
soluciéon 3: 2 g NaCl /I en agua destilada
solucién 4: 4 g NaCl/ | en agua destilada
solucion 5: 6 g NaCl/ | en agua destilada

El riego se mantuvo durante 12 semanas, al término de las cuales, las plantas
se recolectaron y se determind su potencial hidrico, potencial osmético y peso
seco de la parte aérea. Los resultados, obtenidos se analizaron mediante una
regresién lineal. obteniendo asi la curva de respuesta a la salinidad para P.
vera no micorrizado.

Experimento 2: Respuesta de P. vera inoculado con hongos formadores de MVA a

concentraciones crecientes de NaCl

Se seleccionaron 130 plantulas, de tamafio semejante, que se inocularon en el
momento del transplante a macetas de 11 de capacidad. E! inéculo utilizado fué
G. mosseae. aislado N (Rothamsted U.K.), que se dispuso en forma de capa
fina debajo de las raices de las plantulas.
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VA y 60 plantas control. que se transplantaron a macetas de 17 cm de diametro
a las que se habia afiadido 5 g/maceta de Osmocote®. El resto de las plantas
no transplantadas. 10 por tratamiento, se utilizé para medir los parametros
hidricos y de crecimiento, mencionados en el experimiento n? 3.

Cada uno de los lotes, con distinto tratamiento de inoculacién se subdividié en
tres grupos, cada uno con un nivel de riego diferente. Los niveles de riego
empleados fueron:

Nivel 1: agua destilada
Nivel 2: 2 g NaCl/l en agua destilada
Nivel 3: 4 g NaCl/l en agua destilada

El regimen de riego se establecié paulatinamente durante 2 semanas, a razén
de un incremento de 0.5 g NaCl/l, en cada riego. Los riegos se realizaron en
dias alternos, con 100 ml de solucién por planta. A las ocho semanas del
establecimiento del riego, se cosecharon 10 plantas de cada uno de los 9
tratamientos, midiéndose los parametros hidricos y de crecimiento habituales.
A las doce semanas. se cosecharon y procesaron el resto de las plantas. Los
resultados se analizaron, mediante un andlisis de varianza con el test de
comparaciones multiples de Tuckey.
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4.3 Resultados

Experimento 1: Respuesta de P. vera no inoculado a concentraciones crecientes de

sal

Tanto el potencial hidrico del xilema como el potencial osmético disminuyen, es
decir son mas negativos, al aumentar la concentracién de sal en las soluciones
de riego (Fig 1a y 1b). A partir del tratamiento con una solucién de riego de 2 ¢
NaCl /1 las diferencias, en ambos pardmetros, son significativas respecto al

control.

El potencial de turgencia (Fig. 1¢) se mantiene hasta llegar al tratamiento con 4
g NaCl/l en la solucion de riego. en que alcanza valores significativamente
distintos al control. aunque no se diferencia de los valores obtenidos por los
tratamientos con 1 y 2 g NaCl / |. El tratamiento con 6 g de NaCl / | en la
solucion de riego. alcanza valores superiores a 2 MPa, estadisticamente
distintos de los obtenidos en los demas tratamientos ensayados.

El crecimiento de P. vera, medido como peso seco de su parte aérea (Fig. 2),
disminuye paralelamente a la concentracion salina del agua de riego, siendo
esta disminucidn significativa, respecto al valor del control, para los
tratamientos con 4 g NaCl /1y 6 g NaCl /.
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Experimento 2: Respuestd de P. vera, inoculado con G. mosseae , aislado N\ a

concentraciones crecientes de Na(l

En el primer tiempo se observa una disminucién, tanto del potencial hidrico del
xilema como del potencial osmético, proporcional al incremento de Ia salinidad
en la solucion de riego (Fig 3a y 3b). A partir del tratamiento con 2 g NaCl/l, los
valores obtenidos en cada tratamiento son significativamente distintos respecto
al control.

El potencial de turgencia se mantiene alrededor de 1.5 MPa, sin que se
observen variaciones significativas entre tratamientos (Fig.3c).

El crecimiento de P. vera tampoco varia, de forma significativa, con la solucién
de riego empleada (Fig.5a).

En la segunda cosecha del experimento, a las doce semanas del inicio de los
tratamientos. el potencial hidrico del xilema (Fig. 4a) disminuye
proporcionalmente a la concentracién de sal en el medio. Los valores
obtenidos. en los tratamientos con 4 y 6 g de NaCl/l son, significativaments,
mas negativos que el control. El potencial osmético (Fig. 4b) experimenta una
primera disminucién significativa para el tratamiento con 1 g NaCl/l, este valor
se mantiene para el tratamiento con 2 g NaCl/l para luego experimentar, otra
disminucién significativa, para el tratamiento con 4 g NaCl/l, manteniéndose el
mismo valor para 6 g NaCl/l sin variaciones significativas.

El potencial de turgencia (Fig. 4c) aumenta significativamente desde el
tratamiento control. regado con agua destilada, hasta el tratamiento con 1 g
NaCl/l de solucién de riego. A partir de este valor, posteriores incrementos en
la salinidad de la solucion de riego, no producen una variacién significativa de
la turgencia.

El crecimiento. expresado como peso seco de la parte aérea (Fig 5b), tiende a
disminuir con el aumento de la salinidad de la solucién de riego, pero esta
disminucion no es significativa para ninguno de los tratamientos.
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La colonizacion interna de las raices por G. mosseae tiende a dismi

: i . minuir ¢
mcremento.en la salinidad de la solucién de riego, esta disminucic o e
embargo, significativa (Fig. 6 ay b). ucion no es, sin
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‘E,\'pt'fiml'"l" 3 '!.:fi'r!n del abonado /] de {a inoculacion con ﬁongas formad'ores de

a4/, en las relaciones hdricas de P, vera en condiciones de estrés salino

En este ensayo el potencial hidrico del xilema se mantiene en todos los
tratamientos alrededor de - 1.5 MPa. valores no excesivamente altos, aunque
los dos tratamientos con micorrizas tienen un potencial hidrico
significativamente menor (mas negativo) que los tratamientos no inoculados
(Fig. 7a). El potencial osmotico del tratamiento con micorriza y fertilizante es
significativamente mayor rmenos negativo) que el observado en los
tratamientos sin ‘ertiizante :Fig vbi. En el tratamiento control mas fertilizante,
aunque los vaicres ae presién osmética son inferiores a los de los tratamientos
sin fertilizante. ‘as diferencias observadas no son significativas.

El potencial de turgencia dei tratamiento control (Fig 7c), es significativamente
mayor que ei cbservaco en ei resto de los tratamientos. Tanto la adicién de
fertilizante. como .a noculacion con hongos VA, disminuyen el potencial de
turgencia respecto ai control. aunque la micorrizaciéon produce una
disminucion mas importante.

El crecimiento de P. vera micorrizado. es superior al del control, con o sin
fertilizante (Fig. 8:. En las plantas no inoculadas, se observa un aumento del
crecimiento nc sigrificativo con la adicion de fertilizante. sin embargo, es en las
plantas con micorrizas. donde se observa un efecto positivo de la fertilizacién,
que estimuia el crecimiento, respecto al tratamiento con micorrizas sin
fertilizante.
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Figura 8 : Efecto de la micorrizacién y de la fertilizacion en el peso
seco de P. vera sometido a condiciones de estrés salino
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Experimento 4: Respuesta de ‘P. vera , inoculado con dos aislados distintos de G.

mosseac , @ tres niveles de salinidad

En el tiempo 1, a las ocho semanas del inicio de los tratamientos de riego, el
potencial hidrico del xilema disminuye, proporcionalmente al incremento de la
salinidad del agua de riego, en todos los tratamientos (Fig 9 a,b y c), aunque la
disminucion es mas marcada en los tratamientos con micorrizas. Mas
concretamente la variacion del potencial hidrico en las plantas inoculadas con
los aislados N y S de G. mosseae, sigue rectas lineales:

para el aislado N: potencial hidrico (‘¥ ) = 0.48 + 0.26 x (NaCl) g/l
para el aislado S: potencial hidrico (‘¥p) = 0.45 + 0.26 x (NaCl) g/l

Ambas ecuaciones son practicamente idénticas. Los valores de la variacién del
potencial hidrico de las plantas control no inoculadas, siguen también una
ecuacion lineal:

potencial hidrico (¥,) = 0.50 + 0.125 x (NaCl) g/!

En esta ecuacion, el factor que afecta a la concentracién de NaCl, es la mitad
del calculado en el caso de las plantas micorrizadas.

Las medidas del potencial osmético (Fig. 10 a, b y ¢) siguen dos modelos
distintos, seglin el tratamiento de inoculacion respectivo. Las plantas
inoculadas con G. mosseae, aislado N o S, no experimentan variaciones
significativas con el incremento de la salinidad en la solucién de riego. Las
plantas control no inoculadas, experimentan una disminucién de su potencial
osmético (m4s negativo) ya en la primera solucién salina ensayada, para luego
estabilizarse. Hay que considerar, que los tres tratamientos de inoculacién,
mantienen un rango semejante de potenciales osméticos entre, - 3.3 ¥ 2.7
MPa y que las variaciones sefialadas, aunque son estadisticamente
significativas, pueden no serlo fisiolégicamente.

El potencial de turgencia (Fig. 11a, b y c) disminuye con el incremento de la
salinidad en el agua de riego, cualquiera que sea el tratamiento de
inoculacion. Las plantas inoculadas con G. mosseae, aislado S, experimentan
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una disminucién del potencial de turgencia, directamente proporcional a la
concentracién salina en el agua de riego. Las plantas inoculadas con G.
mosseae, aislado N. y las control no inoculadas experimentan una
disminucidn, significativa en el primer nivel de salinidad ensayado, para luego
estabilizarse, caso de las plantas control, o incluso aumentar en las plantas
inoculadas con el aislado N.

El crecimiento de P. vera, da valores semejantes para los tres tratamientos de
inoculaciéon y no experimenta variaciones, debidas al incremento de salinidad
en el agua de riego (Fig. 12 a, by c).

El aislado N de G. mosseae experimenta, una disminucién en el porcentaje de
raiz colonizada, al aumentar hasta 4 g NaCl /| la salinidad de la solucién de
riego, en cambio el aislado S, mantiene su porcentaje de colonizacién sin
variaciones (Fig.13 ay b).
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En el tiempo 2, a las 12 semanas del inicio del tratamiento de riego, el
potencial hidrico del xilema disminuye con el incremento de la salinidad, hasta
niveles semejantes en los tres tratamientos de inoculacién. Se observa que, en
el primer tipo de riego (sin NaCl), el potencial hidrico de las plantas
micorrizadas, es siempre inferior a el de las plantas control,
independientemente del hongo simbionte. La disminucién del potencial
hidrico, para las plantas control, es mas marcada que la de las plantas
micorrizadas (Fig. 14 a, by c).

Las medidas del potencial osmético, siguen una misma pauta en todos los
casos. Tanto las plantas micorrizadas como las control, aumentan su potencial
osmotico de forma lineal con el incremento en la salinidad de la solucién de
riego (Fig. 15a. byc).

El potencial de turgencia aumenta con la salinidad del tratamiento de riego,
tanto para las plantas micorrizadas, como para las plantas control, aunque en
el caso de las plantas inoculadas con el aislado S, el incremento no es
significativo (Fig. 16 a. by c).

La concentracién de prolina aumenta para las plantas inoculadas con el
aislado S de G. mosseae, desde 0.69 mg/g (peso fresco) en el tratamiento con
agua destilada. hasta 1 mg/g en el tratamiento con 2 g NaCl/l de solucién de
riego, manteniéndose, sin variaciones significativas, en el tratamiento con 4 g
NaCl/l de solucién. Para las plantas inoculadas con el aislado N, también se
observa un incremento en la concentracién de prolina paralelo al descrito para
el aislado S. En el caso de las plantas no inoculadas, la concentracién de
prolina se mantiene sin variaciones significativas, alrededor de 0.5 mg/g, para
todas las soluciones de riego empleadas (Fig. 17 a, by c).

El crecimiento de P. vera(Fig. 18 a, b y c), sigue dos modelos distintos, segun
el tratamiento de inoculacién. Las plantas micorrizadas, mantienen el peso
Seco de su parte aérea hasta que se riegan con 4 g NaCl/l, sin variaciones
significativas entre ambos aislados. Las plantas no inoculadas, presentan un
Crecimiento ligeramente inferior al de las plantas inoculadas en el tratamiento
de riego, con agua destilada, al aumentar la concentracién de sal en el agua
de riego el peso seco de las plantas no inoculadas, empieza a disminuir
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rapidamente. En el tratamiento con 2 g NaCl/l en la solucién de riego, la
disminucion experimentada es significativa, respecto a su propic control no
inoculado y también respecto al valor obtenido, con el mismo tratamiento de
riego, en las plantas micorrizadas. En el tratamiento con 4 g NaCl/l todas las
plantas, micorrizadas o no, experimentan una disminucién de su crecimiento
respecto a su control regado con agua destilada. Los valores obtenidos por las
plantas micorrizadas, regadas con 4 g /| NaCl/l oscilan alrededor de 0.90 g y no
existen diferencias apreciables, en los resultados obtenidos, para los dos
aislados de G. mosseae ensayados. Los valores obtenidos para las plantas
control si son, significativamente distintos de los de las plantas rhicorrizadas.
Ademas de esta disminucion en el crecimiento, y como se puede observar en
la Fig. 20. las plantas no inoculadas sometidas al tratamiento con 4 g/i NaCl,
muestran sintomas ciaros de toxicidad salina: defoliacién prematura, aparicién
de areas necrosadas y coloracion rojiza en el borde de las hojas. Estos
sintomas eran menos evidentes en las plantas micorrizadas. La relacién R/A,
se mantiene constante para todos los tratamientos de inoculacién y riego.

El aislado N, experimenta una disminucién en su porcentaje de colonizacién
interna, al introducir NaCl en la solucién de riego. Para el aislado S, la adicién
de NaCl al agua de riego, no influye en el porcentaje de colonizacién, que se
mantiene constante alrededor de 50% (Fig. 19 a y b).

El aislado S. no produce esporas en ninguno de los tratamientos mientras que,
el aislado N, produce 11.25 esporas/100 g, en los tratamientos con agua
destilada y 2 g de sal, bajando hasta 5.2 esporas/100 g de suelo, para el
tratamiento con 4 g de sal, por litro de solucién de riego.

Los valores finales de conductividad eléctrica observados eran, 0.245+0.06

dSm-' , 0.463+0.04 dSm!y 0.988+0.10 dSm-' para los tratamientos con agua
destilada y 2 y 4 g de sal por litro de solucién de riego, respectivamente.

193




a)

-MPa

b)

-MPa

-MPa

1,51
13-
114
0,9:
0.7

0.5

M B

CONTROL 2 )

1

-

g NaCl/

1,54
131
1,1-.
0,91
0,7:

CONTROL 2 4

(-

g NaCl/l

"1

0,5

CONTROL 2 4

g NaCl/i

Figura 14 : Efecto de 3 niveles de salinidad en el potencial

hidrico del xilema de P. vera , tiempo 2.

a) inoculado con Glomus mosseae aislado N

b) inoculado con Glomus mosseae aislado S
- ¢) control no inoculado

194




-MPa

-1

N
N

CONTROL
g NaCi/l

b) 3,41

'MPa 3,0 _:

CONTROL 2 ' ]
g NaCl/

-MPa ]

n
)}
ad
o

T

4
g NaCl/l

o

CONTROL

Figura 15 :Efecto de 3 niveles de salinidad en el potencial
osmotico de P. vera , tiempo 2.
a) inoculado con Glomus mosseae aislado N
b) inoculado con Glomus mosseae aislado S

c) control no inoculado

195




3,0
2.8
MPa 26
2,4
2,2
2,0:
1,8
1,6
1,4 —3
1 ,2 E/ﬁr
110 ’ T i T T -
CONTROL 2 4
g NaCl/l
b) 3,0 -
2,8
MPa 26 -
2,4
2,2 4
2,0 4
1,8 +
1,6 -
1.4 — —4— —*
1,2 1 +
1,0 T ' T ; T
CONTROL 2 4
g NaCl/l
c) 3,0 1
2,8
MPa 2,6
2,4 1
2,2
i
16 1 *
1,4 1
1,2 1 B
1 ,0 1 M ] v )
CONTROL 2 4
g NaCl/l

Figura 16 :Efecto de 3 niveles de salinidad en la turgencia
de P. vera , tiempo 2.
a) inoculado con Glomus mosseae aislado N
b) inoculado con Glomus mosseae aislado S
c) control no inoculado
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Figura 17 :Efecto de 3 niveles de salinidad en la concentracién

de prolina de P. vera , tiempo 2.

a) inoculado con Glomus mosseae aislado N
b) inoculado con Glomus mosseae aislado S
c) control no inoculado
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Figura 18 :Efecto de 3 niveles de salinidad en el peso seco de

la parte aérea de P. vera, tiempo 2.

a) inoculado con Glomus mosséeae aislado N
b) inoculado con Glomus mosseaée aislado S
c) control no inoculado
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Figura 19 : Efecto de 3 niveles de salinidad en Ia colonizacién

V. A. de P. vera, tiempo 2.
a) inoculado con Glomus mosseae aislado N
b) inoculado con Glomus mosseae aislado S
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Figura 20 : Efecto de la salinidad en P. vera micorrizado y no
micorrizado (a las doce semanas de inicio del

tratamiento).
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4.4 ‘Discusion

El potencial hidrico del xilema de P. vera disminuye con el aumento de la
salinidad del agua de riego, independientemente del tratamiento: control no
inoculado. G. mosseae aislado N o aislado S. Estos resultado se mantienen
en todos los ensayos efectuados. En condiciones de riego normales, los
valores del potencial hidrico son inferiores en las plantas no inoculadas,
resultado que coincide con los obtenidos por Allen (1982). EI potencial
osmdtico disminuye con la salinidad de |Ia solucién de riego. Los vélores
obtenidos por las plantas inoculadas con G, mosseae, aislado S, sometidas a
niveles moderados de salinidad son menores (mas negativos), que los
obtenidos por las plantas inoculadas con el aislado N y las dé control no
inoculadas. En condiciones de salinidad mas pronunciada los valores
obtenidos no son significativamente distintos.

Las medidas del potencial de turgencia muestran un incremento en los valores
de las plantas control y de las inoculadas con el aislado N. Las plantas
inoculadas con el aislado S, mantienen su potencial de turgencia sin cambios
apreciables. A pesar del incremento en la turgencia de las plantas colonizadas
por el aislado N. los valores alcanzados son siempre inferiores, a los obtenidos
por las plantas no micorrizadas. El abonado con P, también disminuye el
potencial de turgencia de las plantas no micorrizadas, respecto al control sin
fertilizante. pero esta disminucién es menor que la obtenida mediante la
inoculacién con G. mosseae, aislado N. La obtencién de valores del potencial
de turgencia inferiores respecto a los de las plantas control por las plantas
Mmicorrizadas podria considerarse como un efecto negativo de la micorrizacién
sobre la capacidad osmoreguladora de la planta. Sin embargo Augé et al.,
(1986) han demostrado un aumento de la capacidad osmoreguladora de
Rosa sp. micorrizada, sometida a condiciones de estrés hidrico. Los resultados
de crecimiento. obtenidos en este trabajo, indican un efecto positivo de la
Micorrizacién en condiciones de estrés salino. Los andlisis de prolina en hoja
demuestran que en las plantas no micorrizadas, no varian los niveles de este
aminoacido con el estrés salino, mientras que en las plantas micorrizadas, se

-Seérva un aumento de la concentracion de prolina, para niveles moderados
de salinidad, que coincide con el mantenimiento del crecimiento.
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P. vera puede considerarse como un glicéfito altamente tolerante de la
salinidad (Sepaskhah y Maftoun, 1988), que realiza ajuste osmético
acumulando sales en sus hojas y raices (Walker et al., 1987). Sepaskhah y
Maftoun (1988) han observado el menor crecimiento de un cultivo de P. vera
ligado a un menor ajuste osmético y a una mayor acumulacién iénica en las
hojas, postulando que el ajuste osmético, mas efectivo, conseguido por otros
cultivos, habia de estar ligado a un incremento de solutos no iénicos. Pefia et
al., (1988). también sugieren un incremento en la cantidad de aminoacidos
libres, como factor de ajuste osmético en leguminosas en condiciones de
estrés hidrico. en las cuales la colonizacién MVA favorece la fijacién de
nitrdgeno. El incremento en la concentracién de prolina, observado en el
experimento 4, tiempo 2, coincide con el mantenimiento del crecimiento de las
plantas micorrizadas, que disminuye, al pasar la solucién de riego de 2 a 4 g
NaCl/l. Las plantas no micorrizadas, experimentan una disminucién del
crecimiento lineal y la aparicién de sintomas caracteristicos de toxicidad salina
en las plantas regadas con 4 g NaCl/l.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede sugerir que, en este caso, las
plantas micorrizadas consiguen mantiener su potencial de turgencia
incrementando la concentracién de prolina libre, mientras que las no
micorrizadas, l0 mantienen mediante la acumulacién de iones, descrita por
Walker et al.. (1987). Este acumulo de iones resulta con el tiempo perjudicial,
disminuyendo el crecimiento y causando la apariciéon de sintomas de toxicidad

salina.
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Discusion General
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Las micornzas VA representan un complemento del sistema radical de las
plantas hospedadoras que modifica las propiedades de absorcién de la raiz, a
consecuencia de lo cual, se ha observado una mejora en la nutricién,
sobretodo en la fostorada (Barea y Azcon-Aguilar, 1983). Este sistema radical,
modificado por las MVA, puede representar un factor critico, en situaciones de
estrés, de deficiencias nutritivas o en situaciones de competitividad (Mosse et
al., 1981).

En condiciones de estrés hidrico los experimentos realizados indican que, las
MVA mejoran las relaciones hidricas en muchas situaciones (Augé et al., 1987)
(Azcon et al.. 1988) (Pefia et al., 1988). En situaciones de aridez, ademas del
estrés hidrico, hay que tener en cuenta, los excesos de sales solubles que,
actualmente afectan a un 40% de las 4.10° ha de suelo potencialmente
cultivable (Rains. 1979). A pesar de su probable importancia, el estudio de la
simbiosis VA en condiciones salinas, se ha iniciado recientemente (Hirrel y
Gerdemann, 1980).

Este trabajo ha pretendido aclarar algunos aspectos del efecto de la simbiosis
en las plantas sometidas a estrés salino. Los efectos, hasta ahora observados
en plantas en condiciones de estrés salino, han sido diversos (Buwalda et al.,
1983) (Pond et al.. 1984) (Pfeiffer y Bloss, 1988), ello puede atribuirse a que el
hongo simbionte y la planta hospedadora son distintos en todos los casos
estudiados.

En una primera parte de este trabajo, se ha aislado un hongo, procedente del
muestreo de un entorno salino, para comparar sus caracteristicas con un
aislado de la misma especie, procedente de un habitat mesico.

En el curso del muestreo, efectuado en el Delta del Ebro, se ha observado la
presencia de la simbiosis VA en especies tipicas de ecosistemas de dunas,
incluyendo algunas plantas que pertenecen a familias normalmente no
micorrizicas. Los hongos aislados de este ecosistema coinciden con los
aislados de otros ecosistemas. La recuperacion en cultivo puro, del mismo tipo
de hongos, aunque en el muestreo se observen otros géneros y especies,
puede ser consecuencia del sistema empleado. Las caracteristicas de este
sistema, favorecen el aislamiento de hongos agresives, con periodos de
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latencia y ciclos de vida cortos. Estas limitaciones, se habran de tener en
cuenta. si se quieren hacer estudios ecolégicos de poblacién en un
determinado ecosistema.

De todos los hongos aislados, se seleccioné Glomus mosseae, para comparar
su comportamiento frente a una cepa de coleccién del mismo hongo,
procedente de Rothamsted (Inglaterra).

En la evaluacion del efecto de la salinidad en la fase no simbi6tica del hongo,
se ha diferenciado el efecto osmético, del efecto téxico de la solucién salina.

En condiciones axénicas, el efecto de los dos solutos empleados, idnico y no
iénico, genera respuestas ligeramente distintas. Considerando el mismo rangd
de potenciales osméticos, las esporas de G. mosseae, aislado N, mantienen su
germinacion a potenciales bajos y moderados, siempre que estos sean
debidos a NaCl, pero no, si son debidos a manitol. El NaCl, a diferencia del
manitol, es un soluto que puede atravesar membranas celulares (Hasegawa
et al., 1984) (Hasegawa et al., 1986), lo cual puede generar toxicidad, pero
también tiene un efecto equilibrador entre las presiones osméticas interna y
externa. En este caso, la presion osmética de las esporas sera relativamente
baja, ya que son esporas de resistencia. La entrada de NaCl, comportaria una
entrada de agua, que permitiria la hidrataciéon de las estructuras celulares
necesarias para que se inicie la germinacion. El manitol, es un soluto que no
puede atravesar las membranas celulares, por lo que, unicamente penetra
agua a favor de gradiente, y debemos esperar, como asi sucede, que por ello
genere una respuesta lineal. Estos resultados, obtenidos para G. mosseae
(aislado N), en condiciones axénicas, concuerdan con los obtenidos por Hirrel
(1981) con Gigaspora margarita y distintas concentraciones de NaCl, en que
la germinacidn se mantenia, para concentraciones bajas y moderadas de sal.
Koske (1981), en su estudio sobre la germinacién de una cepa de Gigaspora
gigantea, aislada de un ecosistema de dunas maritimas, observo, como la
adicién de cantidades crecientes de polietilenglicol, un soluto no iGnico, que no
atraviesa membranas, inhibia de forma lineal, la germinacién de las esporas

en condiciones no axénicas.
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En condiciones no axénicas. se ha observado que, la germinacién del aislado
N de G. mosseae . responde de forma similar al NaCl y al manitol, resultado
gue contrasta con los obtenidos en condiciones axénicas. Estas diferencias,
pueden atribuirse, a un efecto de la desinfeccién en las propiedades de
permeabilidad de la pared de la espora, que resultaria, en un incremento en la
tasa de germinacion en los tratamientos con NaCl, pero también, en la
aparicion de efectos residuales del NaCl, a consecuencia de tratamientos
drasticos. La germinaciéon del aislado S, es mucho menos sensible a la
disminucidn de potenciales osméticos, que la del aislado N. Esta capacidad de
germinacion del aislado S, a potenciales osméticos bajos, se ve incrementada,
si el causante de la disminucién del potencial es NaCl.

El crecimiento inicial del micelio, a partir del tubo germinativo, se ve mas
afectado, por la disminucion del potencial hidrico que la germinacién, como ya
observé Tommerup (1984) en Acaulospora laevis y Glomus caledonium. El
aislado N de G. mosseae, responde de forma similar, a la disminucién de
potencial osmético, cualquiera que sea el soluto empleado. El aislado S, sin
embargo, ve favorecido su crecimiento, por concentraciones moderadas de
NaCl, mientras que. su comportamiento frente al manitol, es paralelo al
observado para el aislado N.

Las diferencias observadas, en la respuesta de dos aislados de un mismo
hongo, tanto en su tasa de germinacién, como en el crecimiento inicial de
micelio, indican, la posible existencia de ecotipos, fisiolégicamente adaptados,
a las distintas condiciones del suelo, como se ha descrito para otras
situaciones de estrés (Barea, 1991).

Para valorar, los efectos de la salinidad, en la fase simbionte de los hongos VA,
y también, el efecto de la micorrizacién en condiciones salinas, se ha escogido
Pistacia vera como planta hospedadora. P. vera, es una planta glicéfita, cuya
resistencia a la salinidad ha sido ya estudiada (Sepaskhah, et al., 1985). Se
determiné mediante un muestreo que, P. vera es una planta micotrofa
facultativa. En cultivo intensivo, puede crecer sin formar la simbiosis, aunque
su colonizacién sea frecuente, sobretodo, en sistemas agricolas con aportes de
.-onado y pesticidas reducidos. La sintesis de la simbiosis en invernadero,
confirma los resultados del muestreo: la colonizacién interna disminuye con el
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aporte de P. y las diferencias de crecimiento, entre plantas inoculadas y no
inoculadas. disminuyen.

El riego de plantas de P.vera no micorrizadas, con una solucién salina de
hasta 6 g NaClil. produce, disminucién del crecimiento y aparicién de sintomas
de toxicidad salina. La micorrizacién, no produce variaciones importantes en
los parametros hidricos, pero si, en el crecimiento, que se mantiene estable, y
no se observan efectos de toxicidad salina.

Las plantas micorrizadas, incrementan los niveles de prolina, con el aumento
de la salinidad en la solucién de riego, mientras que, las concentraciones de
este aminoacido, permanecen invariables, en las plantas no inoculadas. A
pesar de la disminucién de la presién hidrica en P. vera micorrizado o no, la
turgencia se mantiene. La prolina, puede ser el factor del mantenimiento de los
niveles de turgencia en las plantas micorrizadas, mientras que, en las plantas
no micorrizadas, podria deberse a un acumulo de sales (Sepaskhah et al.,
1985) (Sepaskhah y Maftoun, 1988). De esta forma las micorrizas, tendrian un
efecto directo sobre la osmoregulacion de P. vera. Este efecto, no parece venir
mediado por una mejora en la nutricién fosforada, tal como han demostrado
Augé etal ., (1987) para Rosa sp. y Pefia et al., (1988) para Trifolium.

La colonizacién VA de las raices de P. vera, alcanza una mayor extension, en
condiciones de riego con agua destilada, cuando el hongo inoculado es G.
mosseae aislado N. A medida que va aumentando la salinidad, el porcentaje
de colonizacion del aislado N disminuye, mientras que, el del aislado S, no
experimenta variaciones significativas. La disminucién de la colonizacién
interna de G. mosseae, aislado N, con el aumento de salinidad y el
mantenimiento del porcentaje de colonizacién del aislado S, parecen
confirmar. los resultados observados, en los ensayos realizados en la tase no
simbiética de estos hongos. Sin embargo, las plantas de P. vera, crecen mejor
si estan micorrizadas, sea cual sea el hongo simbionte. La salinidad afecta al
hongo en su fase extraradical, lo cual hace preveer un efecto en los fenémenos
de dispersién y supervivencia; también lo afecta en su fase intraradical, pero
sin consecuencias notables en el crecimiento de la planta hospedadora.
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Asi pues. los aislados N y S, podrian ser considerados, como edafotipos de
Glomus mosseae, siguiendo la terminologia sugerida por Benthlenfalway et
al.. (1989). Este término, se ha acufiado para diferenciar una especie clonal de
una especie bioldgica, tomando como base que, las especies asexuales no
tienen fondo comun geneético y no pueden mantener su integridad genotipica,
frente a un cambio microevolutivo. No se puede decir que, los aislados Ny S,
sean genotipicamente distintos, al menos, hasta no haberles mantenido en
cultivo. en las mismas condiciones, durante mas de un ciclo de vida, podemos
decir. sin embargo, que si, existen diferencias fenotipicas, que pueden ser
debidas. a diferencias adquiridas por el clon, o bien, a una seleccién de
poblacion que puede entonces ser reversible.

A corto plazo, no se puede concluir que, un hongo aislado de una zona salina,
sea mas eficaz, en promover el crecimiento de las plantas hospedadoras, en
condiciones de estrés salino, que un hongo aislado de un habitat mésico. A
medio y largo plazo, habran de considerarse otros parametros, como la
diseminacion y extensién posterior de la simbiosis, para poder valorar factores
de supervivencia y efectividad relativos a ambos hongos y determinar si,
efectivamente, los dos aislados son edafotipos distintos.
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Conclusiones
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1. Se confirmo, la presencia de micorrizas VA en ecosistemas pioneros, como
son dunas en proceso de asentamiento. Se observé, la presencia de ia
simbiosis en la planta dominante de uno de los sistemas muestreados:
Limonastrum sp., y la colonizacion de especies pertenecientes a familias
mayoritariamente no micorricicas e.g. Salicornia europaea.

2. Se identificaron y se aislaron 4 especies de hongos formadores de
micorrizas VA pertenecientes al género Glomus . De entre gllas merece
especial mencion G. claroideum, especie hasta ahora no descrita en Europa.

3. Se determind que, tres especies de Pistacia : P. vera, P. terebinthus y P.
atlantica, son plantas micétrofas facultativas.

4. Se confirmé, la elevada resistencia de P. vera a condiciones salinas.

5. Se determind, la existencia de un efecto positivo de la simbiosis micorricica
sobre P. vera, en condiciones de estrés salino. Las plantas micorrizadas,
mantienen su crecimiento y no muestran sintomas de toxicidad salina. Parte de
este efecto positivo, puede venir mediado, por la sintesis y acumulacién de
prolina, en los tejidos de las plantas micorrizadas.

6. Se observd, la existencia de diferencias de comportamiento en la fase no
simbidtica, de dos aislados de G. mosseae. El aislado S, procedente de un
entorno salino, tiene una mayor resistencia a potenciales osméticos mas
negativos que el aislado N, que es originario de un ecosistema no salino.

7. Se observaron, diferencias en el efecto de la salinidad, sobre la
colonizacién interna de G. mosseae, aislados S y N, en P. vera.El aislado S,
de un entorno salino, mantiene sus niveles de colonizacidén,
independientemente de los niveles de salinidad en el agua del riego, sin
embargo, la capacidad de colonizacién del aislado N, procedente de un
entorno no salino, disminuye en funcién de la salinidad del agua de riego.

8. Se puede decir, sin embargo, que si existen diferencias fenotipicas entre los
aislados N y S de G. mosseae, posiblemente debidas, a diferencias adquiridas
por el clon, o bien, a una seleccién de poblacién, que puede entonces ser

reversible.
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