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I. INTERES DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

Las micorrizas son asociaciones simbiéticas mutualistas que se desarrollan entre las
raices de la mayoria de las especies vegetales superiores y ciertos hongos del suelo. Se
trata de una simbiosis “casi universal", no sélo por el nimero de plantas susceptibles, sino
también por su ubicuidad en la inmensa mayoria de los habitats naturales. Los hongos
formadores de la micorriza colonizan la corteza de las raices y, en perfecto equilibrio biolégico,
establecen con la planta una serie de interrelaciones biotréficas. La planta suministra
substratos energéticos y funcionales al hongo y éste, por medio de su red de hifas externas,
capta nutrientes, principalmente fosfato, de la solucion edafica y transfiere estos iones a la
planta hospedadora mediante mecanismos, inespecificos unos y especificos otros, de gran
eficacia. Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) se caracterizan, también, por
facilitar el enraizamiento asi como incrementar el crecimiento de la planta hospedadora bajo
situaciones de estrés (infeccion por patégenos, sequia, salinidad, etc). En determinadas
circunstancias, las alteraciones fisiologicas producidas por la colonizacion MA en el huésped
parecen ser los principales mecanismos implicados en los efectos beneficiosos obtenidos.

Para establecer las bases ecofisiologicas y bioquimicas que regulan los procesos de
superacion del estrés se ha utilizado una planta modelo, de f4cil manipulacién, rapido
crecimiento y caracterizada por una alta sensibilidad al estrés hidrico y salino asi como por
disponer de un sistema foliar adecuado para las determinaciones fisiologias a realizar. La
especie vegetal seleccionada ha sido la lechuga (Lactuca sativa L.).

En la presente investigacion nos vamos a centrar en el estrés hidrico y en el
componente osmotico del estrés salino, por considerarlos los dos procesos abidticos
estresantes de mayor incidencia en los ecosistemas del entorno. Es por ello que se han
seleccionado como modelos de estrés los producidos por limitacién hidrica con incidencia
directa en la concentracion salina del medio.

El hecho de que los hongos formadores de micorrizas arbusculares estén presentes en
todos los suelos donde las plantas crecen es una indicacién de un elevado nivel de
adaptacion, incluso a condiciones ambientales limitantes conducentes a situaciones de estrés.
Estos hongos pueden adaptarse tanto a bajos como a altos niveles de agua en el suelo.
Algunos autores han sugerido que las micorrizas pueden ser mas importantes para el
crecimiento de las plantas bajo condiciones de sequia que bajo situacion de adecuado aporte
de agua. No obstante, los mecanismos a través de los cuales las micorrizas pueden
incrementar la resistencia a la sequia y/o tolerancia a la sal de la planta hospedadora no han
sido, aun, aclarados. Un tema de particular interés dentro de nuestros objetivos es distinguir



entre efectos indirectos, a través de una mejora generalizada en la nutricion de la planta, y
efectos directos del hongo en la mejora de las relaciones hidricas y alteraciones fisioldgicas de
la planta.

Extrapolando el rango de actuacion de fos hongos formadores de micorrizas a
situaciones comunes de estrés presentadas en los ecosistemas agronémicos y naturales de
nuestro entomo, sabemos que las propiedades de los suelos salinos que inhiben o reducen el
desarrollo y supervivencia de las plantas consisten en un pH desfavorable, desequilibrios
nutricionales y alteraciones en la estructura del suelo que reducen la aereacion y la capacidad
de campo de dichos suelos. De acuerdo con ello, se han identificado dos efectos como causas
probables de la toxicidad de la sal sobre varios tipos de plantas: el efecto i6nico y el
osmotico. El primero incluye interferencias en la planta con iones esenciales asi como una
disminucion de la tasa fotosintética. El segundo esta asociado con falta de extension de la
pared celular que llega a originar el cese del crecimiento.

Experimentos realizados en campo han evidenciado que la introduccién de hongos
formadores de micorrizas arbusculares en lugares afectados de salinidad, mejora rapidamente
la tolerancia y crecimiento de la planta hospedadora. A pesar de que esta resistencia de las
plantas micorrizadas al estrés salino ha sido atribuida a ia mejora en la nutricién mineral,
particularmente P, el efecto de los hongos arbusculares no debe limitarse exclusivamente a
este mecanismo. De hecho, los hongos MA pueden influenciar la produccion de fitohormonas,
mejorar la captacion de agua o el ajuste osmotico, para mantener el turgor foliar y un favorable
balance hidrico, asi como afectar a parametros fisiolégicos de la planta como tasa fotosintética,
transpiracion, conductancia o eficiencia en el uso del agua. La alteracion de estos procesos
fisioldgicos vegetales por parte de los hongos MA puede ser un importante determinante de
eficiencia simbidtica bajo condiciones de estrés.

Dentro de estas consideraciones, otro de los grandes problemas que afectan a la
produccion vegetal es la falta de agua para los cultivos. A pesar de que el agua es el
compuesto mas abundante en la tierra, la falta de agua es el mayor factor limitante, a escala
global, de la productividad de las plantas terrestres. Las pérdidas mundiales en las cosechas
debido al déficit de agua exceden, probablemente, de las pérdidas debidas a otras muchas
causas combinadas.

Varios mecanismos han sido propuestos como posibles causas del incremento de la
resistencia a la sequia por parte de las plantas micorrizadas. Asi, se sabe que una mejora en
la nutricion de la planta aumentara la resistencia a la sequia. El ajuste osmético que origina
mantenimiento del tugor foliar se ha asociado con el contenido en Ky prolina de las células.
Este elemento es un factor esencial que influencia la apertura y cierre de estomas,



conductancia estomatica, transpiracién y fotosintesis. También ha sido apuntado que puede
existir una captacion directa de agua por los hifas fungicas. Otros mecanismos a considerar
son cambios en los niveles hormonales asi como alteraciones anatémicas en las raices
infectadas, que se encuentran incrementadas en las plantas micorrizadas.

Un factor a tener en cuenta es que los hongos arbusculares difieren en su capacidad
para adaptarse y funcionar en diferentes condiciones ambientales. En general, la tolerancia de
distintas especies de hongos arbusculares es diferente y, probablemente, en ello influyan
varias causas. La adecuada seleccion de endofitos es un hecho de indudable interés practico.
Las diferentes capacidades mostradas para resolver un problema de estrés se puede
relacionar con diferentes mecanismos fisioldgicos, hormonales y nutricionales resultantes de la
compatibilidad de los simbiontes con las condiciones ambientales.

Ante la problematica expuesta, en el presente estudio, nos propusimos los siguientes
objetivos:

1) Determinar el grado de compatibilidad funcional de varios hongos MA disponibies en la
coleccion de este Departamento y su efectividad en el mantenimiento de las relaciones hidricas
en plantas de lechuga sometidas a periodos sucesivos de estrés hidrico.

2) Evaluar el efecto del estrés salino sobre el crecimiento, ajuste osmético y procesos
fotosintéticos en plantas micorrizadas, control y fertilizadas con P.

3) Determinar si el estrés salino (suelo previamente salinizado) afecta a la capacidad infectiva
y a la eficacia simbidtica de un hongo de coleccién frente a uno autéctono adaptado a suelos
salinos.

4) Evaluar la contribucion de las hifas fungicas a la captacion de agua por plantas
micorrizadas, en relacion con el nivel de agua disponible en el medio.

5) Comprobar la viabilidad de esporas MA después de un periodo de almacenamiento en
suelo con diferentes niveles de potencial hidrico.

6) Determinar el efecto del Ca2* sobre la resistencia al estrés hidrico (osmotico) producido
mediante la aplicacion de PEG en plantas control y micorrizadas.

7) Determinar el papel de tres hongos MA en la adquisicion de K por plantas de lechuga y sus
efectos en la proteccion frente al estrés originado mediante PEG.



8) Estudiar el efecto del estrés hidrico sobre la actividad superoxido dismutasa (SOD) en
plantas de lechuga micorrizadas o no.

9) Estudiar el efecto del estrés hidrico sobre la actividad nitrato reductasa (NR) en plantas de
lechuga micorrizadas 0 no.



Il. INTRODUCCION.

2.1. El estrés hidrico por sequia.
2.1.1. Generalidades.

A pesar de que el agua es el compuesto mas abundante en la tierra, la falta de agua es
el factor limitante de la produccion vegetal mas importante a escala global (Turner y Kramer,
1980). Probablemente, las pérdidas en produccion de las cosechas debidas a déficit hidrico
exceden a las pérdidas por muchas otras causas combinadas.

Se suele considerar zona drida a aquella en la que las precipitaciones son escasas 0
nulas y la humedad atmostérica muy baja. Sin embargo, factores ajenos a la precipitacion
limitan seriamente el aprovechamiento del agua. Entre estos factores destaca, como el méas
importante, la temperatura, que condiciona directamente la intensidad de evaporacion.

Tanto desde el punto de vista meteorolégico, como ambiental, se puede definir la
sequia, como la falta o insuficiencia de precipitacién durante un periodo largo de tiempo, que
provoca un desequilibrio hidrolégico considerable y, por lo tanto, restriccion en el suministro de
agua para las plantas. Se presenta cuando la evaporacion y la transpiracion exceden a la
precipitacion durante un periodo considerable de tiempo, y constituye el azar fisico mas grave
que afecta a los cultivos.

2.1.2. Tipos de sequia.
Segun Sanchez-Diaz (1989), existen cuatro tipos basicos de sequia:

-Sequia permanente. Caracteristica de los climas secos. La escasa vegetacion esta
adaptada a la aridez y no es posible una agricultura de altos rendimientos sin riego continuo.

-Sequia estacional. Se presenta en aquellos climas que tienen estaciones anuales
lluviosas y secas bien definidas.

-Sequia impredecible. Se refiere a un fallo anormal en la precipitacion; se puede
presentar practicamente en cualquier lugar, pero es méas caracteristica de climas humedos y
subhimedos.




-Sequia no aparente. Cuando por temperaturas altas y/o vientos fuertes se inducen
tasas elevadas de evaporacién y transpiracion. En estas condiciones, incluso las liuvias

frecuentes pueden resultar insuficientes para restaurar la cantidad de agua perdida, afectando
también al rendimiento.

2.1.3. Captacion del agua por la planta.

El abastecimiento de agua es un factor esencial en la vida de la planta. La pérdida de
agua por las hojas en la transpiracion es un proceso inevitable pero necesario para la vida
vegetal, ya que, entre otros, contribuye a constituir un sistema circulatoria abierto y posibilita
el intercambio de CO2 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 (Estain, 1991). La magnitud que rige los movimientos del aguaen la
planta es el potencial hidrico (¥). Dicho parametro constituye la resultante de fuerzas de
origenes diversos (osmética, capilar, de imbibicién, turgente etc.) que liga al agua, al suelo o a
los diferentes tejidos del vegetal, e indica la tendencia de las moléculas de agua para
difundirse, evaporarse o ser absorbidas (Sanchez-Diaz, 1991). Normalmente, se expresa en
términos de presion. Por convencién, el ¥ del agua pura es cero y, puesto que el ¥ de la
planta es inferior al del agua libre, ordinariamente, tiene un valor negativo. En este sentido el ¥
sera menor, 0 mas negativo, a medida que la concentracién de solutos o el grado de déficit
hidrico de la planta aumente. Los dos componentes esenciales del potencial hidrico son el
potencial osmotico (IT) y el potencial de turgencia (P). La relacion que existe entre los dos
componentes es: ¥ =TT+ P.

El concepto de potencial hidrico ayuda a comprender la absorcion, movimiento y
pérdida de agua. El agua se mueve desde una region de mayor a otra de menor potencial
hidrico. Por lo tanto, en el interior de una planta ¥ es mas elevado en las raices, haciéndose
progresivamente menor en el tallo y encontrandose el valor mas bajo en las hojas.

2.1.4. La falta de agua en la planta.

Frecuentemente, en dias calurosos y soleados, se presentan déficits hidricos al
mediodia debido a que, temporalmente, la pérdida de agua excede a la absorcion. Por el
contrario, los déficits a largo plazo son provocados por una disminucion de agua en el suelo. A
medida que un suelo se seca y el potencial hidrico del mismo va tomando valores cada vez
mas negativos, las plantas han de disminuir su potencial hidrico con el fin de mantener el
gradiente de potencial necesario para la absorcion de agua. Tedricamente, esto puede ocurrir
de dos maneras: disminuyendo el potencial osmético (por acumulacion de solutos), o
reduciendo la turgencia (mediante simple deshidratacién). En los suelos sometidos a sequia, el




mecanismo mas importante es la disminucién del potencial osmético, bien mediante una
estimulacion de la acumulacién de iones inorganicos, o bien mediante un aumento en los
niveles de solutos organicos. Tal ajuste osmético u osmorregulacion puede llegar a impedir la
caida en la turgencia de la raiz (Morgan, 1984).

El potencial hidrico de la planta experimenta cambios mas o menos ciclicos, con
valores mas elevados al amanecer y al anochecer, siendo menores al mediodia, cuando es
maximo el desequilibrio entre transpiracion y absorcion. La amplitud de esta tendencia
aumenta con el grado de sequia en el suelo. Existe, por lo tanto, durante el dia un déficit
hidrico provocado por alta transpiracion y resistencia elevada en las raices. Por la noche,
cuando cesa la transpiracion, los déficits hidricos diumnos se eliminan gradualmente y, con el
tiempo, el potencial hidrico de la planta alcanza un cierto equilibrio con el del suelo.

Cuando las altas tasas de transpiracion acenttan el gradiente de potencial hidrico en la
planta, disminuye el potencial de la raiz y, finalmente, la turgencia. En esta situacién se puede
presentar encogimiento de la raiz, lo cual provoca no sélo una reduccién en el crecimiento de ia
misma sino, también, la pérdida de contacto con las particulas de suelo. En estas condiciones,
la absorcion se hace cada vez mas dificil debido, también, a un aumento en la resistencia
hidraulica del suelo.

Cuando el potencial hidrico del suelo desciende por debajo de un nivel critico, cesa la
absorcidn y la planta muere. El efecto en las plantas de estos ciclos diarios de potenciales
hidricos bajos depende del grado de recuperacion del xilema asi como de si se presenta 0 no
osmorregulacion en las hojas. Si ésta no tiene lugar, inevitablemente, la caida del potencial
hidrico foliar provocara una disminucion de la turgencia, que desencadenara el cierre estomatico
y reduccion de la expansion celular.

2.1.4.1. Efectos fisiolégicos y metabdlicos de la falta de agua en la planta.

El efecto mas importante de, incluso, un déficit hidrico ligero, es la reduccion del
crecimiento, siendo especialmente sensible la expansién celular. Durante estreses suaves
puede continuar la sintesis de materiales de la pared celular, de tal modo que el retraso en el
crecimiento se puede superar tras la recuperacion. La division celular, aunque resulta afectada
por el estrés hidrico, normalmente es menos sensible que la expansion celular. El déficit hidrico
también modifica el desarrollo y morfologia vegetal. Asi, por ejemplo, la diferente sensibilidad a
la sequia de las raices y partes aéreas, conduce a aumentos en la relacién raiz/parte aérea. El
déficit hidrico también aumenta la caida de hojas y frutos, especialmente tras la desaparicién
del estrés. Asi mismo, y como consecuencia de una disminucion de la expansion y division
celular, se reduce el tamafo de las hojas.




Igualmente, el déficit hidrico ocasiona cierre estomatico y, por tanto, disminucion de la
tasa transpiratoria y de absorcién de CO2. La fotosintesis también se afecta como
consecuencia de efectos directos sobre procesos enzimaticos, transporte electronico y
contenido en clorofila. Se puede afirmar que cada aspecto del metabolismo y estructura fina
celular se ve afectado por el déficit hidrico (Hsiao, 1973). Entre dichos cambios merece
destacar los siguientes: incremento de las reacciones degradativas en relacién con las
sintéticas, disminucion de la sintesis de proteinas, aumento en la concentraciéon de
aminoacidos libres, especialmente prolina, glicina-betaina y azucares; todo ello conlleva
cambios importantes en las correspondientes actividades enzimaticas. Muchas de estas
alteraciones se pueden considerar adaptativas pero, en realidad, es dificil distinguir entre
cambios que son consecuencia de lesién celular o tisular, de los que representan auténtica
adaptacion. Por otra parte, la sequia puede inducir la transcripcién de ARN mensajeros,
codificando un gran nimero de proteinas (“shock proteins") que, en condiciones de Optima
disponibilidad de agua, no son sintetizadas.

2.1.5. Mecanismos vegetales de resistencia a la sequia.

Cuando el potencial hidrico del suelo desciende considerablemente, se hace mas dificil
absorber agua y las plantas se exponen al peligro de desecacién. En estas circunstancias,
las plantas desarrollan caracteristicas especiales que les permiten sobrevivir. En general,
estos mecanismos van encaminados a posponer el cierre estomatico (una de las respuestas
mas frecuentes al estrés hidrico) para que la planta siga asimilando el CO2 el mayor tiempo
posible.

2.1.5.1. Tolerancia a la sequia.

Las especies difieren entre si en el grado y periodo de tiempo de tolerancia a la sequia.
Los diferentes mecanismos de respuesta de la planta que permiten aumentar la tolerancia a la
sequia, tales como comportamiento estomatico, cambios morfolégicos en la hoja,
osmorregulacion y alteraciones en la relacién raiz/parte aérea ocasionan, al mismo tiempo,
reduccion en su capacidad de produccion de biomasa vegetal.

Existen grandes diferencias en la capacidad que presentan las plantas para tolerar la
sequia. Algunas de estas diferencias son consecuencia de adaptaciones a nivel de la planta
entera, tales como sistemas radicales dispersos y profundos; otras tienen jugar a nivel de
érgano, como por ejemplo, hojas muy cutinizadas y buen control estomatico de la

transpiracion, mientras que otras, tales como el ajuste osmatico y la tolerancia a la desecacion,
actuan a nivel celular.



Los mecanismos que contribuyen a la tolerancia a la sequia se pueden clasificar en
dos tipos importantes (Jones, 1992): 1) evitacion del estrés; es decir, aquellos mecanismos
que minimizan la presencia de déficits hidricos lesivos, 2) tolerancia al estrés; es decir aquellas
adaptaciones fisiologicas que permiten que las plantas continten funcionando, a pesar de la
presencia de déficit hidrico en las mismas.

Evitacion del estres.

a) Escape a la sequia. Las plantas que poseen este mecanismo no son, por lo
general, resistentes a la sequia. La supervivencia en los periodos secos solo requiere la
produccion, debidamente programada, de semillas u érganos especialmente protegidos de la
desecacion.

b) Conservacion del agua. La forma mas corriente de regular el equilibrio hidrico y
mantener la turgencia es reducir la pérdida de agua. Ello se consigue mediante: cierre
estomatico rapido y completo, cuticula gruesa y altamente impermeable, pérdida de hojas,
reduccion de la transpiracién y almacenamiento de agua.

c) Mantenimiento de la absorcion de agua. Muchas plantas que tienen éxito en habitats
secos, dependen del desarrollo de un sistema radical profundo y extenso que puede obtener

agua a partir de un volumen considerable de suelo o bien de una capa fredtica profunda.

Tolerancia al estreés.

Existen varias formas mediante las cuales las plantas mantienen la actividad fisiologica
a medida que disminuye el contenido o el potencial hidrico:

a) Mantenimiento de la turgencia.

Ajuste osmatico.

Cuando disminuye el potencial osmético de los tejidos en respuesta al desarrollo de
déficit hidrico intemo, es importante distinguir el componente resultante de una concentracion
pasiva de solutos, debido a deshidratacion del tejido, del originado por acumulacion activa de

los mismos. Es a este ultimo caso de osmorregulacion, al que se le denomina ajuste osmotico.

El ajuste osmadtico posibilita asi el mantenimiento, en condiciones de sequia, de la
turgencia y de los procesos dependientes de la misma, tales como expansién y crecimiento



celular, apertura estomatica, fotosintesis, etc. Por otra parte, retrasa el enrollamiento foliar y
mantiene el crecimiento de la raiz. Ordinariamente, el ajuste osmotico se presenta en plantas
sometidas a un estrés lento. Los solutos que participan varian pero, por lo general, ademas
de iones inorganicos (especialmente Kt y CI") y solutos orgénicos cargados eléctricamente
que se acumulan en la vacuola, se sintetizan y acumulan en el citoplasma moléculas organicas
sin carga especifica, que reciben el nombre de solutos compatibles, siendo los dos mas
frecuentes, la prolina y la betaina. Se ha observado que, en condiciones de sequia, también
se acumulan otras sustancias, tales como azicares reductores, sacarosa y pinitol (Antolin y
Sanchez-Diaz, 1992).

M@édulo de elasticidad elevado.

El desarrollo adicional de tejidos estructurales en muchas plantas xeromérficas, origina
células inextensibles (mddulo de elasticidad elevado). Esta caracteristica permite a las células
tolerar altas concentraciones osméticas, con la capacidad consiguiente de mantener la
turgencia hasta valores muy bajos de ‘.

b) Tolerancia a la desecacion.

La tolerancia a la desecacion se refiere a la capacidad del protoplasma para soportar
una gran perdida de agua, siendo ésta caracteristica adaptativa y tipica de cada especie. El
déficit hidrico provoca la pérdida progresiva de la turgencia protoplasmica y aumento en la
concentracion de solutos. El resultado final de estos dos efectos es la alteracion en la funcion
celulary la aparicion de lesiones en las estructuras protaplasmicas.

Las plantas de cultivo y, en general, todas las plantas vasculares se marchitan
rapidamente si su contenido en agua se desvia en tomo a un 15-30% del valor maximo.
Durante algunas etapas de su ciclo vital (semilla, rizomas o tallos sin hojas) el protoplasma
puede soportar potenciales hidricos muy bajos pero durante la mayor parte del desarrollo
vegetal no puede tolerar potenciales hidricos bajos sin sufrir lesiones.

Muchos de los solutos que surgen como consecuencia del ajuste osmético son
potencialmente eficaces protegiendo las proteinas citoplasmicas y membranas celulares de la
desecacion (Paleg et al., 1985).

2.1.5.2. Eficiencia en el Uso del Agua.

Cuando el suministro de agua es limitado, resulta importante considerar la Eficiencia en
el Uso del Agua, (EUA) en términos de materia seca producida por unidad de agua utilizada en
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la evapotranspiracion, es decir, incluye el agua evaporada desde la superficie del suelo asi
como la transpirada por la planta (Fischer y Turner, 1978; Hsiao y Lauchii, 1986). La EUA
hace referencia a un parametro de produccion, y un objetivo importante de la investigacion en
este area consiste en alcanzar una elevada EUA manteniendo, al mismo tiempo, una alta
productividad. No obstante, en el caso de resistencia a la sequia, la capacidad para
sobrevivir a déficits hidricos severos suele estar negativamente relacionada con la
productividad. Algunos autores (Tumer, 1986) han propuesto utilizar el termino "eficiencia
transpiratoria” para referirse a la produccion de materia seca por unidad de transpiracion,
reservando el término eficiencia en el uso del agua para referirse a produccién de materia seca
por unidad de evapotranspiracion, por lo que es mas adecuado utilizarlo cuando se trata de
plantas crecidas bajo condiciones de abundante humedad.

2.2. Estrés provocado por exceso de salinidad en el medio.

2.2.1. Generalidades.

Los suelos salinos ocupan mas del 7% de la superficie terrestre, y la produccién
agronémica y forestal de estos sitios es considerablemente baja (Jain et al., 1989). La
mayoria de los estreses provocados por salinidad en la Naturaleza son debidos a sales de
Na, principalmente CINa, aunque los ambientes salinos pueden contener una gran variedad
de otras sales. Las plantas capaces de soportar sin dafios aparentes altas concentraciones
de electrolitos en el ambiente donde crecen son denominadas haléfitas, en oposicion a las que
no pueden sobrevivir en tales condiciones o hal6fobas.

El limite de tolerancia a la salinidad viene indicado en primer lugar por un cese del
crecimiento, seguido por la muerte de los tejidos. A continuacién se sitian aspectos tales como
inhibicion de yemas, pérdida de turgor, caida de las hojas y, finalmente, marchitez irreversible
de la planta (Lewitt, 1952). Otro cambio tipicamente inducido por la salinidad es la apariciéon de
suculencia, mecanismo de dilucion interna de sales por absorcién de agua, lo que produce
células con una elevada proporcién volumen/superficie (Longstreth y Nobel, 1979).

A nivel subcelular parece que los organulos mas afectados son los cloroplastos,
ocurriendo una completa distorsion de su estructura, consistente en la desorganizacion del
sistema lamelar, fenomeno que impide reconocer claramente los grana en comparacién a
cloroplastos normales. El nicleo sufre un hinchamiento de su doble membrana, mientras que
en el aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico se detecta una acumulacion de vesiculas con
lipidos, posiblemente, destinados a la reparacion de estructuras dafiadas por la salinidad
(Poljakoff-Mayber, 1975). La salinidad también induce adelgazamiento y menor ramificacion en
las raices de plantas sensibles, aunque las caracteristicas mas llamativas ocurren en la
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anchura de las bandas de Caspary a nivel de las paredes radicales de las células A
endodérmicas, asi como en el nimero de capas celulares del cortex (Flowers, 1985).

2.2.2. Componentes del estrés por salinidad.

Los efectos de la salinidad sobre la fisiologia de los vegetales han sido clasificado$
como osmdticos, nutritivos y de toxicidad. En términos utilizados por la modema fisiologia del
estres, los dos primeros son efectos secundarios inducidos por el estrés salino, mientras que
el de toxicidad constituye un efecto primario debido a las sales.

Componente osmdtico.- Si la salinidad disminuye el potencial hidrico extemno por debaijo del de
la célula expone a la misma a un estrés hidrico secundario. Para distinguirlo del estrés por falta
de agua en el suelo, ya que ambos conducen a una tension de deshidratacion osmética, se le
conoce como sequia fisiologica (Wyn Jones, 1981). La principal evidencia de este estrés
hidrico es la depresion del crecimiento y de la produccién.

Componente nutritivo.- Ain cuando se eliminase el efecto osmético, una elevada
concentracion en sales repercute sobre los niveles de absorcién de algunos elementos
nutritivos principalmente porque disminuye la absorcién de agua por las raices debido a los
fendmenos de antagonismo y sinergismo en la absorcién y trasporte de los iones (Wyn
Jones, 1981). Altas concentraciones de Na*, CI-y otros iones encontrados en suelos salinos,
como Mg2+ 6 SO42, pueden inducir deficiencias de iones esenciales, especialmente K,
fosfatos o nitratos.

Componente toxico.- El dafo inducido por el estrés primario o de toxicidad puede ser directo,
de rapida aparicion identificado con un dafio a membranas; o indirecto, que requiere
exposiciones mas prolongadas al estrés (dias 0 semanas) para que se desarrolle y que cursa
con la alteracion de diversos procesos metabolicos.

El efecto toxico general de una gran variedad de sales es una disminucion en la tasa de
fotosintesis neta por unidad de area foliar (Taleisnik, 1987). En algunas ocasiones, el principal
responsable de esta disminucion parece ser el cierre de estomas causado por la alteracion en
el balance hidrico (Taleisnik, 1987). En otras, sin embargo, la reduccién parece debida a dafios
en las reacciones luminosas y bioquimicas de fijacion del CO2, aunque se conoce poco
acerca de los mecanismos celulares implicados (Kaiser, 1987).

También ha sido sefalado un metabolismo defectuoso del nitrégeno como posible

causa del dano indirecto por estrés salino. En muchas especies, la sal deprime la sintesis de *ﬁ
proteinas, mientras que aumenta la hidrolisis de las existentes. Como resultado se produce un
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acumulo de aminoacidos libres y también de sus derivados, algunos de ios cuales pueden ser
toxicos como putrescina y cadaverina. Igualmente, ha sido sefalado un aumento de la
actividad peroxidasica en hojas dafiadas por CINa, lo que conduce a la formacion de
melaninas y melanoidinas por oxidacion de tirosina en las areas necréticas. Asimismo, en
presencia de elevadas concentraciones de sal, se ha encontrado una ruptura de clorofilas y
otros pigmentos tales como carotenos y antocianinas. Finalmente, el dafio directo parece
deberse primordialmente a una alteracién de la permeabilidad diferenciat de las membranas,
causada por cambios en los lipidos y desnaturalizacion y agregacion de sus proteinas (Kylin
y Quatrano,1975).

2.2.3. Mecanismos vegetales de resistencia a la salinidad.

Es bien conocido que la resistencia de los vegetales a un estrés ambiental puede
deberse a evitacion (desarrollo de una barrera quimica o fisiolégica que impida a las células
sufrir una alteracion en el equilibrio interno) o a tolerancia (la céluia es capaz de soportar ese
desequilibrio por largos periodos sin dafios aparentes). Ambos tipos de resistencia pueden

ser encontrados tanto en el estrés primario de toxicidad como en el secundario osmético o
nutritivo.

2.2.3.1. Evitacion del estrés primario.

La planta puede utilizar alguno o varios de los métodos siguientes para evitar el estrés
salino intemo.

a) Exclusion de sales: Presumiblemente por disminucion de la permeabilidad selectiva
de la membrana a estos iones (Matoh et al., 1988).

b) Expulsion activa de sales: Existen numerosas evidencias electrofisiolégicas de esta
expulsion (Cheeseman, 1988). De los estudios cinéticos se desprende que existen dos
sistemas diferentes de ATPasas activadas por Nat y Kt en las células de plantas
haloresistentes. Uno de Optima actividad a elevadas concentraciones de K+ y que se localiza
en el plasmalema celular y otro localizado en el tonoplasto y que requiere aitas
concentraciones de Na*. De esta forma existiria un sistema de transporte que toma Na+ del
citoplasma y lo vierte a la vacuola (Rea y Sanders, 1987). Por tanto, esta bien documentado
que las bombas de expulsién de iones, conocidas como ATPasas de membrana,
desempefian un papel muy importante para mantener las funciones celulares en las plantas
haloresistentes, contribuyendo a que la concentracion de Na* libre en el citoplasma sea lo mas
baja posible.
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c) Dilucion de sales: Dado que lo esencial del efecto de las sales no es su cantidad
absoluta, sino su concentracion, una absorcion de agua en cantidad suficiente puede prevenir
un incremento peligroso de sales en el liquido tisular. Asi, en numerosas haléfitas cuando la
concentracion de solutos alcanza un determinado valor, las células (especialmente las del
parénquima) se alargan permitiendo un mayor contenido de agua que previene la

concentracion excesiva del liquido celular y conduce a la suculencia de la hoja (Munns et al.,
1983).

2.2.3.2. Tolerancia del estrés primario.

La tolerancia, parece ser un mecanismo de adaptacion a los habitats salinos superior
que el de la evitacion, puesto que posibilita a la planta para obtener agua a valores muy
negativos de potencial hidrico en su ambiente e impide su deshidratacion. Esa tolerancia se
fundamenta tanto en un alto grado de compartimentacion de los iones dentro de la célula como
en un adecuado ajuste osmético entre vacuola y citoplasma, adquirido por la acumulacion de
solutos organicos (osmorregulacion) (Wyn Jones y Gorham, 1983).

Existen dos posibles mecanismos de tolerancia al dafio producido por el estrés primario
(Wyn Jones y Gorham, 1983). a) La planta puede amortiguar el cambio en el balance i6nico,
excretando la sal absorbida en la vacuola. b) La planta puede tolerar el cambio en el balance
idnico. Este segundo mecanismo requiere estructuras protoplasmaticas y organulos capaces

de mantener sus propiedades normales en presencia del cambio idnico provocado por la
salinidad.

2.2.3.3. Resistencia al estrés secundario de deshidratacién.

Para que una planta pueda absorber agua e iones de un suelo altamente salino, el
potencial hidrico de sus células deberd ser ain mas negativo. Para conseguirlo, las células de
las especies haldfitas desarrollan una serie de mecanismos fisicoquimicos conocidos como
osmorregulacion (Yeo, 1983). Dado que el estrés osmético es un tipo de déficit hidrico, cuando
la planta esta expuesta a una solucién salina hiperténica existen dos mecanismos por los que
puede retener su turgor: a) Absorbiendo la sal, el agente osmético mas asequible y barato
termodinamicamente bajo condiciones salinas; b) Incrementando su concentracion de solutos
organicos, proceso que requiere gasto de energia metabdlica. Ambos mecanismos operan
simuitaneamente en las células de las plantas haléfitas (Wyn Jones, 1981).

Los iones absorbidos en gran cantidad se acumulan dentro de la vacuola mediante un

proceso activo (Lerner, 1985) la cual ocupa aproximadamente el 95% del volumen de la célula
madura en el caso de la hoja. Ese equilibrio osmético vacuola/citoplasma puede lograrse

14




también por un actimulo de iones o por otros mecanismos de ajuste. Actuaimente se piensa
(Gorham et al., 1985) que la acumulacién de varios solutos organicos compatibles es el
mecanismo preferencial de osmorregulacién entre vacuola y citoplasma en las células de
haldfitas.

En plantas superiores se han sefalado una serie de citosolutos compatibles, tales
como prolina, sorbitol, glicinabetaina y otros. La acumulacion de estos compuestos constituye
una respuesta casi universal al estrés hidrico, por lo que se ha propuesto que probablemente
la prolina actue como agente protector de la hidratacion de las proteinas, contribuyendo a fijar
agua, mas que como soluto osmético compatible.

2.3. Las micorrizas.

2.3.1. Generalidades.

El término “micorriza” (del griego "mikos", hongo, y “rriza", raiz) fué utilizado por vez
primera por Frank a finales de siglo pasado (Frank, 1885) para hacer referencia a determinadas
asociaciones existentes entre ciertos hongos del suelo y raices de plantas. No obstante, fué
en los afios 50 cuando se comenzd a poner de manifiesto la importancia real y el significado de
estas asociaciones, asi como su presencia en la practica totalidad de los sistemas suelo-
planta (Bonfante-Fasolo, 1984; Barea y Jeffries, 1995). En la inmensa mayoria de los habitats
naturales (Barea y Azcon-Aguilar, 1983), incluso en las condiciones mas adversas (Mosse et
al., 1981; Hayman. 1982a), estan micorrizadas aproximadamente un 97% de las plantas
superiores (Harley y Smith, 1983). Es decir, sus raices establecen asociaciones simbioticas
mutualisticas con hongos especificos del suelo en las que ambos organismos se encuentran
integrados de tal manera que dan lugar a una nueva entidad. Segun esto, en la mayoria de los
casos, el 6rgano de captacion de nutrientes de la planta es la "micorriza", y no la “raiz"
propiamente dicha (Harley y Smith, 1983).

Hoy se sabe que las micorrizas son tan antiguas como las propias plantas como se
deduce de la observacion del primer registro fésil que se conoce (f6sil Rhynie, datado en 370
millones de anos). La existencia de tal coevolucion ha dado lugar a diversas
interdependencias planta-hongo formador de micorrizas, de manera que, en la actualidad, se
puedan encontrar especies vegetales cuyo desarrollo apropiado, e incluso en algunos casos,
supervivencia, estan condicionados a la formacién de micorrizas (Barea et al., 1984;
Bethlenfalvay y Schiepp, 1994). Esta situacion sin embargo, es ain mas critica para los
hongos implicados en la simbiosis, puesto que no se ha logrado evidenciar que éstos sean
capaces de completar su ciclo de vida en ausencia de la planta hospedadora por lo que estos
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hongos deben ser considerados actualmente simbiontes obligados (Hepper 1984; Marx y
Cordell, 1989; Azcon-Aguilar et al., 1991)

Atendiendo a las caracteristicas morfoldgicas de la simbiosis, asi como a los taxones a
los que pertenecen las plantas y los hongos implicados, se pueden distinguir siete tipos de
asociaciones micorrizica (Harley y Smith, 1983; Morton et al., 1995). No obstante, las
micorrizas arbusculares (MA), encuadradas dentro de las endomicorrizas o micorrizas
endotroficas, llamadas asi por colonizar intracelularmente la raiz, son las mas ampliamente
distribuidas en la naturaleza. Aproximadamente el 90% de las especies vegetales terrestres
las forman (Kendrick y Berch, 1985; Trappe, 1986), las mayoria de ellas son de alto interés
econémico. El hecho de que la practica totalidad de las especies vegetales formen MA,
contrasta con que s6lo unas 150 especies de hongos las originan (Morton, 1988; Morton et al.,
1995), todos ellos pertenecientes al grupo de los Zigomicetos. En estas asociaciones, la
colonizacion de la raiz por las hifas del hongo es tanto inter- como intracelular, y se caracteriza
porque en las células mas internas del cortex, las hifas del hongo, mediante divisiones
dicotomicas sucesivas, dan lugar a unas formaciones carateristicas denominadas arbusculos,
donde se produce el intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta.

2.3.2. Las Micorrizas Arbusculares.

Las micorrizas arbusculares son el grupo mas importante dentro de las simbiosis
micorrizicas, tanto a nivel cuantitativo, como cualitativo, ya que entre las plantas que las
forman se encuentran la practica totalidad de las especies de interés agronémico e industrial
(Hayman, 1982b; Linderman, 1988). Solo algunas familias, entre ellas las Chenopodiaceae,
Cruciferae, Fumariaceae, Urticaceae y Poligonaceae, poseen especies que habitualmente no
forman este tipo de simbiosis (Trappe, 1986). Sin embargo, desde las primeras descripciones
a principios de presente siglo (Gallaud, 1905), hasta que su estudio fué retomado por Mosse
en los anos 50, se extiende una etapa en la que fueron practicamente olvidadas. Esto
probablemente fué debido a distintas circunstancias. En primer lugar, la presencia de la
simbiosis no origina cambios morfolégicos notorios en la raiz a nivel macroscépico, como ocurre
con las ectomicorrizas (Gerdemann, 1971; Bonfante-Fasolo y Bianciotto, 1995), por lo que
normalmente pasan desapercibidas, salvo que se les apliquen técnicas especificas de tincién
y posterior observacion microscopica. En segundo lugar, el hecho de que los hongos
responsables de su formacion no crezcan en los medios de cultivo habituales, ha
condicionado que durante mucho tiempo pasaran inadvertidos a los microbidlogos, a pesar de
ser unos de los grupos microbianos mas comunes de los suelos. En la actualidad, sin
embargo, se ha acumulado una gran informacion acerca de esta simbiosis, especialmente en lo
que se refiere a sus efectos sobre el crecimiento de la planta hospedadora. Los procesos
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fisiologicos y bioguimicos responsables de tales efectos, son, en cambio, mucho menos
conocidos.

2.3.2.1. Formacion de las micorrizas arbusculares.

En el suelo existen dos tipos de estructuras fungicas que pueden iniciar la formacién de
una MA. Por un lado, las esporas de resistencia producidas por estos hongos, capaces de
soportar condiciones muy adversas, por lo que son las principales responsables de la
supervivencia de los hongos formadores de MA en el suelo (Hayman, 1982a; Daniels, 1984).
Por otro lado, estan las hifas procedentes de una raiz previamente micorrizada, ya se
encuentre ésta formando parte de una planta viva, o bien se trate de fragmentos de raices
preexistentes (Hayman, 1982a; Daniels, 1984). Este ultimo tipo de indculo es mas eficaz que
las esporas en la colonizacién de un nuevo sistema radical, en el sentido de que la formacion
de la micorriza ocurre mas rapidamente, aunque también puede resultar mas "efimero", puesto
que no tiene tanta proteccion y es menos resistente ante eventuales condiciones adversas.
No obstante, se ha comprobado que las micorrizas, pueden mantener su capacidad infectiva
después de permanecer en el suelo seco durante periodos de tiempo de hasta seis meses
(Tommerup y Abbot, 1981).

No se tiene certeza de que otras estructuras fungicas que permanecen en el suelo,
como fragmentos de hifas o esporas secundarias, sean capaces de iniciar nuevas
colonizaciones (Warner y Mosse, 1980; Hayman, 1982; St. John et al., 1983), aunque en
algunos casos se ha puesto de manifiesto la capacidad del micelio, separado de la espora
madre, de mantenerse vivo e infectivo (Vidal, 1991), siempre que el suelo y sus agregados
permanezcan inalterados y no se rompa su estructura (Jasper et al., 1989a y b).

Las condiciones fisicas del suelo, en especial humedad y temperatura, parecen ser los
factores fundamentales que desencadenan la germinacion de las esporas (Siqueira et al.,
1985). Se sabe, en efecto, que éstas no requieren para germinar ningun tipo de nutriente, ni la
presencia de una planta hospedadora, si bien se ha observado que el proceso de
gemminacion puede, en ocasiones, ser estimulado por la presencia de exudados radicales y de
determinados microorganismos del suelo (Azcén, 1987; Azcon-Aguilar et al., 1988), o inhibido
por exudados radicales de plantas no hospedadoras (El-Atrach et al., 1989). Esto indica que
las esporas cuentan con el material genético y bioquimico necesario para llevar a cabo la
germminacion (Bagyaraj, 1984; Siqueira, 1987). No se conocen bien los mecanismos intrinsecos
que rigen la germinacion de las esporas, aunque se ha sugerido que se podria desencadenar
como consecuencia de los cambios biofisicos originados a nivel de la membrana de la espora
tras la entrada de agua durante el proceso de imbibicién (Siqueira, 1987). A partir e este
momento, tendria lugar una serie de procesos de sintesis de ARNs y proteinas, asi como la
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activacion de enzimas especificos (Hepper, 1979; Beilby y Kidby, 1982; Siqueira, 1987), que
darian como resultado la aparicién del tubo de geminacion.

A partir del tubo de germinacion, el hongo va a desarrollar un conjunto de hifas que
colonizan el suelo de alrededor de la espora de manera radial (Sanders y Sheikh, 1983). Estas
hifas cuentan con una cierta capacidad metabdlica, y en ellas se ha puesto de manifiesto la
existencia de determinados sistemas enzimaticos, como los implicados en la asimilacion del
nitrato (Ho y Trappe, 1975; Sundaresan et al., 1988), en el ciclo de Krebs (McDonald y Lewis,
1978), asi como cierta capacidad ATPésica (Lei et al., 1991).

Las hifas procedentes de la espora, denominadas "exploradoras", se desarrollan en el
suelo de forma erratica, y no experimentan ningun tipo de atraccién preferencial hacia las
raices de plantas hospedadoras. Cuando, de manera fortuita, alguna de ellas liega a la
rizosfera de una planta susceptible de formar miconizas, sufre una estimulacién que la induce a
ramificarse de forma masiva (Barea, 1986; Bécard y Fortin, 1988)

Si las hifas "exploradoras" no consiguen acceder a la rizosfera de alguna planta
susceptible de ser colonizada, al poco tiempo entran en una fase de degeneracion: el
citoplasma se retrae hacia la espora, y la hifa, al quedar vacia, se tabica y colapsa, entrando
la espora, de nuevo, en fase de dormancia. No obstante, cuando las condiciones del medio
sean favorables de nuevo, esa misma espora puede volver a germinar, y a emitir un nuevo
micelio "explorador”, y asi sucesivamente hasta que encuentre una raiz que pueda colonizar
con éxito, o degenere definitivamente (Koske, 1981; Bago, 1990). Esta capacidad para
germinar sucesivamente permite al hongo tener méas opciones para establecer la simbiosis con
una planta susceptible, y poder asi completar su ciclo de vida (Burggraaf y Beringer, 1989).

Cuando las hifas "exploradoras" consiguen acceder a la rizosfera de una planta
hospedadora, pasan a denominarse hifas "colonizadoras". Aqui su crecimiento se ve
notablemente estimulado por los exudados radicales existentes en la zona (Barea, 1986;
Bécard y Piché, 1989; Giovanetti et al., 1995) y, probablemente también, por la actividad de
los microorganismos rizosféricos alli presentes (Barea, 1986; Azcén, 1987). Si las hifas
provienen de una espora, se origina, mediante la ramificacién sucesiva de la hifa colonizadora,
una estructura de pre-infeccion en forma de abanico (Mosse y Hepper, 1975; Glenn et al.,
1988). Esta estructura, sin embargo, no se forma cuando las hifas proceden de una raiz ya
micorrizada (Powell, 1976). Se especula con que esto pueda deberse a la necesidad de las
hifas procedentes de las esporas de una captacion de nutrientes que active el micelio, ylo
fortalezca para la posterior colonizacién de la planta. En el caso de las hifas procedentes de
otra micorriza, ya tendrian estos nutrientes y no necesitarian captarlos, es decir, estarian
“activadas" (Barea et al., 1991). En cualquier caso, la formacién de esta estructura de pre-
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colonizacion es el primer signo de reconocimiento de la planta hospedadora por parte del
hongo arbuscular, atin en ausencia de contacto fisico (Barea et al., 1991). El desarrolio de las
hifas ya no es erratico, sino que a partir de ese momento son atraidas hacia la rizoplana

debido, al menos parcialmente, a compuestos voldtiles (Koske, 1982; Bécard et al., 1988:
Glenn et al., 1988)

La siguiente etapa en la colonizacién del sistema radical consiste en el contacto de la
hifa con la superficie de la raiz, y posterior penetracion en su interior. En general, se acepta
que los sitios mas habituales de penetracion coinciden con los lugares mas activos de la raiz.
Asi, se ha observado que la mayor frecuencia de puntos de entrada se produce entre 0.5 y
1.5 cm del meristemo apical (Harley y Smith, 1983), donde es mas rapido el crecimiento de la
raiz (Bécard y Fortin, 1988). La hifa experimenta una mayor atraccién hacia esas zonas,
puesto que en ellas la exudacion radical es mas abundante. Sin embargo, se han descrito
también inicios de colonizacion en otras zonas del sistema radical (Buwalda et al., 1984; Smith
y Gianinazzi-Pearson, 1988), aunque nunca en zonas dafadas o a través de heridas
(Hayman, 1983), lo que indica que la raiz debe encontrarse en buenas condiciones
fisiolégicas para ser colonizada.

Los mecanismos de penetracién del hongo en la raiz parecen ser una suma de
procesos mecanicos, por la presion ejercida por la hifa (Harley y Smith, 1983), y enzimaticos,
mediante la produccion de enzimas pectinoliticos y celuloliticos por parte del hongo
(Giovanetti et al., 1995). Estos enzimas se producen en pequefias cantidades, por lo que no
llegan a producir la degradacion total de las paredes celulares de la raiz, pero si la
desorganizacion de sus componentes (Garcia-Romera et al., 1990, 1991; Garcia-Garrido et
al., 1992). Por lo tanto, la hifa del hongo debilita primero la estructura de la pared vegetal al
contactar con ella, para ejercer luego una presién mecanica que le permite introducirse en el
interior de la célula. Se ha descrito también que esta presion favorece la exudacion por parte
del hospedador, lo que a su vez fortaleceria al hongo (Harley y Smith, 1983). Durante su
penetracion a través de la pared, la hifa sufre un estrechamiento del que se recupera una vez
dentro de la célula (Bonfante-Fasolo, 1984).

Una vez superada la barrera de la pared celular, la hifa se encuentra con el
plasmalema de la célula hospedadora. En la formacion de micorrizas es caracteristico el hecho
de que el hongo nunca penetra el plasmalema. La hifa de penetracion induce la invaginacion
del plasmalema de la célula hospedadora, de manera que queda envuelta completamente por
él, como si de un dedo en un guante se tratara. Entre la pared ftingica y el plasmalema de la
célula vegetal se va a mantener siempre una matriz con material fibrilar (Bonfante-Fasolo,
1984; 1994), que se hace continua con la pared de la célula no afectada por el hongo
(Grippiolo, 1981). Este material estaria formado por fibrillas de polisacaridos dispersas, que la
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célula vegetal produce como precursores de la pared celular, pero cuya polimerizacién estaria
impedida por el hongo (Dexheimer et al., 1986).

Cuando la hifa del hongo liega a las células mas externas del parénquima cortical,
puede producir en el interior de esas células unas circunvoluciones no ramificadas,
denominadas “ovillos" (Bonfante-Fasolo, 1984). A partir de aqui, la hifa de penetracion
continua avanzando hasta alcanzar la zona media del cortex, donde se va a producir la
extension rapida de la colonizacion, puesto que la hifa se ramifica y, a través de los espacios
intercelulares, comienza a recorrer longitudinalmente la raiz, agrupada en paquetes de 2 a 4
(Barea et al., 1991).

Ademas de recorrer longitudinalmente la raiz en el cértex medio, las hifas penetran
también en el cértex intemo, y alli contindan desarrollandose longitudinalmente, aunque a la
vez se ramifican lateraimente para penetrar en las células, donde se dividen profusa y
dicotdmicamente, dando lugar a la estructura mas caracteristica y compleja de esta simbiosis:
el arbusculo.

El arbusculo recibe ese nombre porque su estructura recuerda a la de un pequeno
arbol con tronco y ramificaciones. Ulega a ocupar hasta un 35% del volumen de la célula que lo
alberga (Alexander et al., 1988). Todas las ramificaciones que presenta, incluso las mas finas,
se encuentran rodeadas por plasmalema de la célula hospedadora, lo que ha de suponer un
incremento espectacular en ia superficie de membrana de ambos simbiontes a ese nivel. Se
calcula que la relacion area/volumen del protoplasto de una célula colonizada por un arbusculo
puede llegar a incrementarse en mas de 10 veces (Alexander et al., 1988). Aunque a lo largo
de toda la colonizacion de la raiz por el hongo se establecen interfases hongo-planta, las
originadas a nivel del arbusculo son mas especializadas, en el sentido de que en ellas las
paredes celulares de ambos simbiontes quedan reducidas a un minimo (Bonfante-Fasolo,
1984; Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988; Smith y Smith, 1990). Es por todo esto por lo que el
arbusculo se considera como la maxima expresion de esta simbiosis (Bonfante-Fasolo, 1984),

y el lugar mas especializado para el intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo (Marx
et al., 1982).

Los arbusculos presentan un ciclo de formacién y degeneracion continua en la raiz.
Tienen una vida media de entre 4 y 10 dias (Cox y Tinker, 1976). Cuando dejan de ser
funcionales, el citoplasma del hongo se retrae y sus ramificaciones se colapsan,
observandose al microscopio electrénico como estructuras desorganizadas (Bonfante-Fasolo,
1984).
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Los restos del arbuscuio degenerado acaban por desaparecer, y la célula que lo
albergaba vuelve a su situacion inicial, siendo susceptible de albergar otros nuevos (Harley
y Smith, 1983). En un principio se sugirié que el aporte de los nutrientes captados por el
hongo a la planta tendrian lugar mediante la degeneracion del arbisculo y posterior asimilacion
de los nutrientes contenidos en su interior por ias células (Strullu y Gourret, 1980). Hoy en dia
se sabe que los nutrientes transferidos por este mecanismo pueden justificar tan sélo un 1%
del total de nutrientes aportados por el hongo a la planta (Smith, 1980; Scannerini y Bonfante-
Fasolo, 1983; Bonfante-Fasolo, 1994), por lo que la transferencia de nutrientes del hongo a la

planta debe de ocurrir a través de las membranas intactas del hongo, cuando éste permanece
aun activo.

Ademas de los arbusculos, las hifas del hongo pueden originar en la colonizacion del
cortex unas estructuras globosas, de alto contenido lipidico, y con funcién de almacenamiento
o reserva, denominadas vesiculas (Bonfante-Fasolo, 1984).

Las vesiculas no son efimeras como los arbusculos, sino que desde que aparecen
van madurando y parece ser que, en algunas ocasiones, pueden llegar a convertirse en
esporas del hongo. La transformacion de estas vesiculas en esporas podria estar ligada a
situaciones de estrés para la micorriza, o a la muerte inminente de la planta.

Tras el establecimiento de los primeros arbusculos, las hifas extemas del hongo se
fortalecen y ramifican intensamente, originando el denominado "micelio extemo", que coloniza el
suelo de alrededor del sistema radical. Este micelio presenta dos tipos de hifas. Las primeras
son de pared gruesa y mas duraderas, y sobre ellas se van a originar unas vesiculas
externas que, al madurar, se transformaran en nuevas esporas de resistencia. A las
segundas, de pared mas fina, y mucho mas efimeras que las anteriores, se les atribuye el
papel de captar de nutrientes a partir del suelo (Barea et al., 1991). El micelio externo
constituye, por lo tanto, una red tridimensional de hifas cuya extension y distribucién varia
dependiendo de los organismos integrantes de la simbiosis (Smith y Gianinazzi-Pearson,
1988), pero que pueden llegar a colonizar zonas de suelo situadas entre 12 y 20 cm de
distancia de la superficie de la raiz (Barea et al., 1991). Se ha calculado que una raiz bien
micorrizada puede llegar a formar hasta 14 metros de hifas por centimetro de raiz, aunque lo
mas frecuente es la formacién de, aproximadamente 1 metro de hifas por centimetro cuadrado
de raiz (Abbott y Robson, 1985a; Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).

Algunas de las hifas del micelio externo recorren longitudinaimente la superficie de la
raiz, originando a su paso nuevos puntos de entrada. Estos puntos de entrada secundarios
pueden formarse a distintos niveles del sistema radical, incluso en zonas mas maduras del
mismo. Consecuentemente, la presencia del hongo en la raiz se va generalizando, y a medida
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que el sistema radical crece, se produce la colonizacién de las nuevas raices producidas,
mientras que el hongo va madurando en las zonas mas viejas, donde comienzan a predominar
las vesiculas con respecto a los arbusculos.

2.3.2.2. Morfologia de la simbiosis.
Cambios en las células de la planta.

El establecimiento de la simbiosis no origina en las raices cambios apreciables a nivel
macroscopico. Sin embargo, si que se producen modificaciones a nivel microscopico o

citologico, que van a depender del tipo de célula implicada (Bonfante-Fasolo, 1984; 1987;
1994).

Las células epidérmmicas colonizadas, sufren modificaciones a nivel de su pared y
membrana plasmatica, pero no en su citoplasma u organulos. Como en todas las células
penetradas por el hongo, la pared sufre una somera digestion y una desorganizacion parcial,
sumamente localizada, o que propicia la entrada de la hifa, que es rodeada por la membrana
plasmatica en todo su recorrido, aumentando, consecuentemente, la superficie de ésta, pero
sin sufrir, al parecer, ningun otro tipo de alteracion.

En el cortex medio no suele haber colonizacién intracelular, al ser ésta la zona de
expansion de la unidad de colonizacién, en la que las hifas se extienden fundamentalmente de
manera intercelular. Por lo tanto, son afectadas tan sélo en cuanto a la digestion parcial de sus
laminas medias y en un incremento en los espacios intercelulares.

Las células radicales que sufren las modificaciones mas notorias son las del cértex
interno, al ser colonizadas por arbusculos (Bonfante-Fasolo, 1984; 1987). Ademas de la
disrupcion parcial de la pared, en ellas el plasmalema incrementa su superficie de modo
espectacular (entre 6 y 12 veces), asi como el volumen citoplasmatico (entre 3 y 20 veces)
(Alexander et al., 1988). La vacuola se fragmenta en muchas vacuolas pequefas, con lo que
el tonoplasto incrementa su superficie mas de 2.2 veces y los granulos de almidén
desaparecen (Nemec, 1981). Asimismo, el nticleo aumenta de tamario, aunque esto no parece
deberse a la endorreduplicacion del ADN (Berta et al., 1990), sino a un desenrollamiento de su
estructura, lo que sugiere la existencia de una mayor tasa de transcripcion (Bonfante-Fasolo y
Perotto, 1992). Todos estos cambios, indican que estas células se encuentran
metabdlicamente activadas.

La colonizacion de la raiz por las hifas del hongo no contintia mas alla del parénquima
cortical, es decir, nunca penetra la endodermis, y, consecuentemente, nunca alcanza el cilindro
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vascular (Bonfante-Fasolo, 1984). Esto podria justificarse por la existencia de una barrera
fisica, la banda de Caspary, a la que la baja producciéon de enzimas liticos por parte del
hongo seria incapaz de afectar. Este es un hecho importante, puesto que marca una diferencia
notable con respecto a hongos patogenos, y refleja el control estricto que la planta ejerce
sobre la distribucion del hongo dentro de la raiz.

Cambios en el hongo.

Los cambios mas notables se producen a nivel de las paredes de las hifas, que
varian segun la zona de raiz en que se encuentren, aunque también se pueden observar
ciertos cambios a nivel de los componentes citoplasmaticos.

Las ramificaciones mas finas del micelio extemo presentan una pared muy delgada (2-
7 um), probablemente para favorecer la captacion de nutrientes. Las hifas externas mas
estables, sobre las que se forman las esporas, presentan un incremento en el grosor de la
pared, que pasa a tener ahora unos 20 a 30 um de espesor. El componente fundamental de
esta pared es la quitina, con organizacion fibrilar y estructura definida.

Ya en el interior de la raiz, las hifas intercelulares presentan una pared muy similar a la
de las hifas mas permanentes del micelio extemo. Se ha observado, sin embargo, que en
estas hifas la pared se encuentra envuelta en un material de caracter glucidico, lo que podria
ser un mecanismo de proteccion por parte del hongo, puesto que de esta manera ocultaria y
preservaria la quitina del ataque de quitinasas producidas por la planta como respuesta a la
penetracion fungica (Spanu et al., 1989). Esto parece indicar que la estrategia que el hongo
sigue, no consiste en inhibir los mecanismos defensivos de la planta, sino en evitar su
disparo (Bonfante-Fasolo y Perotto, 1992). Asimismo, la presencia de este material
impermeabiliza las hifas, impidiendo que el intercambio de nutrientes tenga lugar a un nivel que
no pueda ser controlado por el hongo.

A nivel de los arbusculos, la pared flngica va disminuyendo en grosor y grado de
organizacion, a medida que se avanza hacia sus ramificaciones mas finas: En éstas, llega a
tener tan solo de 30 a 50 nm de espesor y su organizacion ahora es amorfa, en lugar de
fibrilar. No se detectan ya indicios de la matriz glucidica, ni tampoco de quitina, aunque si la
presencia de su precursor, la N-acetilglucosamina (Glenn et al., 1988), lo que podria indicar
que la planta esta ejerciendo un control sobre su polimerizacion, facilitando asi que el
intercambio de nutrientes tenga lugar a ese nivel (Bonfante-Fasoio, 1987; Bonfante-Fasolo y
Scannerini, 1992).
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2.3.2.3. Formacion de interfases hongo-planta.

El hecho de que en ningln momento de la colonizacion de la raiz por el hongo se
produzca la perforacion de la membrana plasmatica de las células vegetales, va a propiciar el
desarrollo de una serie de interfases hongo-planta, que pueden ser consideradas como el
maximo exponente de la asociacion simbidtica (Bonfante-Fasolo y Scannerini, 1992).

Se puede considerar que se forman dos tipos de interfases de distintas caracteristicas
a lo largo de la colonizacion por MA: las no arbusculares y las arbusculares.

Las primeras se originan a nivel de la colonizacién intercelular e intracelular no
arbuscular de las hifas. Se caracterizan porque las paredes celulares de ambos simbiontes
aun forman parte de ellas, en gran medida. Airededor de las hifas del hongo, se deposita un
material que se hace continuo con las paredes de las células colonizadas, y que parece
provenir de su degradacién parcial, asi como de restos de las laminas medias que han sido
atravesadas por las hifas (Bonfante-Fasolo y Perotto, 1992). Por su parte, las hifas del hongo
conservan a estos niveles una gruesa pared (20-30um).

Al contrario de lo que sucede en invasiones por patégenos las interfases intercelulares
no presentan depdsitos de callosa ni compuestos fenélicos, producidos por la planta como
respuesta defensiva, lo que constituye una nueva prueba del reconocimiento entre los
simbiontes (Smith y Smith, 1990; Bonfante-Fasolo y Perotto, 1992).

En las interfases arbusculares, los vestigios de paredes celulares son minimos. Por
parte de la planta, aun aparece el material desorganizado de la pared, que ahora es mucho
mas fino y laxo que en las interfases no arbusculares (Bonfante-Fasolo y Scannerini, 1992).
La pared del hongo por su parte, como ya se ha dicho, se reduce al maximo, por lo que las
interfases arbusculares son en realidad unos sistemas "membrana-apoplasto-membrana” que
funcionan como un todo, y que, por elio, se consideran las zonas mejor adaptadas para lievar
a cabo la transferencia e intercambio de nutrientes (Bonfante-Fasolo y Scannerini, 1992).

2.3.2.4. Fisiologia de las micorrizas arbusculares.

Las MA son sistemas especializados en la captacion y transferencia de nutrientes,
mucho mas eficaces que las raices por si mismas. Por lo tanto, el establecimiento de esta
simbiosis en la que ambos organismos salen beneficiados, estd enfocada hacia la
consecucion de un-sistema fisiologico de eficacia optima en la captacion, translocacién e
intercambio de nutrientes. Este incremento en la eficacia de captacion va a estar determinado
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por las modificaciones fisiolégicas que sufre la raiz cuando es colonizada por un hongo
arbuscular.

Una de las modificaciones fisioldgicas mas relevantes en la micorriza es el cambio en la
localizacion de las zonas implicadas en la captacién de nutrientes con respecto a las raices no
micorrizadas (Jeffries y Barea, 1994). Mientras que las células epidérmicas son las unicas
encargadas de la captacion de nutrientes en una raiz, en la micorriza se pueden distinguir dos
zonas de captacion: la primera esta constituida por las hifas mas finas del micelio externo del
hongo, que, junto con las células epidérmicas de la raiz constituyen la nueva, y amplificada,
superficie captadora de la micorriza. La segunda zona se localiza en el cértex radical, y mas
concretamente en las interfases arbusculares hongo-planta.

En la zona de la interfase arbuscular, la "captacion” vendria dada, en realidad, por un
intercambio bidireccional de nutrientes: P, N y K entre otros, que son liberados por el hongoy

captados por la planta, mientras que el C procedente de la fotosintesis, es liberado por la
planta y captado por el hongo.

2.3.2.4.1. Fisiologia de la adquisicién de fosfato.

A través de los estudios fisioldgicos que se han llevado a cabo sobre las MA, se ha
puesto siempre de manifiesto la actuacion preferente de la micorriza sobre la captacion y el
aporte de P a la planta (Gianinazzi-Pearson y Azcén-Aguilar, 1991; Jakobsen et al., 1994)).
El que este elemento sea esencial para los sistemas bioldgicos, y, sin embargo,
habitualmente se encuentre en el suelo en concentraciones muy bajas (del orden de 10°a
106 M), justifica el interés por conocer los mecanismos que presenta la micorriza para ser mas
efectiva que las raices no micormrizadas en su captacion.

Los niveles de P en las plantas micorrizadas son, en general, muy superiores a los de
las no micorrizadas (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988), lo que se explica por un mayor flujo
de P hacia la planta, gracias al aumento en la superficie de captacion, como consecuencia de
la formacién del micelio externo del hongo (Cooper y Tinker, 1978; Jakobsen et al., 1994;
Jakobsen, 1995). Segun Cress et al. (1979), a esto habria que aiiadir un incremento en la
afinidad de las micorrizas por el P, puesto que en ellas se han descrito valores mas bajos de

la constante de Michaelis-Menten (Km) para la absorcién de fosfato qgue los obtenidos en
raices sin micorrizar.

El transporte de nutrientes en la micorriza se suele dividir, para su estudio, en tres
etapas: la captacién del nutriente por el micelio externo del hongo; su transiocacion a lo largo
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de las hifas hasta el cortex interno de la raiz; y por ultimo, su liberacién a la interfase
arbuscular y transferencia a las células corticales.

La captacion del P soluble por las hifas externas del hongo arbuscular se ha puesto
de manifiesto en diversas ocasiones (Li et al., 1991a y b; Jakobsen et al., 1992). La diferencia
de concentracion de P entre el suelo y las hifas del hongo, del orden de 1 a 1000, apunta
hacia la necesidad de que la captacion se lleve a cabo mediante procesos activos. Puesto
que la absorcién activa de nutrientes es dependiente de la HT-ATPasa asociada a membrana
(Serrano, 1989), es muy probable que este enzima se encuentre implicado en en la captacion
activa de P por el micelio externo, y mas aun cuando su presencia se ha detectado en las
hifas de determinados hongos arbusculares cultivados in vitro (Lei et al., 1991). La tasa
estimada de entrada de P por el micelio extemo oscila entre 2a 8 x 10"°mol cm™ s™' (Li et al.
1991a y b).

Una vez que las hifas extemas han captado el P del suelo, éste es translocado a lo
largo del micelio del hongo, salvando en ocasiones distancias de mas de 11cm (Li et al., 1991),
para ser, finalmente, transferido a las células corticales de la raiz. El fosfato es un compuesto
osmdtico y eléctricamente activo, por lo que, si no fuese neutralizado en el citoplasma del
hongo, podria ocasionarle graves trastornos metabdlicos. Estudios a nivel ultraestructural
indican que la mayor parte del P se transporta en forma de granulos de poli P (osméticamente
inactivos), localizados fundamentalmente en el interior de las vacuolas fungicas (Strullu et al.,
1981), mientras que s6lo una pequefia parte viajaria como Pi por el citoplasma. La presencia
en las hifas de los enzimas implicados en la formacion y degradacién de estos granulos de poli
P (Capaccio y Callow, 1982), asi como la de una fosfatasa alcalina asociada a vacuola
garantizan la maquinaria bioquimica necesaria para la translocacion del P.

El transporte de P integrado en granulos de polifosfato parece producirse mediante
corrientes citoplasmaticas rapidas (Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991), canalizadas,
tal vez, por algun tipo de citoesqueleto flngico (Raudaskoski, 1992) que dan lugar a
velocidades de flujo de P, a través de las hifas, relativamente elevadas (Cooper y Tinker,
1981; Jakobsen, 1995). La translocacion se encuentra ademas favorecida por el gradiente de
concentracion de P existente a lo largo del micelio (Harley y Smith, 1983), debido al drenaje
que la planta lieva a cabo a nivel de los arbusculos. El incremento de la transpiracion en
plantas rmicorrizadas podria estar también implicada en este proceso.

Tras su llegada a las hifas arbusculares, los granulos de poli P desaparecen de las
vacuolas (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1989), probablemente por su degradacion
mediante una polifosfatasa, cuya actividad sélo se localiza en el micelio intemo del hongo, o
bien mediante una polifosfato quinasa. El Pi es "liberado” a la interfase hongo/planta por un
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mecanismo supuestamente pasivo. Sin embargo, se sospecha que la planta hospedadora
induce algun tipo de modificacion en las membranas arbusculares flngicas, bien a nivel fisico,
incrementando su permeabilidad (Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991) o bioquimico,
mediante algun tipo de transporte facilitado. También se ha sugerido que la liberacion de P
podria estar acoplada, de alguna manera, a la captacion de productos carbonados, liberados
por la planta a la interfase (Harley y Smith, 1983). En cualquier caso, este proceso de
transferencia de P desde el hongo hacia la planta es aun totalmente desconocido, y sélo se
pueden aventurar hipétesis sobre él (Bonfante-Fasolo y Scannerini, 1992).

El P liberado por el hongo a la interfase arbuscular, es “recaptado” por las células
corticales de la planta mediante un mecanismo activo, en el que muy probablemente estén
implicadas H*-ATPasas asociadas a la membrana periarbuscular, cuya presencia se ha
puesto de manifiesto en diferentes estudios ultraestructurales (Marx et al., 1982; Gianinazzi-
Pearson et al., 1991), aunque nunca bioquimicos o genéticos.

2.3.2.4.2, Fisiologia del carbono en MA.

Como contrapartida a su efecto en la mejora del estado nutritivo de la planta, y segun
el caracter mutualistico de esta asociacion, el hongo se beneficia del establecimiento de la
simbiosis mediante la utilizacion de productos carbonados procedentes de la fotosintesis
(Cooper, 1984; Hampp y Schaeffer, 1995). Generalmente se ha considerado que la
transferencia de los productos carbonados entre la planta y el hongo tendria lugar a nivel de
las interfases arbusculares, estando acoplada, de alguna manera, a la transferencia de otros
nutrientes en sentido contrario, es decir, desde el hongo a la planta (Harley y Smith, 1983). En
estudios recientes, sin embargo, se han sugerido las interfases no arbusculares como los
lugares exclusivos para intercambio de C (Gianinazzi-Pearson et al., 1991).

El mecanismo por el que las células vegetales liberan productos carbonados a la
interfase es supuestamente pasivo (Gianinazzi-Pearson y Azcén-Aguilar, 1991), lo que, al
igual que ocurria con la cesion de P por el hongo, resulta poco habitual para el comportamiento
normal de una célula. Probablemente exista algtin tipo de modificacion en la permeabilidad de

la membrana vegetal y/o la presencia de alguin "portador" especifico que justifique Ia liberacion
de estos compuestos tan esenciales.

Una vez en la interfase, los productos carbonados han de ser captados por el hongo.
Se ha postulado que esta captacion se llevaria a cabo mediante procesos activos, en los que
probablemente se encontrarian implicadas ATPasas de membrana (Gianinazzi-Pearson y
Azcon-Aguilar, 1991). Ya en el citoplasma, los esqueletos carbonados son inmediatamente
transformados en compuestos tipicamente fingicos, como glucégeno y lipidos (Cooper,
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1984), que se transportan hasta las hifas mas externas del micelio. Esta translocacion tiene
lugar, probablemente, mediante corrientes citoplasmaticas, y esta favorecida por un gradiente
de concentracion favorabie entre el micelio interno, y el externo, que se desarrolla en el suelo.
Tal vez se encuentre, asimismo, acoplada al flujo, en direccion opuesta, de nutrientes que
finalmente el hongo cedera a la planta. Esta rapida translocacion de los productos carbonados
permite que se mantenga su gradiente de concentracién a nivel de la interfase, favorable al
hongo, lo que, probablemente, facilite la exudacion de las células vegetales, asi como la
captacion por parte de las hifas (Gianinazzi-Pearson y Azcén-Aguilar, 1991).

2.3.2.4.3. Fisiologia del agua en MA.

Con respecto a la fisiologia del agua, se ha descrito en numerosas ocasiones una
mayor resistencia de las plantas micorrizadas al estrés hidrico (Augé et al., 1987;
Bethlenfalvay et al., 1988; Pefia et al., 1988; Sanchez-Diaz et al., 1990; Sanchez-Diaz y
Honrubia, 1994; Ruiz-Lozano et al.,1995a y b). Sin embargo, las razones de esta mayor
resistencia son aun muy debatidas. Mientras que algunos datos indican que se debe a un
efecto de caracter puramente nutricional (Cooper, 1984), la baja movilidad de los nutrientes
lentos, se hace aun mas limitante en suelos con poca agua (Azcon et al., 1988), otros apuntan
hacia una resistencia adicional, debida, exclusivamente, a la formacion de la simbiosis (Hardie
y Leyton, 1981), si bien se desconocen los mecanismos implicados. Aunque el micelio extemo
del hongo puede acceder a posibles micro-acuiferos, donde la raiz no es capaz de llegar por
si misma, los flujos del transporte de agua por las hifas hacia la raiz medidos hasta el
momento, no justifican la mayor resistencia de la planta a la sequia (Safir, 1985; George et al.,
1992), salvo en algunas excepciones (Faber et al., 1991). Tal vez el incremento en la
resistencia al estrés hidrico se deba a cambios fisioldgicos de la micorriza como Ia alteracién
del balance hormonal de la planta, pero, en cualquier caso, se necesitan mas datos para
clarificar este aspecto fundamental de la fisiologia de las plantas micorrizadas.

2.4. Cambios en las relaciones hidricas en plantas micorrizadas.

2.4.1. Generalidades.

El estudio de las relaciones hidricas de la asociacion micorrizica es un campo de
conocimiento nuevo. La mayoria de la literatura sobre el tema es posterior a 1980. No
obstante, Safir et al. (1971) fueron los primeros en describir cambios en las relaciones hidricas
de las plantas debido a la formacion de micorrizas. Ellos inocularon plantas de soja con el
hongo MA Glomus mosseae. Despues dejaron llegar a un estado de marchitez a estas
plantas en estadios diferentes del desarrolio de la simbiosis y midieron la captacién de agua
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tras su adicion al suelo seco. Las plantas micorrizadas de 20 dias no mostraron estimulacién
del crecimiento sobre el controt ni diferencias en la captacion de agua. Por el contrario, cuando
las plantas tuvieron entre 30 y 40 dias, se evidenciaron tanto diferencias en crecimiento como
en captacion de agua a favor de las micorrizadas. Las plantas de soja micorrizadas y con 30
dias tuvieron valores de conductividad hidraulica aproximadamente 70% mayores que los
controles no micorrizados. A partir de estos datos, numerosos estudios coinciden en sefialar un
incremento de la transpiracién en plantas micorrizadas. Normalmente estos incrementos estan
asociados a una disminucién de la resistencia foliar y a un incremento de la conductividad
hidraulica (Safir et al., 1972; Hardie y Leyton, 1981). Los tres fenémenos estan relacionados
entre si e indican que hay una menor resistencia al flujo del agua a través de la planta
micorrizada. Estos tltimos autores (Hardie y Leyton, 1981) investigaron el efecto de las MA en
las relaciones hidricas de las plantas hospedadoras. Estudiaron los cambios en crecimiento,
tasas transpiratorias, resistencia foliar y las tasas de recuperacion del estrés hidrico de
plantas de treébol micorrizadas y no cultivadas en suelos con bajo contenido en P pero
fertilizados con tres niveles de este elemento. Ademas, intentaron definir los mecanismos por
los cuales se producian estos cambios en las relaciones hidricas. Midieron también el flujo de

agua por planta y por unidad de longitud de raiz. Basandose en sus resultados propusieron
las siguientes observaciones:

1. La conductividad hidraulica de raices de trébol fué mucho mayor en las plantas micorrizadas
que en las no colonizadas. Atribuyeron parte de esta mayor conductividad a la, también,
mayor longitud y diametro de las raices micorrizadas. Ademas, como esta diferencia de
conductividad se seguia manteniendo si se consideraba por unidad de longitud de raiz,
sugirieron también que el incremento de la conductividad podia deberse a la translocacion de
agua a traveés de las hifas fungicas.

2. Cuando los contenidos hidricos del suelo eran adecuados, las tasas de transpiracion de las
plantas micorrizadas fueron mucho mayores que en las plantas control debido a una mayor
conductividad radical y superficie foliar y menor resistencia foliar a la difusion del agua.

3. Cuando el aporte de agua es limitado, Ia resistencia foliar de fas plantas micorrizadas
incrementd hasta un valor similar al de las plantas no micorrizadas, y la tasa transpiratoria por
unidad de superficie fué menor que en las plantas sin colonizar. Sin embargo, como la
superficie foliar era mucho mayor, la cantidad de agua transpirada, al considerar la planta
completa, fué ain mayor en las plantas micorrizadas.

4. Las plantas micorrizadas extrajeron agua de suelos con bajos potenciales hidricos,
posiblemente, debido a la mayor conductividad radical junto con menor potencial hidrico en las
hojas.
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5. Cuando se aport6 suficiente agua al suelo, las plantas micorrizadas y estresadas se
recuperaron mas rapidamente que las no micorrizadas debido, probablemente, de nuevo, a los
mayores niveles de conductividad radical.

2.4.2. Modificacion de las relaciones hidricas en plantas micorrizadas.

Se han postulado cuatro hipétesis mediante las cuales los hongos podrian afectar las
relaciones hidricas de las plantas colonizadas.

2.4.2.1. Efectos nutricionales.

El mejor estado nutritivo de la planta permitiria una captacién mas eficaz del agua.
Cooper (1984) sugiere que los efectos de la micorrizacién pueden deberse simplemente a la
mejora del nutricion inducida por las micorrizas. Hay que tener en cuenta que el descenso del
nivel hidrico en el suelo dificulta ain mas la movilidad del ion fosfato, por lo que la adquisicion
de éste y otros nutrientes, normalmente poco moviles, por las hifas de la MA reviste especial
interés en condiciones de estrés hidrico y condiciona que la planta, al mejorar su nivel nutritivo,
incremente su tolerancia a dicho estrés (Bethlenfalvay et al., 1988; Michelsen y Rosendabhl,
1990). Estos ultimos autores indican que distintas especies de plantas muestran distinta
tolerancia al estrés hidrico pero que en todos los casos las plantas inoculadas tienen una
razon raiz/parte aérea bastante menor que las plantas no micorrizadas, y que esa menor
masa radical es sustituida funcionalmente por el micelio extemo generado por el hongo MA,
como indican, también, Bethlenfalvay et al., (1988). Este micelio externo es el que le permite a
la planta micorrizada llegar mas alla de la zona de deficiencia en nutrientes y agua. En cambio,
otros autores sugieren gque dichos cambios son independientes del estados nutritivo fosforado
de la planta (Pefia et al., 1988; Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988; Sanchez-Diaz et al., 1990;
Davies et al., 1992). Los hay que destacan la importancia del K en la interaccion entre las
micorrizas arbusculares y los parametros hidricos (Sieverding y Toro, 1988; Premachandra et
al., 1992; Azcon et al., 1995). Estos elementos, el fosforo y el potasio, ademas de su efecto
nutritivo pueden alterar la permeabilidad de la membrana celular que es la mayor barrera para
el flujo de agua a través de las raices. El K juega un papel clave para la planta ante el estrés
hidrico pues es el soluto catidnico responsable del movimiento (apertura y cierre) de estomas
en respuesta a cambios en el estado hidrico de las hojas (Eakes et al., 1991).

Robin et al. (1989) estudiaron el efecto del potasio en la tolerancia que presentaban
plantas de trébol ante un estrés hidrico inducido mediante polietilénglicol (PEG). Los
resultados obtenidos indicaban que el K era un factor importante que determina ia resistencia al
estrés hidrico en plantas de trébol. No obstante, estudios de este tipo en plantas micorrizadas
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no han sido realizados hasta el momento, a pesar del gran interés que supone el conocer si el
incremento de captacion de nutrientes tales como el K influye positivamente en la mejora de las
relaciones hidricas de las plantas micorrizadas.

2.4.2.2. Las hifas del hongo actuan como vias de baja resistencia para el transporte
de agua.

Los resultados de Safir et al., (1972) no apoyan esta posibilidad mediante la utilizacién
del fungicida Pentacloronitrobenzeno (PCNB). Se sabe que el PCNB impide la captacion de
nutrientes por las hifas y su posterior translocacion a la planta micorrizada. Estos autores
pensaron que si las hifas dentro de la raiz proporcionaban canales de baja resistencia al flujo
del agua, tras la aplicacion del PCNB, la conductividad hidraulica y la actividad del hongo en la
raiz micorrizada deberia haber disminuido hasta el mismo nivel que en las plantas no
micorrizadas, cosa que no ocurrié. El tratamiento con PCNB no tuvo efecto sobre e transporte
de agua ni en plantas micorrizadas ni en las controles, siendo, por tanto, un argumento en
contra de que las hifas actien como vias activas y de baja resistencia para el transporte de
agua dentro de la raiz.

2.4.2.3. Modificacion de la morfologia y extension del sistema radical.

La simbiosis MA produce cambios evidentes en la morfologia y arquitectura radical
(Berta et al.,1991). La importancia de esos cambios en las relaciones hidricas no se ha podido
determinar con precision, aunque Hardie y Leyton (1981) sugirieron que el aumento en la
extension y el engrosamiento del sistema radical que observaron en trébol micorrizado influia
en el incremento de la conductividad hidraulica radical de dicha planta. Kothari et al. (1991)
sugirieron que las mayores tasas de captacién de agua en las plantas micorrizadas pueden
ser el resultado de alteraciones anatémicas en raices colonizadas; se detecta, por ejemplo,
aumento de vasos metaxilematicos diferenciados y cambios en la formacién de exodermis
radical. También se ha sugerido que los incrementos en la conductancia hidraulica de raices de
Vicia faba estaban asociadas con una reduccion del grosor de la corteza radical (Tissera y
Ayres, 1988).

2.4.2.4. Alteracion del balance hormonal.

Varias investigaciones han estudiado el papel de la micorrizas en la alteracién del
balance hormonal(Beyrle, 1995). Asi, Allen et al. (1980) examinaron el efecto de la
colonizacion AM en Bouteloua gracilis crecido en cultivo axénico. Ellos determinaron que la
actividad citoquinina fué 57 y 111% mayor en hojas y raices respectivamente de plantas
micorrizadas. En un posterior estudio, Allen et al. (1982) encontraron una mayor actividad
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giberelina en hojas y algo menor en raices debido a la infeccién. Ademas, hubo reducciones en
los niveles de &cido abscisico (ABA) en las hojas con s6lo pequefios cambios en las raices.
Levy y Krikun (1980) también sugirieron alteraciones en el balance hormonal. Dixon et al.
(1988) demostraron que las plantas colonizadas con hongos MA tenian mayores
concentraciones de citoquininas en exudados xilematicos que las no colonizadas. Edriss et al.
(1984) mostraron que tres hongos MA podian incrementar considerablemente los niveles de
citoquininas en hojas de Citrus aurantium fertilizadas con niveles bajos y medios de P y que
uno de ellos lo hizo también cuando el nivel de fertilizacion con P fué muy alto. En un estudio
similar, Dixon et al. (1985) examinaron las concentraciones de citoquininas en hojas de Citrus
limon inoculado con cinco endofitos, encontrando que todas las plantas micorrizadas
presentaron mayores concentraciones que las control. Por ultimo, Goicoechea et al. (1995)
estudiaron los niveles de citoquininas en plantas de alfalfa micorrizadas o no y sometidas a
estrés hidrico, encontrando mayores niveles de dichas hormonas en las plantas micorrizadas
asi como menor senescencia foliar.

Recientemente, Driige y Schonbeck (1992) estudiaron el efecto de la colonizacion MA
sobre la transpiracion, fotosintesis y crecimiento de Linum usitatissimum en relacién con los
niveles de citoquininas y encontraron que, al comienzo de la infeccién micorrizica, los niveles
de zeatina fueron disminuidos temporalmente en raices micorrizadas e incrementados en hojas.
No obstante, cuando la simbiosis se habia establecido, las raices colonizadas poseian
niveles de zeatina significativamente mayores que las no colonizadas. Los autores concluyen
que el aumento interno de los niveles de citoquininas estan relacionados con la mejora de la
fotosintesis y el crecimiento en esta planta.

A pesar de que el ABA es una hormona tipica de estrés, Danneberg et al. (1992)
encontraron que los niveles de ABA eran mayores en raices de maiz colonizadas por hongos
MA. El papel de las hormonas en las relaciones hidricas y en la fisiologia de la simbiosis MA
es interesante, a pesar de que es de esperar que los hongos formadores de micorrizas
arbusculares puedan incrementar los niveles de sustancias reguladoras del crecimiento tanto
en plantas como bacterias e incluso hongos patdgenos (Ayres y West, 1993).

2.4.3. Resistencia a la sequia en plantas micorrizadas.

El efecto de la colonizacion MA sobre la tolerancia al estrés hidrico de una planta
constituye una materia de estudio claramente diferenciada de lo que es el efecto de la micorriza
sobre las relaciones hidricas de la planta hospedadora en situacién de adecuada
disponibilidad de agua. De hecho, las mejores relaciones hidricas de las plantas micorrizadas,
en una situacion de escasez de agua, podrian provocar un "agotamiento" mas rapido del agua
disponible con lo que la planta micorrizada sufriria un estrés mayor que ia no colonizada. No
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obstante, al hablar de resistencia a la sequia es necesario integrar todos los mecanismos de
que la planta dispone para superar esa situacion adversa y estudiar el resultado de todos
ellos durante el tiempo que dure la exposicion de la planta a fa limitacion de agua.

La colonizacion MA ayuda a la planta a recuperarse de un estrés hidrico puntual
gracias al incremento de la conductividad hidraulica en sus raices. Esto fué demostrado por
Safir et al., (1972) y Hardie y Leyton (1981), quienes comprobaron que las hojas de las
plantas micorrizadas se rehidrataban mas rapidamente que las de las plantas no infectadas,
recuperando el potencial hidrico y el vigor de Ias hojas a mayor velocidad.

Augé et al. (1987) sugieren que la micorriza ayuda a las plantas a aclimatarse a un
déficit hidrico gracias a sus efectos sobre la elasticidad de los tejidos de las hojas. Las plantas
colonizadas muestran una reduccion en la elasticidad de sus hojas que facilita el mantenimiento
de valores positivos de turgor, cuando el contenido en agua de la hoja es bajo. De modo
semejante las raices micorrizadas mantienen un turgor mayor a distintos valores de hidratacién
del tejido (tras una sequia prolongada) gracias a un incremento del agua del simplasto; este
efecto encontrado por Augé y Stodola (1990) no fué debido, aparentemente ni a un ajuste
osmético ni a a una alteracion de la elasticidad. La teoria mas generalizada es que la pérdida
de agua que se produce durante la deshidratacion de los tejidos, es mayoritariamente a partir

del simplasto. El agua del apoplasto permanece constante dentro de un rango amplio de
potenciales hidricos en este tejido.

Cuando las condiciones de sequia son prolongadas, las plantas micorrizadas se
muestran mas tolerantes que las no micorrizadas (Nelsen y Safir, 1982; Azcon et al., 1988).
Allen y Boosalis (1983), Sieverding y Toro (1988) y Ruiz-Lozano et al. (1995a y b) describen
efectos diferenciales frente al estrés hidrico debidos a la inoculacién con distintos tipos de
hongos. Aunque la relacion entre los hongos MA y la planta hospedadora se considera,
normalmente, no especifica, esta relacién estd muy bien regulada tanto a nivel estructural
como fisioldgico. La variabilidad en el comportamiento de los endofitos y la existencia de
diferentes estrategias simbidticas frente al estrés hidrico asi como la compatibilidad con
condiciones ambientales diversas sugieren que es posible una seleccion de especies
fungicas efectivas ante estas situaciones adversas.

Muchos autores han llegado a la conclusion de que la colonizacién MA puede ser
incluso mas importante, para determinadas plantas, en condiciones de sequia. Es el caso de
las leguminosas, donde se ha comprobado que en situaciones de estrés hidrico la simbiosis
tripartita (leguminosa-Rhizobium-Glomus) puede mantener una actividad fijadora de No,
actividad fotosintética y actividad nitrogenasa mayores que cuando la planta sélo esta
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asociada a su Rhizobium especifico (Azcon et al., 1988; Pefia et al., 1988; Sanchez-Diaz et
al., 1990).

En resumen, aunque se puede decir que las MA mejoran las relaciones hidricas en
plantas, sigue siendo una incognita si el hecho es atribuible a que incrementan los fiujos de
entrada de agua o si es una respuesta secundaria, consecuencia de la mejora de la nutricién o
de algun cambio fisioldgico en la planta hospedadora que indirectamente incrementa la
resistencia a la sequia (Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991).

2.4.3.1. Ajuste osmoético.

Es importante diferenciar la concentracién pasiva de solutos debida a deshidratacion
del tejido de la originada por acumulacién activa de los mismos. Es a este ultimo caso al que se
le denomina ajuste osmotico (Turner y Jones, 1980). El ajuste osmético parece ser un
mecanismo importante de resistencia a la sequia para mantener los procesos productivos en
condiciones limitantes de agua. Se caracteriza porque posibilita el mantenimiento de la
turgencia y de los procesos dependientes de la misma tales como expansion y crecimiento
celular, apertura estomatica, fotosintesis etc.

Los solutos que participan en el ajuste osmético son miiltiples pero, por lo general, se
trata de iones organicos, hidratos de carbono, acidos inorgénicos y aminoacidos como prolina o
betaina. En la mayoria de las plantas una consecuencia metabdlica del estrés hidrico o salino
es una acumulacion rapida de prolina en forma libre, no combinada (Aspinall y Paleg, 1981).
Las plantas micorrizadas tienen concentraciones de prolina menores, tanto en parte aérea
como en raiz (Nemec y Meredith, 1981; Cooper, 1984), lo que es un indicador de ser mas
tolerantes a un estrés fisiologico. Las especies vegetales tolerantes a una determinada accién
ambiental adversa se catalogan en base a su capacidad para acumular prolina. En
condiciones de adecuada humedad se han encontrado niveles de prolina ligeramente inferiores
en plantas micorrizadas. Augé et al. (1986 y 1989) indican que las micorrizas facilitan el ajuste
osmotico lo que permite mantener el turgor en las hojas y la conductividad en las plantas
colonizadas aun cuando el potencial hidrico de las hojas y del suelo sea bajo; en cambio, las
plantas no micorrizadas muestran sintomas de estrés hidrico a esos mismos potenciales.

No se conocen las razones por las que estos solutos se acumula y las hipétesis son
controvertidas, aunque algunos autores piensan que estas sustancias son agentes osméticos
que se acumulan en el citoplasma y que actian disminuyendo el potencial hidrico y regulando
el equilibrio osmdtico en el tonoplasto (Treichel et al., 1984). Otros autores sugieren que los
taninos poliflavonoides presentes en las paredes de las células juegan un papel vital en la
tolerancia a la sequia. Esos taninos condensados, unidos tanto por enlaces secundarios a
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proteinas ricas en prolina y/o por uniones a hemicilulosas pueden producir un incremento de
la elasticidad de la pared y por tanto disminuir el colapso de las células. Paleg et al. (1984) y
Pizzi y Cameron (1986) estudiaron la interaccion entre la glutamina sintetasa y el PEG en
plantas de cebada. Se sabe que el PEG precipita la GS y estos autores encuentran que la
prolina disminuye la cantidad de enzima precipitada por el PEG, ejerciendo asi un efecto
protector frente a este agente capaz de precipitar proteinas. Asi, propusieron que un sistema
que contenga proteinas, en el que estan presentes altas concentraciones de prolina y/o
betaina, estara mejor protegido contra las consecuencias desfavorables producidas por la
deshidratacion. La prolina libre también actta decreciendo la peroxidacion de lipidos celulares
responsables de la permeabilidad y estabilidad de la membrana.

2.4.3.2. Estimulacion de procesos fotosintéticos.

En los ultimos afios ha habido un gran nimero de trabajos que indican que los hongos
MA, independientemente de la nutricion fosforada de la planta huésped, pueden incrementar
las tasas transpiratorias o la conductancia estomatica (Augé et al., 1986; Augé, 1989) y
mejorar la fotosintesis (Johnson, 1984; Brown y Bethlenfalvay, 1987; Sanchez-Diaz et al.,
1990). Considerando una posible limitacién estomatica de la fotosintesis (Jones, 1985), esto
apunta hacia una base fisioldgica comdn, habiéndose sugerido también ia participacion de
fitohormonas (Levy y Krikun, 1980; Allen, 1985; Dehne, 1986).

Driige y Schdnbeck (1992) encontraron incrementos en las tasas transpiratorias de
plantas de lino micorrizadas, lo cual indica un aumento de la apertura estomatica, que,
primariamente, no era causada por una mejora del aporte de agua ya que estas plantas
también mostraban los mismos o, incluso, menores niveles de potencial hidrico en hojas que
las plantas no micorrizadas. Esta alteracién en la regulacién de los estomas debida a la
colonizacion MA ha sido, también, descrita en otras plantas (Allen y Boosalis, 1983), y es
muy improbable que sea debido a un efecto nutricional. Parece, mas bien, que el cambio en el
estado hidrico de la planta podia estar relacionado con los niveles de fitohormonas,
particularmente citoquininas y ABA, en el apoplasto de las hojas, las cuales juegan un papel
decisivo en la regulacién de los estomas (Mansfield, 1987). Otros mecanismos gue podrian
explicar el efecto encontrado serian un aumento en el transporte de agua a través de las hifas
extrarradicales (Hardie, 1985; Faber et al., 1991), menor resistencia al agua de las raices (Safir
et al., 1972) y mayor nimero de haces vasculares (Daft y Okusanya, 1973).

En cualquier caso, y, aunque la limitacion estomatica de la fotosintesis puede haber

sido sobreestimada durante mucho tiempo (Farquar y Sharkey, 1982), el hecho de encontrar
mayor asimilacion de CO en las plantas micorrizadas coincidiendo con mayores tasas de
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transpiracion sugiere pensar que la mejora de la fotosintesis estd, al menos en parte, causada
por el aumento de la apertura estomatica.

No obstante, los incrementos de la fotosintesis en las plantas micorrizadas en relacion
con la mayor tasa transpiratoria indican una mayor eficiencia en el uso del agua y apuntan,
también, hacia la implicacion de otros factores no relacionados con los estomas (Driige y
Schonbeck, 1992). En este sentido, también se ha encontrado un mayor contenido en clorofila
en las hojas de plantas de lino micorrizadas en comparacion con las no micorrizadas (Driige,
1992).

2.4.3.3. Captacion directa de agua por las hifas externas del hongo.

Hardie, (1985) comparG los flujos de transpiracion en plantas micorrizadas intactas y
plantas micorrizadas a las que dejé desprovistas de sus hifas extrarradicales, encontrando
que estas hifas externas son importantes para la captacién de agua, puesto que incrementan
la superficie de absorcién de la raiz. Este autor sugiere que la eliminacion de las diferencias en
la captacion de agua, entre las plantas micorrizadas y no, que se produce al adicionar P,
podria ser debida, al menos en parte, a reducciones en la cantidad de hifas extrarradicales que
se producen cuando hay alta disponibilidad de P en el medio. No obstante, esta hipétesis ha
sido considerada improbable por algunos autores (Fitter, 1985). Sin embargo, el hecho de que
la colonizacion MA beneficie a las plantas en condiciones de estrés hidrico esta totalmente
probado (Allen y Allen, 1986) y ésta, junto con otras razones, deben justificario.

Sanders y Tinker (1973) en un intento de atribuir la captacién extra de agua por las
plantas micorrizadas a las hifas del hongo calcularon la velocidad de transporte del agua a
través del micelio fungico. El valor calculado, por punto de entrada, era, segun ellos,
“ridiculamente alto" y sugirieron que aunque una parte del agua absorbida por el huésped
fluyd a través de las hifas, la cantidad era muy pequefia como para afectar a la economia
hidrica de la planta. Posteriormente, Allen (1982) también calculd el fiujo de entrada de agua a
las hifas, y el valor obtenido por punto de entrada fué 2,8 10 mg s, lo cual, junto al hecho
de que la longitud total de hifas puede alcanzar los 50 m.cm= de suelo, parece suficiente para
mantener relaciones hidricas adecuadas. Por ultimo, Ruiz-Lozano y Azcén (1995)
demostraron, también, la capacidad de las hifas fungicas para captar agua desde
compartimentos a fos que las raices no tenian acceso.
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2.4.3.4. Alteracion de actividades enzimaticas especificas.
Actividad Superoxido Dismutasa.

La respuesta de la planta al estrés hidrico es un fenémeno complejo que parece
implicar la sintesis de poliaminas y un nuevo grupo de proteinas cuya funcion es desconocida
(Caplan et al., 1990). El acido abcisico es muy importante en la respuesta a la sequia debido
a que estimula el cierre de las células guarda de los estomas, reduciendo asi la pérdida de
agua. Este proceso también reduce la disponibilidad de CO, para la fotosintesis, lo cual
puede conducir a la formacion de formas reactivas de oxigeno por el desvio de electrones en
los fotosistemas, originando, a su vez, un estrés oxidativo en la planta. Por lo tanto, los
mecanismos que reduzcan este estrés oxidativo deben jugar un destacado papel en la
tolerancia a la sequia.

Las superdxido dismutasas (SOD) son un grupo de metaloenzimas que catalizan el
paso de los radicales superoxido a oxigeno molecular y H,O, (Fridovich, 1986). Estos
enzimas constituyen una defensa primaria de las células contra el efecto téxico derivado de los
radicales O," (Rabinowitch y Fridovich, 1983; Fridovich, 1986).

Existen tres formas moleculares de SOD que contienen Mn, Fe o Cu'y Zn como grupo
prostético (Fridovich, 1986), aunque también se han encontrado formas hibridas de SOD que
contienen diferentes combinaciones de estos metales (Bannister et al., 1987; Barkley y
Gregory, 1990).

En la ultima década, diferentes estudios de la superéxido dismutasa en nédulos de
leguminosas han indicado la importancia de la SOD como sistema antioxidante en los
procesos de fijacion del N, protegiendo al enzima nitrogenasa (Puppo et al., 1982; Becana et
al., 1989). Por el contrario hay muy pocos estudios sobre la SOD en la simbiosis MA.

En un estudio reciente Palma et al. (1993) estudiaron la actividad SOD en plantas de
trébol micorrizadas. Ellos encontraron dos isoenzimas nuevos en las raices de trébol
colonizado por Glomus mosseae, Mn-SOD Il y mycCu,Zn-SOD. La primera de ellas se
encontro también en nddulos de Rhizobium en trébol, mientras que la segunda (mycCu,Zn-
SOD) result6 especifica para la asociacion Glomus mosseae-raices de trébol. La sintesis de
nuevas SODs en raices micorrizadas y el incremento de la actividad de las ya existentes
sugiere que en las raices micorrizadas se produce un aumento de la produccién de radicales
libres superoxido. La funcién de las SODs inducidas podria explicar la proteccién de las
células vegetales contra estos radicales.
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El origen de esta sobreproduccion de radicales superéxido es desconocido, aunque los
autores piensan que podia estar relacionado con la desorganizacién de ias paredes celulares
durante la penetracion del hongo debido a la mayor concentracion de oxigeno en el medio. No
obstante, en diferentes tipos de células se ha encontrado un aumento en la produccion de
radicales superdxido como resultado de la acumulacion de oxigeno (Halliwell y Gutteridge,
1989), estrés por metales (del Rio et al., 1991) senescencia (Halliwell y Gutteridge, 1989),
procesos patogenos (Buonario et al., 1987) y estreses ambientales (Tsang et al., 1991). En
todos estos casos los radicales libres parecen jugar un importante papel en el dafio celular, y
la induccion de diferentes SODs es un buen mecanismo de proteccion celular (del Rio et al.,
1991). En este sentido, Dhindsa y Matowe (1981) compararon las actividades SOD vy
catalasa en dos plantas, una tolerante a la sequia, Tortula ruralis, y otra sensible, Cratoneuron
filicinum. Durante el estrés, la tolerante a la sequia mostro un aumento en los niveles de ambos
enzimas, que se traducia en menor peroxidacion de los lipidos, mientras que en la planta
sensible ocurrié lo contrario.

Ademas de sus actividades normales en las plantas, las SODs estan, también,
asociadas a situaciones de estrés (Tsang et al., 1991). Asi mismo, se sabe que el déficit
hidrico tiende a desviar el potencial redox celular a un estado mas oxidado, y a aumentar las
concentraciones de radicales libres, cambios, ambos, lesionantes para la célula. No obstante,
como acabamos de ver (Palma et al., 1993), las plantas micorrizadas poseen una serie de
mecanismos antioxidantes que les protegen contra la produccién de dichos radicales, vy,
aunque, hay evidencias que sugieren que las diferencias en tolerancia a la sequia pueden
basarse en una expresion diferencial de los enzimas involucrados en estos procesos, se
requiere mas investigacion antes de formular conclusiones y mecanismos claros.

Actividad Nitrato Reductasa.

La nitrato reductasa (NR) cataliza el primer paso de la reduccién asimiladora del NO3
en las plantas superiores. En general, los enzimas aislados de plantas vasculares son
dependientes del NADH como donador de los electrones, mientras que la actividad NR en los
hongos suele requerir NADPH (Beevers y Hageman, 1980). La mayoria de las
investigaciones sobre enzimas fungicos se han llevado a cabo en Aspergillus nigery

Neurospora crassay hay evidencias de que existe una actividad NR dependiente del NADH
en algunas levaduras.

En las plantas, la conversion del nitrato a amonio es un proceso con dos pasos
enzimaticos: el primero consiste en una reduccion del nitrato a nitrito pos dos electrones, y esta
catalizado por la NR. En eucariotas, el donador fisiolégico de electrones es el NADH o el

38



NADPH. El segundo paso es una reduccién del nitrito a amonio mediante seis electrones, y
esta catalizado por la nitrito reductasa (Hoff et al., 1992)

El enzima NR tiene un peso molecular alto, que varia de 220 a 600 kDa dependiendo
de los organismos en que se encuentre (Notton y Hewitt, 1978). Contiene varios grupos
prostéticos como el FAD, citocromo bss; o molibdeno. El complejo NR consta de dos
subunidades que participan secuencialmente en ia transferencia de electrones desde el
NAD(P)H al nitrato.

La actividad NR esta presente en las células de parte aérea y también en las de raiz
aunque, la mayor parte de la reduccion del nitrato se da en las hojas. La contribucion de la raiz
a este proceso parece ser importante en los primeros estadios de desarrollo vegetal (Oaks,
1979). Ademas, la capacidad de la raiz para asimilar nitrato est4 relacionada con su contenido
en carbohidratos (Minotti y Jackson, 1970), aunque el mecanismo por el que la energia
reductora de éstos se transfiere a un reductor fisiolégico es desconocido (Guerrero et al.,
1981). La localizacién intracelular de la NR en los tejidos verdes atn no esta clara porque,
aunque frecuentemente nos referimos a ella como enzima citoplasmatico, en algunos casos, se
ha asociado, también, a los cloroplastos (Losada y Guerrero, 1979).

Ho y Trappe (1975) obtuvieron evidencia directa de la actividad NR en los hongos
micorrizicos, Glomus mosseaey G. macrocarpus, puesto que encontraron que al incubar
esporas esterilizadas en superficie de estos hongos en un medio con NOsK, el nitrato era
reducido progresivamente a nitrito. Carling et al. (1978) encontraron que tanto la colonizacién
MA como una fertilizacion con fosfato producian una mayor actividad NR en las hojas y
nddulos de plantas de soja. Posteriormente Oliver et al. (1983) llegan a la misma conclusién
pero incluyendo ya el estudio de las raices, que son los érganos colonizados por los hongos
MA. EI efecto directo (mediado por el fésforo) de la colonizacion sobre la actividad NR se
explica por los altos requerimientos de fosforo que presenta este enzima (Beevers y
Hageman, 1980).

Pese a que la actividad NR fué detectada (Ho y Trappe, 1975) en esporas de hongos
MA, los efectos de la micorrizacion sobre la actividad NR en tejidos vegetales han sido
escasamente descritos y parecen ser debidos, en algunos casos, al mejor estado fosforado
de las plantas (Oliver et al., 1983). Hasta ahora, un efecto directo del hongo sobre la
asimilacion del nitrato, si es que existe, es muy pequefio y por lo tanto no hay evidencia de
que la actividad NR del hongo sea significativa en la simbiosis (Smith y Gianinazzi-Pearson,
1988). No obstante, los incrementos de actividad en la plantas micorrizadas pueden llegar a
ser importantes, aunque el hongo no actie de forma directa. Elio se encuadra en el conjunto de
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cambios fisioldgicos y bioquimicos que operan tras el establecimiento de la simbiosis (Azcon
et al, 1992).

En relacion con el estrés hidrico, se sabe que la actividad nitrato reductasa disminuye
en hojas de plantas de maiz expuestas a deshidratacion (Shaner y Boyer, 1976). Si la
deshidratacion es suficientemente rapida, no se observa disminucion durante,
aproximadamente, 2 horas. Esto indica que ni los valores bajos de Y ni la reduccion en el
contenido hidrico en las hojas inhibe directamente la actividad. En realidad la actividad
enzimatica desciende cuando disminuye el flujo de nitrato desde las raices hasta las hojas. Elio
es debido a que, en hojas de maiz, la nitrato reductasa es un enzima de vida corta y ha de
sintetizarse continuamente. El nitrato es el inductor de su sintesis y llega, fundamentalmente, a
traves de la corriente transpiratoria procedente de las raices (Shaner y Boyer, 1976). Un
comportamiento similar se ha encontrado en plantas de alfalfa sometidas a sequia (Aparicio
Tejo y Sanchez-Diaz, 1982).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Suelo utilizado.
Caracteristicas y procedencia.

En todos los ensayos se utilizo suelo procedente de una parcela situada en la finca de
la Estacion experimental del Zaidin (Granada). Antes de su utilizacién fué tamizado a través
de un tamiz de 2 mm. Es un suelo franco con un pH de 8.1. El contenido de nutrientes por kg
es el siguiente: 6.2 mg de P disponible (P extraible con NaHCO3), 1.8 mg de NOs- N, 0.8 mg
de NH4- N, 132.0 mg de Ky 1.8% de materia organica. En cuanto a su textura, contiene
35.8% de arena, 43.6% de limo y 20.5% de arcilla. Para ser utilizado en ensayos de
invernadero se mezcld con arena de cuarzo libre de nutrientes en proporcion 1/1 6 1/9 viv,
dependiendo del ensayo.

Eliminacion de propédgulos de hongos MA en el suelo.

Para eliminar los propagulos de ios hongos formadores de micorriza existentes en el
suelo se procedi6 a esteriliza la mezcla suelo-arena en autoclave 1 h a 100 °C durante tres
dias consecutivos para, posteriormente, reintroducir los demas microorganismos nativos del
suelo, se prepar6 un filtrado (< 25 um) de suelo natural. Este filtrado se obtiene dejando en
maceracion varias horas, a temperatura ambiente, suelo y agua (en proporcion 1/1 v/v),
posteriormente se filtra a través de un papel Watman n? 1 y se adiciona al suelo previamente
tindalizado, de esta manera se restituye el componente biolégico exento de propagulos
formadores de micorrizas arbusculares.

3.2. Planta utilizada.

La planta seleccionada para este estudio fué la lechuga (Lactuca sativa L. cv.
Romana). La razén de su eleccién radica en el hecho de ser una planta bastante sensible al
estrés hidrico y poseer un sistema foliar adecuado para las determinaciones fisiologicas que
se pretendian realizar.

3.3. Fertilizacion de las plantas.
Durante el periodo de cultivo, las plantas fueron fertilizadas con solucion nutritiva

(Hewitt, 1952), carente de fosforo a razén de 10 mL por 500 g de sustrato, cada semana,
excepto en los estudios realizados con una mezcla de suelo/arena en proporcién 1/9 v/v, en
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que se utilizo la solucion nutritiva descrita por Hepper y O’Shea (1984) modificada (Ruiz-
Lozano y Azcon, 1995b). En aquellos tratamientos donde se aplico P, éste fué aportado en
forma de KH,PO4 (7 mg por maceta cada semana). Esta dosis fué establecida en un ensayo
previo por igualar el crecimiento asi como la concentracion tisular de P de las plantas
fertilizadas, con respecto a las micorrizadas.

3.4. Determinaciones generales.
Peso de las plantas y contenido en nutrientes.

Al cosechar el ensayo, se procedié a separar el sistema radical de la parte aérea,
determinandose el peso fresco y seco de las mismas. Tras el secado (36 h en estufa a 70°C),
se determind la concentracion foliar de macronutrientes. Las determinaciones analiticas
efectuadas fueron: N (método micro-Kjeldahl), P (método de Olsen, propuesto por Olsen y
Dean (1965), K (por fotometria de llama), Ca y Mg (ambos por espectrometria de absorcién
atdmica) utilizando un espectrofotometria Perkin-Elmer modelo 5000 (Lachica et al., 1973).

Tincion de raices micorrizadas y cuantificacion de la infeccion.

Para detectar y cuantificar el nivel de colonizacion MA se toma una alicuota del sistema
radical mediante dos cortes en la zona central del mismo, que permiten una franja de raices de
1 cm, aproximadamente. Dicha muestra se trata con KOH al 10% durante 1h a 90-100°C, se
enjuaga varias veces con agua y se adiciona CIH 1N durante 2-3 minutos. Despues, las
raices se tifien con azul tripan al 0.05% en &cido lactico (Phillips y Hayman, 1970) . Esta
tincion permite visualizar claramente las estructuras flungicas en la raiz, ya que muestran un
color azul facilmente distinguible. La cuantificacién de la infeccién se realizé mediante la técnica
de las intersecciones en placa de Giovannetti y Mosse (1980). Es un método basado en la
utilizacion de una placa cuadrada de 10 cm de lado. Toda la superficie de la placa esta
distribuida en cuadriculas de 1.5 cm y sobre ella se extienden, al azar, los fragmentos de
raices tefiidas. Mediante examen con microscopio binocular de diseccion (30 a 40 aumentos),
se puede observar facilmente si las raices son portadoras o no del hongo MA. Para evaluar el
porcentaje de raices micorrizadas se determina el nimero de intersecciones de las raices con
las cuadricula que presentan infeccion respecto al numero total de intersecciones. Para obtener
datos consistentes, el numero de intersecciones no debe ser inferior a 200.

Anadlisis estadistico de los datos.

En todos los ensayos los datos se sometieron a un analisis de ia varianza (ANOVA)
de una o dos vias. Cuando los efectos fueron significativos (P< 0.05) las diferencias entre las
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medias se evaluaron siguiendo un disefo ortogonal mediante la técnica de la minima diferencia
significativa (MDS) utilizando e! test de rango miiltiple de Duncan (Duncan, 1955). Para los
valores que se expresaban en porcentaje, se realizdé una transformacion Arc sen de los
mismos antes del analisis estadistico.

3.5. Evaluacion del grado de compatibilidad funcional y efectividad de siete hongos
MA en el mantenimiento de las relaciones hidricas de plantas de lechuga sometidas
a periodos sucesivos de estrés hidrico.

3.5.1. Disefo experimental.

El ensayo const6 de 9 tratamientos. En 7 de elios se inocularon distintas especies de
hongos MA pertenecientes al género Glomus, mientras que los otros 2 eran un control sin
fertilizar y un control fertilizado con P. Cada tratamiento consté de 10 repeticiones (30 macetas
en total). Para cada tratamiento, la mitad de las plantas se mantuvieron en suelo con un
potencial hidrico de -0.04 MPa (capacidad de campo) hasta el final del experimento (11
semanas después de la siembra). La otra mitad de las plantas fueron sometidas a periodos
sucesivos de estrés hidrico de una semana de duracion cada uno, en los cuales el potencial
hidrico del suelo pasé de -0.06 MPa (semana 7), -0.10 MPa (semana 8) hasta -0.17 MPa
(semana 9). Después de estos periodos de estrés, las plantas fueron regadas de nuevo
hasta un potencial hidrico en el suelo de -0.04 MPa y asi se mantuvieron durante las ultimas 2
semanas. El objetivo final era determinar, no solo la tolerancia a los incrementos de estrés,
segun los endofitos inoculados, sino también, la capacidad de recuperacién de los parametros
fotosintéticos después del progresivo estrés hidrico.

3.5.2. Suelo y material biolégico.

El suelo utilizado fué diluido con arena de cuarzo libre de nutrientes en proporcién 1/1
v/v y esterilizado segun la metodologia habitual. Cada maceta contenia 500 g de la mezcla de
suelo y arena estéril. Las especies de hongos utilizadas fueron Glomus etunicatum (Becker y
Gerd.), Glomus fasciculatum (Thax. y Gerd.) Gerd. y Trappe, Glomus mosseae (Nicol. y
Gerd.) Gerd. y Trappe, Glomus deserticola (Trappe, Bloss y Menge), Glomus caledonius
(Nicol. y Gerd.) Trappe y Gerd., Glomus intraradices (Schenck y Smith) y Glomus occultum
(Walker). Todas ellas pertenecian a la Coleccion de la Estacion Experimental del Zaidin. Los
in6culos contenian suelo rizosférico con esporas, micelio y fragmentos de raices micorrizadas
obtenidas de un cultivo en maceta de Allium cepa L. Los 7 inéculos ensayados poseian
similares caracteristicas infectivas (una media de 30 esporas por g y 75% de raices
infectadas). En el momento de la siembra, se adicionaron 5 g del correspondiente inéculo por
maceta, en contacto con las semillas de Lactuca sativa L. En los controles también se adicion6
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la misma cantidad de inéculo, pero esterilizado. Con posterioridad, se adicionaron 5 mL de un
filtrado del in6culo para asegurar la misma poblacion microbiana en todos los tratamientos,
exceptuando los propagulos MA. Se dejé una sola plantula por maceta (seleccionada de entre
las procedentes de las 4 semillas sembradas).

3.5.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas crecieron en una camara de cultivo con temperatura y humedad relativa de
250C y 70%, respectivamente, durante el diay 15°C y 80% las nocturnas. El fotoperiodo fué
de 14h y la intensidad luminosa de 500 umol m=2 s-!. Durante las 6 primeras semanas de
crecimiento se aportaba agua diariamente para mantener los niveles de humedad del suelo en
torno a la capacidad de campo (-0.04 MPa). En este estadio del crecimiento (una vez
micorrizados los tratamientos inoculados) se iniciaron los periodos sucesivos de estrés hidrico
en la mitad de las plantas de cada tratamiento. Para ello se redujo la aplicacion de agua hasta
mantener un potencial hidrico en el suelo de -0.06 MPa (séptima semana), -0.10 MPa (octava
semana) y -0.17 MPa (cerca del punto de marchitamiento de la planta) (novena semana de
cultivo). Después de estos tres periodos de estrés hidrico las plantas fueron regadas hasta
que el potencial hidrico del suelo alcanz6 -0.04 MPa (capacidad de campo) y asi se
mantuvieron durante las dos ultimas semanas previas a la cosecha.

3.5.4. Determinaciones.

A las once semanas de crecimiento las plantas fueron cosechadas, determinandose el
peso seco de la parte aérea y del sistema radical. Una alicuota del sistema radical se utilizé
para cuantificar la presencia de infeccion MA en las raices.

Las medidas de actividad fotosintética, tasa transpiratoria, conductancia estomatica y
eficiencia en el uso del agua se realizaron, semanalmente, a partir de la sexta semana de
cultivo hasta el final del experimento, dos horas después de que se iniciara el periodo de luz
para las plantas. Para estas determinaciones se utilizé un analizador de CO, infrarrojo
integrado-y portatil (Modelo LCA-3, Analytical Development Company) y una lampara
haldgena con una intensidad luminosa de 1180 umol m2 s-1 (Long y Hallgren, 1987).

El contenido foliar de prolina se cuantificé por colorimetria (Bates et al., 1973). Para ello,
se homogeneiz6 1 g de material vegetal fresco en 20 mL de solucién acuosa de acido
sulfosalicilico al 3% y el homogenado se filtra a través de papel Whatman n© 2. Alicuotas de 2
mL de filtrado se hicieron reaccionar con 2 mL de nihidrina acida y 2 mL de &cido acético glacial
durante 1 hora a 100 °C. La reaccién se detuvo introduciendo los tubos en bafio de hielo
picado. La mezcla de reaccion se extrae con 4 mL de tolueno, agitando fuertemente durante

44




15-20 segundos en un agitador mecanico, tras lo cual el croméforo contenido, ahora, en el
tolueno se deja a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 530 nm, utilizando tolueno
como blanco. La concentracion de prolina se determina a partir de una curva patrén de la
misma. Los resultados se expresaron como pmoles de prolina. g-! pf (peso fresco).

Reactivo de nihidrina acida: Se prepara calentando 1.25 g de nihidrina en 30 mL de
acido acético glacial y 20 mL de acido fosforico 6 M. El reactivo se conserva a 4 °C durante no
mas de 24 h.

Las medidas del potencial hidrico en el suelo se realizaron siguiendo las directrices del
Catalogo Americano de Métodos Utilizados para Coleccion de Muestras de Suelo y su
Estudio en Laboratorio (U.S. Department of Agriculture, 1967). Para ello, se colocan las
muestras de suelo en un plato poroso y se adiciona agua para humedecer las muestras desde
abajo. Las muestras, asi humedecidas, se cubren con plastico durante toda la noche. Al dia
siguiente, se elimina el exceso de agua en el plato y se someten a la presion deseada hasta
que no se puede extraer mas agua (alrededor de 2 dias). El contenido en agua se calcui6 por
pesada de las mismas antes y después de secar a 105°C durante 24 h. De esta manera se
establecio la relacion existente entre humedad del suelo y potencial hidrico del mismo en un
rango comprendido entre 1/3 atmésfera y 15 atmosferas, resultando:

y = 2596 x (-4.4)

r=0.99

Donde:

y = potencial hidrico del suelo en atmosferas.
X = humedad del suelo en %.

3.6. Estudio del efecto del estrés salino sobre el crecimiento, ajuste osmético y
procesos fotosintéticos en plantas de lechuga.

3.6.1. Disefo experimental.

El ensayo consistié en un bloque factorial con dos factores: (1) inoculacion (tres
especies de hongos formadores de MA, un control no fertilizado y otro fertilizado con P) y (2)
tres niveles de salinidad en el suelo (3, 4 6 5 g CINa por Kg de suelo). De cada tratamiento se
prepararon cinco repeticiones, lo cual supone un total de 75 macetas.
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3.6.2. Suelo y material bioldgico.

El suelo utilizado en este experimento se preparé de la forma ya descrita. Antes de la
siembra de las plantas se procedi6 a determinar su conductividad eléctrica (Rhoades, 1982),
que resulto ser de 0.7 dS/m. Las macetas utilizadas contenian 500 g de la mezcla de suelo y
arena (1/1 v/v) estéril. A partir de los datos del experimento anterior, se seleccionaron los tres
hongos MA que mostraron el comportamiento mas eficaz y, a la vez, diferencial frente al estrés
hidrico. Los hongos seleccionados procedian del mismo lote del ensayo anterior, con similares
caracteristicas infectivas. Estos hongos fueron: Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y
Trappe, Glomus fasciculatum (Thax. y Gerd.) Gerd y Trappe y Glomus deserticola (Trappe,
Bloss y Menge). La inoculacion se efectud por el procedimiento ya descrito.

3.6.3. Condiciones de cuitivo.

Las plantas crecieron en camara de cultivo bajo las condiciones de temperatura,
humedad e iluminacidn descritas con anterioridad. Después de 4 semanas de crecimiento se
inicid la aplicacion de la sal para conseguir tres niveles salinos. Para ello, se adicionaron
diluciones apropiadas de una solucién 2M de NaCl, en dias altemnativos, para evitar asi un
choque osmético brusco (Grieve y Walker, 1983). Los niveles de sal aplicados fueron 3,4y 5
g NaCl por kg de suelo seco, los cuales indujeron conductividades eléctricas de 2.5, 3.2y 4.0
dS/m respectivamente. Las plantas se mantuvieron durante 7 semanas mas en estas
condiciones.

3.6.4. Determinaciones.

A las 11 semanas de crecimiento se determiné el peso seco de raiz y parte aérea.
También se determind el porcentaje de raices micorrizadas. La concentracion de prolina se
determino segun el método de Bates et al., (1973).

La actividad fotosintética, tasa transpiratoria, conductancia estomatica y eficiencia en el

uso del agua se midieron segun se describe en el ensayo anterior. La concentracién de
nutrientes en parte aérea se determing tal como se indica en el apartado 3.4. de esta seccion.
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3.7. Determinacion del efecto del estrés salino sobre la capacidad infectiva y
efectividad simbiética de un hongo de coleccion comparado con un aislado
autoctono adaptado a zonas salinas.

3.7.1. Diseno experimental.

Primera Parte. El ensayo consté de dos tratamientos microbianos: G. deserticola,
(hongo de coleccion seleccionado por ser el mas efectivo en la proteccion de la planta frente al
estrés, tanto hidrico como salino); Glomus sp. (que habia sido aislada de zonas salinas) y un
control no micorrizado. Estos tres tratamientos se combinaron con tres niveles de CINa en el
medio (0.25, 0.5 6 0.75 g de CiNa por kg de suelo). En este ensayo se empled un sistema
experimental (Figura A) consistente en tres compartimentos separados entre si por mayas de
60 um de luz que permiten el paso del micelio fungico pero evitan el de las raices. El disefio
empleado permite evaluar el efecto de la sal en los distintos estadios de la micorrizacion:
germinacion de las espora, infeccién y desarrolio extraradical. Los hongos MA fueron
inoculados en a) el mismo compartimento donde crecian las plantas (Figura A, compartimento
A), o bien, b) a 11 cm, en un compartimento distinto (Figura A, compartimento B), separado del
anterior por una tela de nilon de 60 um de luz de maya, al que las raices de las plantas no
tenian acceso. De esta forma serian las hifas fungicas las que tendrian que acceder al
compartimento radical para infectar a la planta hospedadora, evaluandose, asi, el posible
efecto de la sal sobre la capacidad infectiva de los endofitos. Cada tratamiento constaba de 4
repeticiones, obteniéndose un total de 60 plantas.

Segunda Parte. Para evaluar si la capacidad infectiva del micelio generado por la
micorrizacion habia sido afectada por la salinidad del medio se procedié a sembrar semiilas de
Lactuca sativa L. en el compartimento C, que contenia 300 g de la mezcla de suelo y arena
situada en el extremo opuesto al que contenia las plantas que crecian en la primera parte
(Figura A, compartimento C).

3.7.2. suelo y material biolégico.

El suelo usado para este experimento fué diluido con arena de cuarzo en ia misma
proporcion hasta ahora descrita y esterilizado segun la metodologia habitual, ya expuesta. 1.2
Kg de la mezcla de suelo y arena estériles fué depositado en médulos rectangulares de 10 cm
de profundidad, 21 cm de longitud y 5 cm de anchura (Figura A). En él se establecieron tres
compartimentos, dos de ellos (A y C) contenian 300 g de sustrato y estaban limitados por
bolsas de nilén de 60 um de luz de maya. En el compartimento A se sembraron las semillas y
crecieron las plantas. El compartimento B ( de 600 g de capacidad) ocupaba la parte central
del dispositivo experimental. Previo a la siembra de las semillas todo el sustrato fué salinizado
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con soluciones que aportaban 0.25 g CiNa por kg de suelo (1.1 dS/m), 0.5 g CINa por kg de
suelo (1.4 dS/m), 6 0.75 g CiNa por kg de suelo (1.7 dS/m). Estos 3 niveles de salinidad se
habian seleccionado en un ensayo preliminar por no inhibir la germinacion de las semillas de
lechuga. El hongo de coleccién seleccionado por su alta eficacia frente al estrés fué Glomus
deserticola (Trappe, Bloss y Menge). El inOculo tenia 47 esporas por gramo y fragmentos de
raices con un 85% de colonizacion, y procedia de un cultivo en maceta de Lactuca sativa L.
Por su parte, el indculo de Glomus sp. (aislado autoctono) habia sido obtenido en las mismas
condiciones que el anterior y contenia 30 esporas por gramo y raices con un 80% de
colonizacién. La inoculacion con ambos hongos se realizd siguiendo el procedimiento habitual,
o bien junto a las semillas (compartimento A) 0 a 11 cm de éstas, en el compartimento B. En
los tratamientos control se procedio, de la manera descrita en al apartado 3.1., a restaurar la
microbiota natural del suelo, exceptuando los propagulos MA.

3.7.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron cultivadas en invernadero con 16 h de fotoperiodo, 80% de
humedad relativa y un rango de temperaturas medio de 28-32°C. La intensidad luminosa fué
de 800 umol m2 s-1 segun se determiné con un medidor de intensidad luminosa LICOR,
modelo LI-188B. Las macetas fueron mantenidas diariamente a capacidad de campo (-0.04
MPa), evitando asi la interferencia del estrés hidrico con el salino. Las plantas fueron
cosechadas a las 12 semanas.El sistema radical fué mantenido en el compartimento A durante
el tiempo que durd la segunda parte de este ensayo. En la segunda parte se sembraron
semillas de lechuga en el compartimento C, situado al otro extremo del modulo que habia
contenido hasta ahora a las plantas. Estas plantas crecieron en las mismas condiciones de
invernadero durante 5 semana.

3.7.4. Determinaciones.

Primera Parte. Después de un periodo de crecimiento de 12 semanas, se procedio a
evaluar los parametros de produccion de biomasa (pesos frescos y secos de parte aérea y
raiz), asi como los contenidos de N y P de las plantas. Todo ello, siguiendo el procedimiento
habitual, ya mencionado. Igualmente, se determiné si ia capacidad infectiva de los hongos
habia sido afectada por la salinidad presente en el medio en funcién de ia localizacion de la
fuente de inéculo. Para ello se tom6 una porcion del sistema radical y se procedio a su tincion.

Segunda Parte. Tras 5 semanas de cultivo se evalué la produccion de biomasa por las
plantas, asi como el nivel de colonizacion de las raices.
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3.8. Estudio de la contribucién de las hifas fungicas a la captacion de agua por
plantas micorrizadas.

3.8.1. Diseno experimental.

Consistié en un bloque factorial con dos factores: 1) Tratamientos micorrizados con 2
especies fungicas y un tratamiento control fertilizado con P y 2) Aplicacion de tres niveles
hidricos en un compartimento a 10 cm de la raiz, al que sélo tenian acceso las hifas fungicas.
Cada tratamiento presentaba 5 repeticiones, con lo que resultaban 45 unidades
experimentales.

Las plantas crecieron en contenedores divididos en varios compartimentos, separados
entre si por una maya de nilén de 60 um de poro (Figura B). Los compartimentos eran: un
compartimento donde se desarrollaban las raices y estructuras micorrizicas adheridas (CR),
separado por la maya de nilon, que permitia el paso de las hifas flingicas pero no de las
raices (Tobar et al., 1994 ay b), de los dos compartimento donde se desarrollaban las hifas
(CH-1y CH-2), el central (CH-1), que contenia arena, y el inferior (CH-2), lleno de mezcla de
suelo y arena en proporcion 1/1 viv.

3.8.2. Suelo y material biolégico.

El suelo fué esterilizado segun el procedimiento ya mencionado. Los contenedores se
llenaron con 300 g de mezcla estéril de suelo y arena (1/1 v/v) en el CR y en el CH-2,
mientras que el CH-1 contenia 400 g de la mezcla, pero en proporcién 1/9 v/v. De esta
manera la distancia existente entre el CR y el CH-2, dénde se inyectaba el agua, era de 10
cm.

Los hongos seleccionados para este experimento fueron Glomus fasciculatum (Thaxter
y Gerd.) y Glomus deserticola (Trappe, Bloss y Menge). Como siempre, el indculo de cada
hongo constaba de suelo rizostérico, esporas, micelio y fragmentos de raices micorrizadas y
habia sido obtenido de un cultivo de cada hongo con plantas de lechuga como hospedadoras.
En el CR de cada contenedor se adicionaron 5 g de in6culo bajo las semillas de lechuga. A los
tratamientos sin micorrizar se les afiadio una poblacion microbiana similar a los tratamientos
micorrizados, exceptuando los hongos MA.

3.8.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas de este experimento fueron cultivadas en camara de cultivo bajo las
condiciones controladas descritas en el apartado 3.5.3. de esta seccion.
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El agua fué aplicada diariamente para mantener constante la humedad del CR en tomo
a -0.1 MPa (80% de la capacidad de campo), con el fin de inducir un ligero déficit hidrico en
este compartimento. Ademas, esto evitaba que el movimiento de nutrientes debido al flujo de
agua desde el compartimento hifal hasta el radical. En el CH-1 no se aplicé agua,
manteniéndose como compartimento de separacion entre CR y CH-2. En éste ditimo, el agua
se aplicaba diariamente por inyeccion a una distancia de 10 cm de la maya de nilén hasta
alcanzar un potencial hidrico de -0.05 MPa (90% de la capacidad de campo) 6 -0.01 MPa
(140% de la capacidad de campo). También se mantuvo un tratamiento control sin agua en
dicho compartimento.

3.8.4. Determinaciones.

Antes de proceder a cosechar las plantas se midieron la actividad fotosintética,
transpiracién, conductancia estomatica y eficiencia en uso del agua. Estas determinaciones asi
como las de los contenidos en nutrientes de las plantas se realizaron de acuerdo con lo
descrito en los apartados 3.5.4. y 3.4. de esta seccion respectivamente. Con los datos
anteriores se procedio al calculd de la eficiencia fotosintética en el uso del fésforo (EFUF), como
la relacién entre actividad fotosintética y la concentracion foliar de P.

Al cosechar las plantas (9 semanas después de la siembra) se determinaron los pesos
frescos y secos de la parte aérea y del sistema radical segtin la metodologia usual. Con estos
datos se calcul6 el contenido hidrico relativo (CHR) de la parte aérea segun la formula:

CHR = 100 x (Pf - Ps)/ps.
Donde:
Pf representa al peso fresco y Ps al peso seco.

Una porcion de las raices fué utilizada para visualizar y cuantificar la presencia de los
hongos fMA (3.4.).

La presencia y actividad de las hifas fungicas en el compartimento hifal donde se habia
estado inyectando el agua se puso de manifiesto en un subsiguiente bioensayo. Para ello se
tomo una alicuota (100 g) del sustrato existente en el CH-2 de cada uno de las repeticiones
de los distintos tratamientos de que constaba el ensayo. En ella se sembraron semillas de
lechuga (una plantula por maceta) y se cultivaron en las condiciones de invernadero descritas
en el apartado 3.7.3. de esta seccion, durante un periodo de 4 semanas. Transcurrido este

50



tiempo, se procedié a extraer el sistema radical de las plantas para cuantificar la infeccién

producida por los propagulos desarrollados en el mencionado compartimento (Ruiz-Lozanoy
Azcon, 1995a).

| __—7Compartimento Radical (CR)

> 60um
———> Compartimento Hifal !

> Compartimento Hitfal 2

Figura B

51



3.9. Evaluacion del efecto de la aplicacion de acido N-morfolino etano sulfonico
(MES) sobre el desarrollio micelial y la captacion de agua por las hifas.

3.9.1. Disefio experimental.

Este ensayo fué realizado utilizando el diseno del anterior (3.8.1.) aunque con algunas
variaciones. Se seleccionaron dos niveles de humedad en el compartimento hifal y se evalu6
el efecto de la aplicacion de una solucion 51mM de acido N-morfolino etano sulfénico (MES),
descrito como fuerte estimulador del desarrollo micelial (Carr, 1991; Frey et al., 1994; Vilarifo,
comunicacién personal). Cada tratamiento tenia 5 repeticiones, con lo que resultaron un total
de 60 unidades experimentales. El tipo de contenedor utilizado era el mismo que se describe
con anterioridad (Figura B).

3.9.2. Suelo y material bioldgico.

En este ensayo se utiliz6 el mismo tipo de suelo que en el anterior, el cual fué
esterilizado segun el procedimiento ya mencionado. El CR se llené con 300 g de suelo y arena
en proporcion 1/1 v/v mientras que, en este caso, el compartimento hifal inferior (CH-2)
contenia 400 g de una mezcla 1/9 v/v y el CH-1 constaba de 450 g de arena. De esta manera
se traté de reducir al minimo la captacion de nutrientes por las hifas flingicas, valorandose,
exclusivamente, la captacion de agua. Ademas, al aumentar la cantidad de sustrato existente
en los dos compartimentos hifales, se incremento la distancia que las hifas fungicas debian de
recorrer desde el CR hasta el punto donde se inyectaba el agua en el CH-2, la cual result6 ser
de 15cm.

Los hongos seleccionados para este experimentos fueron los mismos del anterior. Los
tratamientos sin micorrizar fueron adicionados de una poblacién microbiana similar a los
tratamientos micorrizados, exceptuando los hongos MA.

3.9.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron cultivadas en camara de cultivo bajo las condiciones controladas
descritas en el apartado 3.5.3. de esta seccion.

El agua fué aplicada diariamente para mantener constante la humedad del CR en torno
a -0.1 MPa, con el fin de inducir un ligero déficit hidrico en este compartimento. En el CH-1 no
se aplicd agua, manteniéndose como compartimento de separacion entre CR y CH-2. En este
ultimo compartimento el agua se aplicaba diariamente por inyeccién a una distancia de 15 cm
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de la maya de nilon hasta alcanzar un potencial hidrico de -0.01 MPa. También se mantuvo un
tratamiento control sin agua en dicho compartimento.

3.9.4. Determinaciones.

Se procedio a realizar, exactamente, las mismas determinaciones que en el ensayo
anterior.

3.10. Estudio de la viabilidad de esporas de tres hongos formadores de micorrizas

arbusculares después de un periodo de almacenamiento en suelo con diferentes
potenciales hidricos.

3.10.1. Disefio experimental.

Se aislaron esporas de tres especies de hongos pertenecientes al género Glomus y
se almacenaron durante 6 meses en suelo estéril con tres contenidos hidricos (seco, -0.8 MPa
6 -0.04 MPa). Después de este tiempo se diluyeron con suelo estéril en las proporciones (1/4,
1/16 o 1/64) siguiendo el método descrito para cuantificar el nimero mas probabie de
propagulos (NMP) (Porter, 1979). Para cada combinacion hongo-contenido hidrico del suelo-
diluccion se prepararon 3 repeticiones, con lo cual se obtuvieron 81 unidades experimentales.

3.10.2. Suelo y material biolégico.

Se colectaron 1500 esporas de cada uno de los siguientes hongos, Glomus
fasciculatum (Thax. y Gerd.) Gerd. y Trappe, Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y
Trappe, Glomus deserticola (Trappe, Bloss y Menge). Para ello se utilizé el método del wet-
sieving (Gerdemann y Nicholson, 1963), tras lo cual se procedié a limpiarlas de residuos
organicos y particulas de suelo mediante centrifugacién en gradiente de sacarosa (Meriz et al.,
1979). Con posterioridad, se dividieron en tres grupos de 500 esporas cada uno (para cada
hongo), las cuales fueron depositadas en 100 g de mezcla estéril de suelo y arena en
proporcion 1/1 v/v. Esta mezcla de suelo y arena permanecio completamente seca o fué
adicionada de agua hasta alcanzar un potencial hidrico de -0.04 MPa ¢ -0.8 MPa. Una vez
adicionadas las esporas, este sustrato fué guardado en bolsas de plastico negras durante 6
meses en invemadero controlado (3.7.3.) fuera de la accion directa de la luz y rayos solares.
Después de este tiempo de incubacién, manteniendo los mencionados regimenes hidricos, se
procedié a evaluar la viabilidad de las esporas (test de infectividad). Para ello, se prepararon
diluciones de 1/4, 1/16 y 1/64 (125, 32 y 8 esporas por maceta respectivamente, segun el
método NMP) de manera que cada dilucién con 100 g de suelo se deposité en pequefios
macetas de 75 mL de capacidad. La planta "trampa’ utilizada fué Lactuca sativa.
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3.10.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas se cultivaron en invernadero bajo las mismas condiciones de luz,
temperatura y humedad descritas en el apartado 3.7.3. de esta seccion. El periodo de

crecimiento fué de 1 mes y durante este tiempo las macetas fueron regadas con regularidad a
capacidad de campo.

3.10.4. Determinaciones.

Tras cosechar las plantas se procedié a examinar la presencia de infeccién flingica en
las raices. Para ello se utiliz6 la técnica de Phillips y Hayman (1970) seguida de cuantificacién
(Giovannetti y Mosse, 1980).

3.11. Determinacion del efecto del Ca en la resistencia al estrés osmético (hidrico)
originado mediante aplicacién de polietilénglicol (PEG) al medio de cultivo.

3.11.1. Diseiio experimental.

El ensayo constd de dos tratamientos micorrizados y dos controles sin micorrizar, uno
fertilizado con Py otro sin fertilizar. Se aplicaron secuencialmente 4 niveles crecientes de Ca
en la solucion nutritiva. Se prepararon 9 repeticiones para cada uno de los tratamientos
resultantes, lo cual daba un total de 144 unidades experimentales con una planta cada una.

3.11.2. Suelo y material biolégico.

Se utilizé suelo mezclado con arena en proporcion 1/9 v/v, el cual fué esterilizado
antes de su utilizacidn de la forma habitual. Se procedié a llenar cada maceta con 300 g de la
mezcla estéril de suelo y arena. Las especies flingicas utilizadas, como siempre, pertenecian
a la Coleccidn de la Estacion Experimental del Zaidin y fueron: Glomus fasciculatum (Thax. y
Gerd.) Gerd. y Trappe y Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe. En cada maceta
se depositaron 5 gramos del indculo correspondiente. Los controles recibieron la misma
cantidad de inAculo estéril junto a 5 mL de un filtrado del in6culo para asegurar una microflora
similar en todos los tratamientos exceptuando los propagulos de micorriza.

3.11.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron cultivadas durante 10 semanas en camara de cultivo bajo las
condiciones descritas en el apartado 3.5.3. de esta seccidn.
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Las plantas fueron cultivadas y fertilizadas con solucién nutritiva descrita por Hepper y
O°Shea (1984) modificada (Ruiz-Lozano y Azcon, 1995b) a la cual se adicioné Ca en 4
niveles crecientes (2 mM, 4 mM, 6 mM y 8 mM).

Antes de cosechar, se procedié a la cuidadosa extraccion de las plantas de manera
que el sistema radical se mantuviera intacto y sin dafios. Cada planta fué introducida en
matraces que contenian la misma solucién nutritiva utilizada para su crecimiento, quedando las
raices sumergidas en ella. El estrés hidrico fué inducido por la adicion de distintos niveles de
polietilénglicol (PEG) a dicho medio. Se ensayaron dos niveles del agente osmético, 10% y
20% p/v (PEG/solucion), asi como un control carente de tal compuesto. La aireacion de la
solucion se realiz6 mediante bombas de pecera. A los matraces se les adicionaron 15 ul de
antiemulgente (Dimetil polixiloxilano) con el fin de evitar la formacion de espuma a
consecuencia del PEG. El control sin PEG también recibi6 la misma cantidad de antiemulgente.

En esta condiciones, las plantas fueron mantenidas en la misma camara de cultivo durante las
22 h previas a su cosecha.

3.11.4 Determinaciones.

Las plantas se mantuvieron 22 h en solucién nutritiva con o sin PEG. En alicuotas de 1
g de peso fresco se determino el contenido en prolina. También se procedié a calcular el
contenido relativo de agua (CRA) de dichas plantas por un método basado en el de Barrs y
Weatherley (1962). Para ello se tomaron 5 discos de 1 cm de didmetro por hoja (5 hojas por
planta) y se pesaron. A continuacién se depositaron en placas de Petri que contenian agua
destilada donde pemmanecieron durante 2 h a 25 °C bajo luz fluorescente de 40 W, tras las
cuales se volvid a determinar el peso de los discos de cada planta. Por ultimo, los discos
fueron secados en estufa a 60 °C durante 24 h y se determiné el peso seco de los mismos.
Con estos datos se calculd el CRA a patrtir de la siguiente férmula.

cRA =EBE=PS x400
Ph - Ps
Dénde:
Pf es el peso fresco inicial.

Ph es el peso fresco después de la hidratacion con agua destilada.
Ps es el peso después de secar en estufa.

Al cosechar las plantas (10 semanas después de la siembra de las semillas) se

separo el sistema radical de la parte aérea y se procedio a determinar los pesos frescos y
secos de ambas partes de la manera usual. Una porcién de las raices fué utilizada para la
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deteccién (Phillips y Hayman, 1970) y cuantificacién (Giovannetti y Mosse, 1980) de la
presencia de los hongos formadores de micorrizas arbusculares.

También se procedié a determinar los contenidos en nutrientes (N, Py Ca ) de las
plantas segun el método descrito en el apartado 3.4. de esta seccion.

3.12. Determinacion del efecto del K en la resistencia al estrés osmético (hidrico)
originado mediante aplicacion de polietilénglicol (PEG) al medio de cultivo.

3.12.1. Diseino experimental.

Este ensayo const6 de tres tratamientos micorrizados y dos controles sin micorrizar,
uno fertilizado con P y otro sin fertilizar. Se ensayaron 3 niveles crecientes de K aplicados,
secuencialmente, en Ia solucién nutritiva. El nimero de repeticiones por tratamiento fué de 8,
resultando, por tanto, un total de 120 unidades experimentales con una planta cada una.

3.12.2. Suelo y material biolégico.

El suelo utilizado fué el mismo de todos los anteriores ensayos, el cual se mezclé con
arena en proporcién 1/9 v/v y fué esterilizado, antes de su utilizacion, de la forma habitual. Se
procedio a llenar cada maceta con 300 g de la mezcla estéril de suelo y arena. Las especies
fungicas utilizadas fueron Glomus fasciculatum (Thax. y Gerd.) Gerd. y Trappe, Glomus
mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe y Glomus deserticola (Trappe, Bloss y Menge). En
cada maceta se depositaron 5 gramos del indculo correspondiente. Los controles recibieron la
misma cantidad de indculo estéril junto a 5 mi. de un filtrado del mismo.

3.12.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron cultivadas durante 11 semanas en camara de cultivo bajo las
condiciones descritas en el apartado 3.5.3. de esta seccion.

Las plantas fueron cultivadas y fertilizadas con solucién nutritiva descrita por Hepper y
O"Shea (1984) modificada (Ruiz-Lozano y Azcén, 1995b) a la cual se adiciono K en 3 niveles
crecientes (0.7 mM, 3.7 mMy 6.7 mM)

Antes de cosechar las plantas se procedio a su cuidadosa extraccion de las macetas
de manera que se mantuviera intacto el sistema radical, el cual fué introducido en matraces que
contenian la misma solucién nutritiva utilizada para su crecimiento. En este momento se inici6 el
estrés hidrico inducido mediante la adicidn polietilénglicol (PEG). Para ello, se afadieron
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cantidades adecuadas de PEG a los matraces de manera que se ensayd un unico nivel del
agente osmético, 15% p/v, asi como un control carente de tal compuesto. La aireacién de la
solucion se realizé mediante bombas de pecera. A los matraces se les adicionaron 15 plL de
antiemulgente (Dimetil polixiloxilano) con el fin de evitar {a formaciéon de espuma a
consecuencia del PEG. El control sin PEG también recibié la misma cantidad de antiemulgente.
En esta condiciones, las plantas fueron mantenidas en ia misma camara de cultivo durante las
22 h previas a su cosecha.

3.12.4 Determinaciones.

Tras mantener las plantas en solucidon nutritiva con o sin PEG durante 22 h, se
procedié a determinar la tasa de fijacién de CO,, tasa de transpiraciéon, conductancia
estomatica y la eficiencia en el uso del agua. Estas medidas se hicieron de acuerdo con lo
expuesto en el apartado 3.5.4. de esta seccion.

Al cosechar las plantas (10 semanas después de la siembra de las semillas) se
separo el sistema radical de la parte aérea y se procedié a determinar los pesos frescos y
secos de ambas partes de la manera usual. Una porcion de las raices fué utilizada para la
deteccion y cuantificacion de la presencia de los hongos MA.

También se determinaron los contenidos en nutrientes (N, P y K) de las plantas segun
el método descrito en el apartado 3.4. de esta seccion.

3.13. Evaluacion de la actividad superoxido dismutasa (SOD) en plantas de lechuga
micorrizadas o no y sometidas a estrés hidrico.

3.13.1. Diseiio experimental.

El ensayo consistié en 3 tratamientos microbianos (Inoculacion con G. mosseae o G.
deserticola y control), 2 niveles de hidratacion de las plantas y 2 cosechas a distinto tiempo (5
y 8 semanas). Cada tratamiento tenia 5 repeticiones, con lo cual resultaron 60 macetas con
una planta cada una. Tres semanas antes de cada una de las cosechas se inicid la induccion
del estrés hidrico. Para ello, la mitad de las plantas fueron cultivadas con un régimen hidrico
limitado (-0.17 MPa), mientras que la otra mitad permanecié a -0.04 MPa (capacidad de campo)
durante todo el tiempo de cultivo.
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3.13.2. Suelo y material biolégico.

Al igual que en ensayos anteriores, el suelo fué diluido con arena de cuarzo en
proporcion 1/1 v/v y esterilizado segun la metodologia habitual, ya expuesta. 0.5 kg de la
mezcla de suelo y arena estériles fueron depositados en cada una de las macetas. En cada
una de éstas se sembraron semillas de lechuga y posteriormente crecieron las plantas (una
por maceta). Los hongo seleccionados para este ensayo fueron Glomus deserticola (Trappe,
Bloss y Menge) y Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe. Ambos indculos
procedian de un cultivo en maceta de Lactuca sativa L. y el nimero de propagulos infectivos
era similar. Las plantas control recibieron 5 mL de un filtrado del inéculo para asegurar una
microbiota igual en todos los tratamientos exceptuando los propagulos MA.

3.13.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron crecidas en camara de cultivo bajo las condiciones descritas en el
apartado 3.5.3. de esta seccion.

Después de la siembra de las semillas y, hasta tres semanas antes de cada cosecha,
la humedad del suelo se mantuvo en tomo a la capacidad de campo (-0.04 MPa) mediante
aplicacion diaria de la cantidad adecuada de agua. Durante estas tres semanas precedentes a
la cosecha, se sometio a la mitad de las plantas a un estrés por sequia consistente en reducir
la humedad del suelo a -0.17 MPa.

3.13.4. Determinaciones.

Al cosechar las plantas (5 u 8 semanas después de la siembra de las semillas) se
separo el sistema radical de la parte aérea y se determinaron los pesos frescos y secos de
ambas partes de la manera usual. Una porcion de las raices fué utilizada para la deteccion y
cuantificacion de la presencia de los hongos MA.

Tras la determinacion del peso seco, se procedié al andlisis mineral (N y P) de las
muestras vegetales segun o descrito en el apartado 3.4. de esta seccion.

Extraccion del enzima SOD.

En el momento de la cosecha se tomaron muestras para la determinacion de la actividad
superoxido dismutasa. Las muestras de material vegetal se seleccionaron siguiendo un criterio
de uniformidad en todos los casos. La extraccion del enzima se realizé a partir de 1 g de
material vegetal (raiz y hoja) fresco. Las muestras de raiz fueron lavadas abundantemente
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con agua destilada, eliminandose siempre la raiz principal y las partes mas viejas de las
raices secundarias. Se procedid a la preparacion de un homogenado de este material con 10
mL de una mezcla de extraccion compuesta por:

0.1 M tampén fosfato-K pH 7.8
0.15 M CiNa

3 mM CIK

0.1 mM PMSF

26 mM B-mercaptoetanol ,
0.5 % Poilivinilpolipirrolidona (PVPP)

El material vegetal se homogeniza durante 2 minutos en Sorvall a 10.000 rpm. El
homogenado se filtra a través de una gasa doble y se centrifuga a 2500 g durante 5 minutos
para eliminar las fibras y restos celulares. El sobrenadante se vuelve a centrifugar a 30.000 g
durante 20 minutos, tomandose, de nuevo, el sobrenadante, que se congela en alicuotas de 1
mL a -70 °C durante un tiempo inferior a 1 mes. Todos estos procesos se realizaron en bafio
de hielo picado a una temperatura comprendida entre Oy 3 °C.

Cuantificacion de la actividad SOD

La medida de la actividad SOD se realiz6 de acuerdo con el método del ferrocitocromo ¢
propuesto por McCord y Fridovich (1969). Este método se basa en la medida de la tasa de
inhibicién, por la SOD, de la reduccion del citocromo ¢ por los radicales libres O™ generados
por el sistema enzimatico xantina/xantina oxidasa. La reaccion se lieva a caboa 25 °Cy la
medida de la densidad dptica se efectua a 550nm.

Metddica.

Primeramente se prepara el "coctel de reaccion”, compuesto por 23 mL de tamp6n
fosfato-K 50 mM, pH 7.8 + EDTA-Na 0.1 mM, 0.35 mL de citocromo ¢ 1 mM y 2.5 mL de
xantina 1 mM. A continuacién se comprueba el estado de este reactivo, para lo cual se
pipetean 3 mL en una cubeta de espectrofotdmetro y se ajusta el cero, tras lo cual, se anade

una pequena cantidad de ditionito sédico y se agita. La lectura a 550 nm debe ser de 0.20-
0.24.

Para establecer la reaccion control, se programa el espectrofotometro para leer en los
limites de densidad dptica de 0.100 y -0.025 durante un tiempo de 2 a 3 minutos. Tras esto,
se deposita en una cubeta de vidrio de espectrofotoémetro 3 mL del "céctel de reacciéon”
previamente calentado a 25°C. Se ajusta el cero del espectro con esta mezcla de reacciony a
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continuacion se afiade cantidades comprendidas entre 4 y 15 pL de una solucion de xantina
oxidasa (XOD), que contiene 10 puL de enzima concentrado en 0.5 mL de tampén fosfato K,
hasta obtener una tasa de reduccion del citocromo ¢ de 0.025 unidades. Esta reaccion se
efectia 3-4 veces y se calcula el valor medio de XOD necesario para obtener la mencionada
tasa de reduccion del citocromo c.

Para la medida de la actividad SOD en la muestra problema se depositan 3 mL del
"coctel de reaccion” en la cubeta de vidrio y se anaden 50 puL de la muestra problema
previamente descongelada. Se agita y se ajusta el cero. Seguidamente se afade la cantidad
de XOD determinada en la reaccion control, se agita y se inicia la lectura durante 2 a 3 minutos.
Hay que tener en cuenta que la dilucién de XOD puede perder actividad con el tiempo, por lo

que se debe repetir periodicamente la reaccion control y ajustar la cantidad de XOD que se
debe utilizar.

La expresion de la actividad enzimatica se realiza segun la definicién de McCord y
Fridovich (1969), quienes consideran 1 unidad de actividad como el 50% de inhibicién de la
reaccion control a 25 °C. De manera que:

% de inhibicion = Ycontrol - V problema y 44
V.control

Unidades/ mL = Zednhibicion y 1
50% mL muestra

X factor dilucion

La determinacion de las proteinas existentes en los extractos vegetales se realizo
segun el método de Bradford (1976). La actividad especifica del enzima (U/mg) se calculo
como la relacién entre la actividad total y la concentracién de proteinas.

Estudio isoenzimatico de la SOD.

Esta parte del estudio se llevo a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) a diferentes concentraciones de acrilamida/bis-acrilamida (normalmente 10% en el gel
separador y 3% en el gel concentrador). Las distintas isoenzimas SOD se detectaron en los
geles mediante el método de la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) con los radicales
0.~ generados fotoguimicamente (Beuchamp y Fridovich, 1971).
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3.14. Estudio de la actividad nitrato reductasa (NR) en plantas de lechuga
micorrizadas 0 no y sometidas a estrés hidrico.

3.14.1. Diseiio experimental.

El ensayo consistio en 5 tratamientos (Inoculacién con G. mosseae, G. deserticola, G.
fasciculatum, control sin fertilizar y control fertilizado con P) y 2 niveles de hidratacion de las
plantas. Cada tratamiento presentaba 5 repeticiones, con lo cual resultaron 50 unidades
experimentales con una planta cada una. Durante las primeras 6 semanas todas las plantas
se cultivaron a -0.04 MPa de potencial hidrico en el suelo y a partir de ese momento, hasta el

final del ensayo, la mitad de las plantas se sometieron a estrés consistente en mantenimiento
del potencial hidrico en -0.17 MPa.

3.14.2. Suelo y material biolégico.

El suelo fué diluido con arena de cuarzo en proporcién 1/1 v/v y esterilizado segtin la
metodologia habitual, ya expuesta. 500 g de la mezcla de suelo y arena estériles fueron
depositados en cada una de las macetas. En ellas se sembraron varias semillas de Lactuca
sativa. Después de su germinacion, las plantulas fueron seleccionadas para dejar sélo una
por maceta, la que presentaba un tamafio mas uniforme. Los hongo seleccionados para este
ensayo fueron Glomus deserticola (Trappe, Bloss y Menge), Glomus fasciculatum (Thax. y
Gerd.) Gerd. y Trappe y Glomus mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe. Los tres indculos
procedian de un cultivo en maceta de Lactuca sativa L, siendo el nimero de propagulos
infectivos similar en todos. Las plantas control recibieron 5 mL de un filtrado del indculo para
asegurar una microflora microbiana similar en todos los tratamientos exceptuando los
propagulos MA.

3.14.3. Condiciones de cultivo.

Las plantas fueron cultivadas en camara de cultivo bajo las condiciones descritas en el
apartado 3.5.3. de esta seccion.

El experimento duro un total de 12 semanas. Durante las seis primeras semanas de
crecimiento, la humedad del suelo se mantuvo en tomo a la capacidad de campo (-0.04 MPa)
mediante aplicacion diaria de la cantidad adecuada de agua. A partir de ese momento, la mitad
de las plantas se sometieron a un estrés consistente en reducir la humedad de! sueio a -0.17
MPa.

61



3.14.4. Determinaciones.

Al cosechar las plantas (12 semanas después de la siembra) se separo el sistema
radical de la parte aérea y se procedié a determinar los pesos frescos y secos de ambas
partes de la manera usual. Una porcion de las raices fué utilizada para la deteccion y
cuantificacion de la presencia de los hongos formadores de micorrizas arbusculares.

También se determind el contenido en nutrientes (N y P) de las plantas segun el
método descrito en el apartado 3.4. de esta seccion.

Extraccion del enzima NR.

En el momento de la cosecha, 1 g de material vegetal fresco, tomado 6 horas después
de haber comenzado el fotoperiodo (para eliminar las fluctuaciones diumas), fué usado para la
extraccion del enzima nitrato reductasa. Con este material se procedio a la preparacion de un
extracto utilizando 10 mL de una mezcla de extraccion (Dailey et al., 1982) compuesta por:

50 mM Tris pH 8.0

3 mM EDTA-Na

250 mM Sacarosa

1 uM NaxMoO4 x2 (H;0)
5 uM FAD

2mMDTT

1.5 mM PMSF

10 mM Cisteina

0.5 % (p/v) PVPP

El material vegetal so homogeniza durante 3 minutos en Sorvall a 10.000 rpm. El
homogenado se filtra a través de una gasa doble y se centrifuga a 3000 g durante 5 minutos.
El sobrenadante se vuelve a centrifugar a 30.000 g durante 20 minutos, tomandose, de
nuevo, el sobrenadante, que se congela en alicuotas de 1 mL a -70 °C. Todos estos
procesos se realizaron a una temperatura comprendida entre 0y 3 °C.

Cuantificacion de la actividad NR

La actividad nitrato reductasa se valora siguiendo la aparicion de nitritos en el medio,
segun la metodologia empleada por Kaiser y Lewis (1984) y Becana et al. (1985) modificada
por Caba et al. (1990). La mezcla de reaccién, en un volumen final de 2 mL contenia:
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0.6 mL de tampén fostfato potasico 100 mM pH 7.8
0.2 mL de NOzK 100 mM

0.2 mL de cisteina 10 mM

0.4 mL de NADH 2mM

0.6 mL de extracto problema

La reacci6n se inicia con la adicion del enzima (extracto). Los tubos asi preparados se
llevaron a incubacion en bafio termostatizado a 30 °C durante 30 minutos. La reaccién se
detiene mediate la adicion a los tubos de 0.1 mL de acetato de zinc 1M y agitando
vigorosamente, para asegurar la completa oxidacién del NADH residual. El blanco se obtiene
sustituyendo el enzima por medio de extraccion y los controles a tiempo cero deteniendo la
reaccion inmediatamente antes de la incubacion. Tras la incubacién se procedio a centrifugar a
3500 g, durante 15 minutos y, en alicuotas de 1 mL de sobrenadante se determina la cantidad
de nitrito formado. Esto se realiza mediante ia reaccion de diazotacion del nitrito (Snell y Snell,
1949). Para ello, a las alicuotas de 1 mL de sobrenadante se les afiade 1 mL de sulfanilamida
y 1 mL de N 1-naftil-etilendiamina diclorohidrato (NNEDA). La mezcla se completa con agua
destilada hasta un volumen de 5 mL y, tras agitar vigorosamente, se deja desarrollar el color
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se mide la absorbancia debida al color
a 540 nm en el espectrofotometro.

Para la cuantificacion del nitrito formado se confecciond una curva patron con
concentraciones conocidas de nitrito obtenidas a partir de una soluciéon de NO5K. La actividad

NR se expresé como nmol NO,™ formado g1 Pf. h1.

Reactivo de sulfanilamida: Se disuelve 1 g de sulfanilamida (Merck calidad analitica) en
20 mL de HCI concentrado y se diluye hasta 100 mL con agua destilada.

Reactivo de N 1-naftil-etilendiamina diclorohidrato (NNEDA): Se disuelven 20 mg de
NNEDA en 100 mL de agua destilada, conservandose en frasco topacio a 4 °C.

La determinacion de las proteinas existentes en los extractos vegetales se realizo,
también, segun el método de Bradford (1976).
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IV. RESULTADOS

4.1. Evaluacion del grado de compatibilidad funcional y efectividad de siete hongos
MA en el mantenimiento de las relaciones hidricas de plantas de lechuga sometidas
a periodos sucesivos de estrés hidrico.

Las siete especies de Glomus ensayadas incrementaron el crecimiento de la planta
tanto en condiciones de estrés como de adecuado aporte de agua. No obstante, el efecto de
los periodos sucesivos de estrés hidrico progresivo sobre el crecimiento de la planta
hospedadora dependi6é de la especie de hongo MA implicada en la simbiosis. Asi, en el
momento de la cosecha, las plantas presentaron pesos de parte aérea y raiz
significativamente distintos de acuerdo con el hongo inoculado. La mayor produccion de
biomasa se alcanzo en las plantas inoculadas con G. deserticola, independientemente del
tratamiento hidrico, mientras que el hongo menos efectivo resulté ser G. occultum. Las
diferencias en estimulacion del crecimiento entre ambos endofitos oscilaron entre 273% en
condiciones de buena irrigacion y 821% en condiciones de estrés hidrico (Tabla 1). La
colonizacion por cualquiera de las especies de Glomus ensayadas fué mas efectiva que la
aplicacién del fertilizante. De hecho, las medidas semanales del intercambio de gases sélo se
pudieron realizar en las plantas micorrizadas, ya que las no inoculadas carecian de un tamano
adecuado para estas determinaciones, de manera que, en estos tratamientos sin inocuiar, los
procesos fotosintéticos sélo pudieron ser evaluados al finalizar el experimento (semana 11).

El estrés hidrico impuesto disminuy0 el peso de parte aérea entre un 9% en plantas
colonizadas por G. deserticola y un 70% en aquellas colonizadas por G. occultum. La
clasificacion de las especies fungicas, por orden de eficiencia, basada en la mayor tolerancia a
la sequia (menor disminucion del crecimiento de parte aérea) fué: G. deserticola > G.
fasciculatum > G. mosseae > G. etunicatum > G. intraradices > G. caledonium > G. occultumn.
La capacidad de G. deserticola para inducir mayor tolerancia al estrés en la planta
hospedadora se evalué como un menor descenso del crecimiento bajo las condiciones
estudiadas.

El desarrollo radical también se afectd negativamente por el estrés hidrico excepto en el
caso de las plantas colonizadas por G. mosseae (Tabla 1). Respecto al nivel de colonizacion
radical, el mas invasivo de los hongos ensayados resulté ser G. deserticolay el menos G.
caledonium. En cualquier caso, la capacidad infectiva de los endofitos no varid, en general, con
el estrés aplicado (Tabla 2).
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El contenido foliar de prolina resulté ser un buen parametro para medir estrés hidrico. La
sequia incremento la concentracion de este regulador osmético (Tabla 2) especialmente en las
plantas colonizadas por G. deserticola.

La captacion de nutrientes por la planta fué considerablemente afectada por la especie
fungica implicada en la asociacion (Tabla 3). La exposicion al estrés hidrico no disminuyd
significativamente los contenidos en nutrientes de las plantas colonizadas por los endofitos
mas eficientes (G. deserticolay G. etunicatum por ejemplo) mientras que la adquisicion de
nutrientes en las plantas colonizadas por G. occultum resulté limitada a consecuencia de la
sequia. El contenido en P y K se mantuvo constante, como consecuencia del estrés, en las
plantas colonizadas por el hongo mas eficiente pero, estos niveles se redujeron
considerablemente en las plantas infectadas por el hongo menos efectivo. La diferencia en el
contenido en P en las plantas asociadas a los hongos mas 6 menos efectivos o0scilé entre
224% y 369% en funcién de la disponibilidad de agua. Es de destacar que G. intraradices
incremento significativamente los contenidos en Ca y Mg de las plantas bajo cualquier régimen
hidrico.

Respecto a los parametros fotosintéticos tales como, la actividad fotosintética,
eficiencia en el uso del agua, transpiracién y conductancia estomatica, incrementaron
notablemente a lo largo del cultivo de las plantas (Figura 1). Asi, en plantas con 6 semanas
(antes del comienzo del estrés hidrico), la colonizacion MA no afecto, practicamente, a ninguna
de estas medidas fisiolégicas, exceptuando a la conductancia estomatica. Sin embargo, los
efectos de la asociacion simbidtica sobre estos parametros se hicieron evidentes a partir de la
séptima semana de crecimiento. Es importante sefialar que las plantas no inoculadas no
presentaron un tamafno adecuado para poder determinar en ellas estos parametros hasta el
final del ensayo (semana 11). Es por ello que los datos de evolucion temporal de dichos
procesos presentados en esta Memodria se refieren sélo a las plantas micorrizadas. En
general, el estrés hidrico progresivo afectd negativamente a estos parametros, especialmente
a la tasa fotosintética y EUA (Tablas 4-7). Las plantas) colonizadas por G. occuftum
mostraron los menores valores fotosintéticos asi como la reduccién mas fuerte de dichas
medidas como consecuencia de cualquiera de los niveles de estrés hidrico aplicado. G.
deserticola fué el endofito que mas eficientemente incrementé y mantuvo la tasa de estos
parametros, tanto en condiciones de estrés como de adecuado aporte de agua. La mayor
reduccion de la tasa fotosintética y EUA, como consecuencia del estrés, se evidencio en la
semana 9 (debido a la mayor limitacién hidrica). La transpiracion y la conductancia estomatica
fueron mas reducidas durante la semana 8 (bajo un estrés hidrico moderado de -0.10 MPa).

Es importante destacar el comportamiento diferencial de las distintas especies de
Glomus utilizadas en este ensayo. En cuanto a la tasa fotosintética, G. deserticola, G.
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etunicatum, G. mosseaey G. occultum mostraron gran sensibilidad al estrés (incluso ligero,
-0.06 MPa) mientras que G. fasciculatumy G. caledonium fueron capaces de mantener la tasa
fotosintética y la EUA en valores proximos a los alcanzados en condiciones de adecuado
aporte hidrico, hasta que el estrés no alcanzé su valor maximo (-0.17 MPa). Por lo tanto,
dependiendo del endofito implicado en la simbiosis y del grado de limitacion hidrica, la tasa
fotosintética fué modificada de manera diferente por las distintas especies de Glomus durante
los periodos de estrés. De hecho, a -0.17 MPa, las plantas colonizadas por G. mosseae,
presentaron una de las tasas fotosintéticas mas bajas (19.3 nmol CO, m2 s1), mientras que,
en estas mismas condiciones, las plantas colonizadas por G. intrarddices fueron las que
menos disminuyeron este parametro.

Tras dos semanas de rehidratacion después del estrés, la mayoria de las plantas
mostraron una gran capacidad de recuperacion de los parametros fisioldgicos, los cuales
alcanzaron valores equiparables o superiores a los encontrados en las plantas no
estresadas. En estas condiciones, la tasa fotosintética y EUA mas altas las presentaron las
plantas colonizadas por G. deserticola, los otros aislados fungicos no tuvieron un efecto
relevante.

Al comparar, en su conjunto, los valores de los distintos parametros evaiuados
(semana 11) en las plantas colonizadas por el endofito mas eficaz y no sometidas a estrés
respecto al menos eficaz, encontramos incrementos de 313% (actividad fotosintética), 322%
(eficiencia en uso del agua), 148% (transpiracién) y 147% (conductancia estomatica). El
tratamiento con G. deserticola fué el que maximizé los valores de todos los parametros
fisiolégicos tanto en condiciones de estrés como de adecuada irrigacion.
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Tabla 1. Efecto del estrés hidrico e inoculacion con hongos MA (7 Glomus spp.) sobre el
peso seco de parte aérea y raiz y relacion raiz/parte aérea de plantas de lechuga.

Peso seco PA (g) Peso seco raiz (g) Raiz/parte aérea

Tratamientos

-0.04 MPa  Estrés -0.04 MPa  Estrés -0.04 MPa Estrés
Control 0.56k 0.15l 0.49f 0.16f 0.87c 1.06a
Control-P 1.15 0.261 0.87e 0.29f 0.75b 1.11a
G. deserticola 6.00a 5.50bc 2.23a 1.66b 0.37efg 0.30fgh
G. etunicatum 5.94ab 4.98d 1.87b 1.44c 0.31fgh 0.29gh
G. intraradices 5.43c 4.52¢ 1.75b 1.30cd 0.321gh 0.29gh
G. fasciculatum 5.08d 4.39¢ 1.68b 1.38d 0.33fgh 0.311gh
G. mosseae  4.54e 3.87f 1.43cd 1.30cd 0.31fgh 0.34fgh
G. caledonium 3.53g 2.70h 1.46¢d 0.97¢ 0.41e 0.36ef
G. occultum 2.20i 0.67k 1.27d 0.35f 0.57d 0.57d

Para cada parametro, los valores seguidos por la misma lefra no son significativamente (P<
0.05) distintos segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).

Tabla 2. Efecto del estrés hidrico e inoculacion con hongos MA (7 Glomus spp.) sobre la
colonizacion radical y acumulacion foliar de prolina (nmol/g P.F.) en plantas de

lechuga.
% colonizacion MA Prolina

Tratamientos

-0.04 MPa Estrés -0.04 MPa Estrés
Control 0g Og 12.3g 16.29
Control-P 0g Og 14.8g 16.4g
G. deserticola 92.3a 94.1a 79.3bcd 119.6a
G. etunicatum 59.4d 65.5¢d 62.8cde 93.4ab
G. intraradices 86.5ab 86.5ab 57.8def 40.8¢ef
@G. fasciculatum 68.5¢cd 63.2cd 50.0def 94.7ab
G. mosseae 69.7¢c 79.4b 38.3ef 79.4bcd
G. caledonium 32.6f 27.2f 30.5f 42 .6ef
G. occultum 42.0e 32.0f 50.8def 87.9bc

Para cada parametro, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente (P<
0.05) distintos segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).



Tabla 3. Efecto del estrés hidrico e inoculacion con hongos MA (7 Glomus spp.) sobre el
contenidode N, P, K, Ca y Mg (mg/planta) de plantas de lechuga.

-0.04 MPa

Tratamientos

N P K Ca Mg
Control 18.1ij 0.83fg 57.0f 15.3h 4 9ef
Control-P 21.0i 1.12f 63.4¢f 15.7h 6.2e
G. deserlicola 37.7ef 3.61a 97.6a 29.1cde 8.4d
G. etunicatum 40.6bcdef 3.55ab 90.6abc 31.1cd 10.1cd
G. intraradices 33.8g 2.90cd 98.8a 52.2a 16.9a
G. fasciculatum 43.6b 2.88cd 99.8a 34.3bc 8.8d
G. mosseae 42.7bc 2.56d 83.1cd 23.9¢efg 10.4cd
G. caledonium 41.5bcde 1.93e 89.2abc 31.2cd 10.0cd
G. occultum 37.11g 1.61e 70.1e 19.1gh 6.1e

Estrés

N P K Ca Mg
Control 15.3j 0.64g 51.0f 13.9h 3.9f
Control-P 20.3i 0.871g 60.1ef 14.1h 4 9ef
G. deserticola 39.5cdef 3.51ab 91.0abc 28.8cde 9.1d
G. etunicatum 42.6bcd 3.18bc 84.2bcd 28.5cdef 8.8d
G. intraradices 38.1def 2.40d 88.9abc 39.0b 12.4bc
G. fasciculatum 46.8a 2.76cd 92.9ab 38.5bc 12.7b
G. mosseae 41.0bcde 2.00e 70.1e 20.6fg 8.3d
G. caledonium 41.7bcd 1.60e 75.0de 25.5def 8.1de
G. occultum 26.3h 0.95f 38.1g 13.3h 3.9f

Para cada parametro, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente (P< 0.05)
distintos segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).
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Figura 1. Ewvolucidn temporal de la actividad fotosintética (a) (nmol CO, m2 s'), eficiencia en el
uso del agua (b) (mmol CO,/mol H,O x10°), tasa transpiratoria (c) (umol H,O m2 s*) y conductancia
estomatica (d) (mmol H,O m2s") en plantas de lechuga colonizadas por siete especies de Glomus
(G. deserticola, D; G. etunicatum, E; G. intrarradices, |; G. fasciculatum, F; G. mosseae, M: G.

caledonium, C; G. ocultum, O) y cultivadas bajo condiciones de adecuado aporte de agua
(MDS.05) (n =5).




Tabla 4. Evolucion de la actividad fotosintética (nmol COo> m2s-1) en plantas de lechuga colonizadas por siete especies de Glomus y cultivadas
bajo condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa), sometidas a periodos sucesivos de estrés hidrico (-0.06, -0.10 y -0.17
MPa) y rehidratadas hasta -0.04 MPa.

Semana6 Semana?7 Semana 8 Semana 9 Semana 11

-0.04 -0.04 -0.06 -0.04 -0.10 -0.04 -0.17 -0.04 Rehidratadas
Tratamientos MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa -0.04 MPa
Control - - - - - - - 34 .9f 30.8f
Control-P - - - - - - - 45 3f 40.1f
G.deserticola 17.4a 66.9a 44 3bc 109.6a 67.9¢c 127 .3a 42 2e 150.6b 198.8a
G.etunicatum 15.6ab 63.4a 44.8bc 85.2b 67.4¢c 87.3bc 25.4ef 94 4cde 91.9cde
G.intraradices 14.8ab 43.3bcd 45.1bc 66.0cd 44.2f 95.5b 59.8d 97 9cde 123.3bcd
G.fasciculatum 14.0b 44 .0bc 39.2bcde 55.1def 53.8def 79.5¢ 41.2¢e 97.9cde 104.2cde
G.mosseae 13.6b 47.6b 37.1cde 87.8b 57.5cde 89.0bc 19.3fg 125.2bc 89.4cde
G.caledonium 9.1c 22.9f 19.9f 29.4¢g 28.2g 33.8¢f 17.9fg 36.4f 65.3ef
G.occultum 10.0c 35.9de 9.3¢g 50.2ef 25.7¢9 66.9¢cd 7.99 65.0def 70.8ef

Dentro de cada evaluacion semanal, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05) segtn el test de rango
miltiple de Duncan (n = 5).

Tabla 5. Evolucion de la eficiencia en uso del agua (mmol CO2/mol H>0 x 109) en plantas de lechuga colonizadas por siete especies de Glomus
y cultivadas bajo condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa), sometidas a periodos sucesivos de estrés hidrico (-0.06, -0.10
y -0.17 MPa) y rehidratadas hasta -0.04 MPa.

Semana 6 Semana7 Semana 8 Semana 9 Semana 11

-0.04 -0.04 -0.06 -0.04 -0.10 -0.04 -0.17 -0.04 Rehidratadas
Tratamientos MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa -0.04 MPa
Control - - - - - - - 47 .41g 43.0fg
Control-P - - - - - - - 43.11g 37.99
G.deserticola 83.3a 139.1a 78.5cde 228.8a 157.9bcd 230.1a 84.1f 248.6ab 287.5a
G.etunicatum 77.7a 159.5a 131.2ab 178.9bc 176.8bc 169.0bc 49.69 147.9cde  127.9def
G.intraradices 60.7ab 138.3a 108.8bc 138.1cde 87.2fg 164.7bc 119.3de 172.7cde 189.8bcd
G.fasciculatum 76.9a 141.5a 78.9cde 121.2def 110.3ef 184.6b 82.8f 116.6def  160.3cde
G.mosseae 65.4ab 72.9de 45.9¢f 193.5ab 90.0fg 148.1cd 37.6gh 245.0ab 129.8def
G.caledonium 44.4b 56.4ef 45 4ef 66.1g 63.49 45.4gh 36.1gh 58.9f 144.3de
G.occultum 43.4b 91.3cd 29.1f 114.8def 106.5efg 110.9¢ 20.4h 100.3ef 108.4¢ef

Dentro de cada evaluacion semanal, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05) segun el test de rango
miltiple de Duncan (n = 5).




Tabla 6. Evolucion de la tasa transpiratoria (umol HoO m2 s-1) en plantas de lechuga colonizadas por siete especies de Glomus y cultivadas
bajo condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa), sometidas a periodos sucesivos de estrés hidrico (-0.06, -0.10 y -0.17
MPa) y rehidratadas hasta -0.04 MPa.

Semana 6 Semana? Semana8 Semana 9 Semana 11

-0.04 -0.04 -0.06 -0.04 -0.10 -0.04 -0.17 -0.04 Rehidratadas
Tratamientos MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa -0.04 MPa
Control - - - - - - - 11.4g 9.2g
Control-P - - - - - - - 13.5g 9.9g
G.deserticola 11.9a 31.9ab 33.0ab 35.3a 27 .4def 42 9a 34.8¢ 54.3a 54.1a
G.etunicatum 11.5a 26.7bc 20.1def 32.4b 25.1ef 37.9b 31.5d 51.7a 50.5a
G.intraradices 11.6a 22.8cd 20.5cde 30.2bcd 27 .2def 39.0b 28.5ef 43.8b 40.8bc
G .fasciculatum 7.8b 14.6efg 23.9cd 28.3cde 26.7¢f 30.4e 27.6f 43.2b 43.5b
G.mosseae 8.9b 32.8ab 34.9a 31.0bc 24 .9f 32.5d 25.6g 32.8d 39.0c
G.caledonium 6.7b 16.3cde 9.7gh 18.5g 14.6h 21.6i 17.8 29.1de 27.8e
G.occultum 6.9b 13.41g 4.0h 18.5g 3.4i 23.4h 7.6k 21.9f 11.5¢g

Dentro de cada evaluacion semanal, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05) segdn el test de rango
multiple de Duncan (n = 5).

Tabla 7. Evolucion de conductancia estomatica (mmol HoO m2 s-1) en plantas de lechuga colonizadas por siete especies de Glomus y
cultivadas bajo condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa), sometidas a periodos sucesivos de estrés hidrico (-0.06, -0.10 y
-0.17 MPa) y rehidratadas hasta -0.04 MPa.

Semana 6 Semana?7 Semana 8 Semana 9 Semana 11

-0.04 -0.04 -0.06 -0.04 -0.10 -0.04 -0.17 -0.04 Rehidratadas
Tratamientos MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa MPa -0.04 MPa
Control - - - - - - - 1.70ij 1.30jk
Control-P - - - - - - - 1.70ij 1.50j
G.deserticola 1.85a 1.53bcd 1.71bc 3.47a 1.06gh 4.50a 3.49d 5.22a 5.00ab
G.etunicatum 1.86a 1.88b 1.14bcdef 3.14b 2.48d 3.68c 3.17e 4.92ab 4.68bc
G.intraradices 0.79¢ 1.00cdefg  0.83defg 2.96bc 1.25fg 4.16b 2.85f 4.49cd 3.80ef
@G.fasciculatum 1.23bc 2.70a 1.29bcde 3.03bc 2.64cd 3.28¢e 2.72f 4.12de 3.99ef
G.mosseae 1.55ab 1.95b 0.71defg 2.40d 0.86h 3.42d 2.45¢g 3.11g 3.651
G.caledonium 1.22bc 1.73bc 0.38fg 1.76e 1.42f 2.15h 1.72i 2.72gh 2.56h
G.occultum 0.14d 0.58efg 0.17g 1.81e 0.33i 2.479g 0.75j 211 1.06j

Dentro de cada evaluacion semanal, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05) segun el test de rango

miltiple de Duncan.



4.2. Estudio del efecto del estrés salino sobre el crecimiento, ajuste osmético y
procesos fotosintéticos en plantas de lechuga.

El peso seco de las plantas (Tabla 8) disminuyo al aumentar ia salinidad del medio.
Comparando el crecimiento vegetal en los niveles salinos medio (4 g CINa Kg')y alto (5 g
CINa Kg') respecto al nivel bajo (3 g CiNa Kg'), las plantas control disminuyeron su peso en
un 32% en ambos niveles. En las plantas fertilizadas con P, la disminucién del crecimiento fué
de un 17% y 35% respectivamente. En los tratamientos micorrizados, las plantas inoculadas
con G. mosseae disminuyeron su peso en un 19% y 24%, las colonizadas por G.
fasciculatum en un 5% y 2% y las inoculadas con G. deserticola en un 1% y 15%,
respectivamente.

En todos los niveles salinos ensayados las plantas micorrizadas crecieron mas que los
dos tratamientos control. Esta diferencia en biomasa producida se acentud al incrementar el
nivel de salinidad a que fueron sometidas las plantas. Asi, en el nivel bajo de sal, G.
mosseae, G. fasciculatumy G. deserticola incrementaron el crecimiento de las plantas con
respecto a las control, incluso las fertilizadas con P, en un 87%, 57% y 59%,
respectivamente, mientras que cuando la salinidad ascendid (niveles medio y alto) esta
diferencia de produccion vegetal fué superior al 110% en todos los casos. Entre los
tratamientos micorrizados no se encontraron diferencias significativas en relaciéon con este
parametro, mientras que cuando la salinidad fué de 4 g CINa Kg! las plantas control crecieron
un 22% menos que las fertilizadas con P (Tabla 8).

En cuanto al desarrollo del sistema radical, éste siguié una tendencia similar pero, en los
niveles bajo y medio de sal, resulté afectado por el hongo colonizador. Asi, las plantas
colonizadas por G. fasciculatum presentaron menor peso seco de raiz que las inoculadas con
G. mosseae o G. deserticola (Tabla 8).

La colonizacion de la raiz por los hongos MA no se afecto por el nivel salino aplicado
en el medio (Tabla 9). G. deserticola fué el hongo que mas colonizé el sistema radical en los
tres niveles de sal ensayados.

Respecto a la acumulacion de prolina, ésta aumenté cuando lo hizo la salinidad del
medio, pero su incremento fué considerablemente menor en el caso de las plantas micorrizadas
(excepto en el tratamiento con G. mosseae) que en el caso de los dos tratamientos controles.
Observando la Tabla 9, se puede comprobar que los tratamientos inoculados con G.
fasciculatumy G. deserticola solo incrementaron el contenido en prolina en un 2% y 10%
respectivamente al pasar del nivel bajo de sal al medio, y que este incremento fué del 26% y
20% respectivamente al llegar al nivel superior de sal. Las plantas control, sin embargo,
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incrementaron sus contenidos en prolina en un 63% y 71% en los niveles medio y alto de sal
respectivamente.

Los parametros fotosintéticos resultaron estar significativamente incrementados en las
plantas micorrizadas en todos los casos, excepto en el nivel medio de salinidad, donde las
plantas colonizadas con G. mosseae 0 G. fasciculatum no presentaron diferencias
significativas en la tasa fotosintética respecto a los tratamientos sin inocular (Figura 2). Lo
mismo ocurrid con la conductancia estomatica en las plantas inoculadas con G. fasciculatum.
En el nivel bajo de sal, las plantas asociadas a G. mosseae o a G. fasciculatum incrementaron
la tasa fotosintética y la eficiencia en uso del agua en méas de un 75% respecto a las
fertilizadas con P. Sin embargo, las asociadas a G. deserticola incrementaron estos dos
parametros por encima del 90%. En el nivel medio de sal, sélo las plantas colonizadas por G.
deserticola incrementaron significativamente (46%) la tasa fotosintética respecto a las
fertilizadas con P. El aumento de la eficiencia en uso del agua oscilé entre un 39% (G.
mosseae), 105% (G. fasciculatum)y 114% (G. deserticola). En el nivel alto de sal, ambos
parametros incrementaron en mas del 100% sobre los tratamientos controles,
independientemente del endofito considerado. Es de destacar el hecho de que sélo en las
plantas micorrizadas los valores de estos parametros fisiolégicos fueron considerablemente
mayores en el nivel alto de sal que en el nivel medio, mientras que los dos tratamientos sin
micorrizar disminuyeron estos valores al aumentar la salinidad del medio.

Los datos de concentracion de nutrientes en la parte aérea de las plantas muestran
que en los tres niveles de salinidad ensayados, la concentracién de N (Tabla 10) fué
significativamente superior en las plantas que no fueron inoculadas (control y control-P)
respecto a las colonizadas con cualquiera de los tres hongos. No obstante, en los dos niveles
inferiores de sal en el medio, el contenido en N de estas plantas practicamente no resultd
afectado por el tratamiento microbiano. Asi, en el nivel bajo, sélo las plantas colonizadas por
G. deserticola presentaron menor captaciéon de N que el resto de tratamientos. En el nivel
medio de sal, el contenido en N fué similar en todos los tratamientos. Cuando la sal aplicada

fué 5 g CINa Kg', las plantas fertilizadas con P presentaron un mayor contenido en N que las
plantas control y las micorrizadas.

En relaciéon con la concentracion de P (Tabla 11), las plantas fertilizadas con P
presentaron valores similares a los encontrados en las colonizadas por G. mosseaey G.
fasciculatum, excepto en el nivel inferior de sal donde este valor fué incluso mayor que en las
plantas colonizadas por G. deserticola. Respecto al contenido en P en las plantas, en los tres
niveles salinos, las plantas control mostraron un menor contenido que las micorrizadas.
Agquellas plantas asociadas con G. deserticola mostraron los valores mas aitos de contenido
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en P con independencia del nivel de sal. También, las plantas fertilizadas con P tenian un
contenido en P similar a aquellas colonizadas por G. mosseae y G. fasciculatum.

Tabla 8. Peso seco de parte aérea y raiz (g/planta) de plantas de lechuga control,
fertilizadas con P o micorrizadas y cultivadas con tres niveles de salinidad en

elmedio.
3 gCINa kg1 4 g CINa kg1 5 g CINa kg
Tratamientos P.A Raiz P.A. Raiz P.A. Raiz
Control 0.97b 0.20d 0.66¢ 0.16¢ 0.65b 0.13b
Control-P 1.01b 0.22d 0.84b 0.15¢ 0.66b 0.15b
G. mosseae 1.81a 0.47a 1.47a 0.33a 1.39a 0.28a
G. fasciculatum 1.52a 0.31¢ 1.45a 0.28b 1.49a 0.26a
G. deserticola 1.54a 0.40b 1.53a 0.35a 1.31a 0.26a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente
distintos (P<0.05) segun el test de rango miiltiple de Duncan (n = 5).

Tabla 9. Contenido en prolina (nmol/g P.F.) y porcentaje de colonizacién radical de plantas de
lechuga control, fertilizadas con P o micorrizadas y cultivadas con tres niveles de
salinidad en el medio.

3 gCINa kg 4 g CINa kg1 5 g CINa kg1
Tratamientos  Prolina ~ %Coloniz. Prolina  %Coloniz. Prolina  %Coloniz.
Control 249a Oc 406a Oc 426a Oc
Control-P 217a Oc 263b Oc 379 Oc
G. mosseae 178b 70b 239 64b 343bc 68b
G. fasciculatum 245a 69b 250b 65b 309¢c 62b
G. deserticola 154b 87a 170c 83a 185d 83a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos
(P<0.05) segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5)
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Tabla 10 . Porcentaje y contenido total de N (mg/planta) en plantas de lechuga control,
fertilizadas con P o micorrizadas y cultivadas con tres niveles de salinidad en el

medio.
3 gCINa kg 4 g CINa kg1 5 g CINa kgt
Tratamientos N (%) N total N (%) N total N (%) N total
Control 1.4a 16.3a 1.6a 13.3a 1.5a 15.7bc
Control-P 1.4a 15.6a 1.4a 11.3a 1.6a 19.9a
G. mosseae 0.8b 15.0a 0.9b 13.2a 0.9b 12.2¢cd
G. fasciculatum 0.9b 15.0a 0.9b 13.8a 1.0b 12.9¢cd
G. deserticola 0.8b 11.6b 0.8b 12.8a 0.9b 11.3d

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos
(P<0.05) segun el test de rango mdltiple de Duncan (n = 5).

Tabla 11 . Porcentaje y contenido total de P (mg/planta) de plantas de lechuga control,
fertilizadas con P o micorrizadas y cultivadas con tres niveles de salinidad en el

medio.
3 gCINa kg 4 g CINa kg1 5 g CINa kg1
Tratamientos P (%) P total P {%) P total P (%) P total
Control 0.10c 1.2¢ 0.12c 1.8d 0.09¢ 0.92¢c
Control-P 0.23a 2.3b 0.15bc 1.7¢ 0.12b 1.02bc
G. mosseae 0.11¢c 2.2b 0.12¢ 1.8¢ 0.14b 1.90b
G. fasciculatum 0.12¢ 2.0b 0.14c 2.0bc 0.14b 1.80b
G. deserticola 0.18b 28a 0.21a 3.2a 0.21a 2.60a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos
(P<0.05) segun el test de rango multiple de Duncan (n =5).
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4.3. Determinacion del efecto del estrés salino sobre la capacidad infectiva y
efectividad simbidtica de un hongo de coleccion comparado con un aislado
autdctono adaptado a zonas salinas.

Primera Parte. En el nivel salino mas bajo (0.25 g CINa kg') sélo G. deserticola
incrementd significativamente el crecimiento vegetal, con independencia de la localizacion de la
fuente de indculo (Tabla 12). Sin embargo, el crecimiento radical si fué estimulado
significativamente por los dos endofitos, experimentando un incremento de hasta 60%
respecto a las plantas control en el caso del tratamiento con G. deserticola aplicado en el
mismo compartimento que la planta hospedadora.

La capacidad colonizadora del endofito autéctono (Tabla 12) fué menor que la de G.
deserticola tanto al situar el indculo con la planta 0 a una distancia de 11 cm (sin contacto
directo con la raiz). No obstante, ninguno de los dos endofitos disminuy6 su capacidad
infectiva como consecuencia de la proximidad o lejania de la raiz, llegando, incluso, G.
deserticola a colonizar mas activamente el sistema radical de la planta hospedadora cuando el
inéculo se aplicé en contacto con ésta.

La captacion de N y P (Tabla 13) también resulté fuertemente estimulada en las
plantas colonizadas por G. deserticola, si bien, el porcentaje de ambos elementos en la planta
no sufrid diferencias significativas (excepto las plantas control en relacion al P). La especie de
Glomus autoctona de suelos salinos también incrementd la acumulacién de P respecto a las
plantas control, pero no la de N.

Al aplicar un nivel salino de 0.5 g CINa kg, G. deserticola continué siendo el endofito
mas activo en cuanto a estimulacién del crecimiento vegetal y de la captacion de Ny P
(Tablas 12 y 13), no evidenciandose efecto de la distancia a la cual se colocé el indculo. Sin
embargo, las plantas asociadas con el endofito autdctono si resultaron afectadas
negativamente por la distancia, presentando, un 17% menos de crecimiento que las control.
Ademas, al situar el indculo a distancia de la planta hospedadora, este endofito no estimulo la
captacion de N y P e, incluso, los contenidos de ambos elementos en las plantas asociadas
con esta especie fungica fueron menores que en las plantas control. No obstante, las
diferencias no fueron significativas. En este nivel salino no hubo estimulacion del crecimiento
radical por parte de los hongos. Sdélo el tratamiento con Glomus sp. autéctono aplicado en la
proximidad de la planta presentd un valor significativamente mayor que el control.

En este nivel de sal (0.5 g CINa kg'), ambos endofitos disminuyeron
significativamente la capacidad colonizadora al aplicar el inéculo a 11 cm de la planta
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hospedadora. En cualquier caso, esta disminucion fué mayor para Glomus sp. autoctono que
para G. deserticola.

La aplicaciéon de 0.75 g CiINa Kg! no alteré el comportamiento de los endofitos
observado en el nivel salino anterior (Tablas 12 y 13). Las plantas colonizadas por G.
deserticola continuaron presentando los mayores crecimientos y contenidos en Ny P,
cualquiera que fuera la localizacion del indculo, mientras que Glomus sp. autéctono fué
afectado negativamente por la distancia de la raiz, aunque las diferencias no fueron
significativas. En estas condiciones, lo que si disminuy6 significativamente respecto a las
plantas control fué el contenido en N.

Curiosamente, el tratamiento con Glomus sp. autdctono proximo a la raiz continud
teniendo un efecto positivo sobre el desarrollo radical.

También, en este nivel salino, ambos endofitos disminuyeron su capacidad infectiva
como consecuencia de la distancia, siendo esta disminucién mucho mas acentuada en el caso
de Glomus sp. autéctono (40%) que en G. deserticola (24%).

Segunda Parte. El crecimiento de las plantas situadas en el compartimento C fué
considerablemente menor que el de las crecidas en el compartimento A (Tabla 14). El efecto de
los dos endofitos sobre el crecimiento de la planta hospedadora fué distinto. Asi, en el nivel de
0.25 g CINa kg™ las plantas colonizadas con Glomus sp. autoctono presentaron un mayor
desarrolio (38% y 119% mas que G. deserticola dependiendo de la localizacién inicial del
inoculo). En cualquier caso la capacidad colonizadora del micelio (procedente de las plantas del
primer ensayo) fué la misma en todos los casos, ya que no se apreciaron diferencias
significativas en los porcentajes de colonizacion.

En el nivel salino provocado por 0.5 g CINa Kg-' se aprecia el efecto negativo de la
distancia que debe recorrer el micelio para infectar a estas nuevas plantas sobre la eficiencia
de la simbiosis. Asi las plantas procedentes de los tratamientos en los que el in6culo original
se localizaba en el compartimento B, son los que presentan un mayor crecimiento.

Al igual que en el anterior nivel salino, la colonizacién radical provocada por ambos
hongos fué similar en todos los casos.

El incremento del contenido de sal a 0.75 g CINa Kg'' no afect6 a la capacidad
colonizadora de ambos endofitos. Ei desarrollo vegetal, no obstante, si fué menor que en los
niveles salinos anteriores.
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Tabla 12: Peso seco de parte aérea y raiz (g) y porcentaje de colonizacion MA de plantas de lechuga cultivadas en suelo con tres niveles crecientes de
CINa. Elinbculo se situ6 en el mismo compartimento que la planta huesped (0 cm) o en un compartimento alejado 11 cm de la misma.

Posicién 0.25 g CIiNa Kg- 0.5 g CINa Kg-1 0.75 g CINa Kg-1
del inéculo
Tratamientos Parteaérea Raiz % infeccion Parteaérea Raiz % infeccion Parteaérea Raiz %infeccion
Ocm G. deserticola 3.2a 2.4a 61.0b 3.1a 1.4ab 77.6a 3.4a 1.9ab 69.6a
Compart. A
Glomus sp. 2.4b 1.9a 55.5¢ 2.9a 2.4a 72.2a 3.1a 3.0a 71.0a
Control 2.1b 1.5b 0d 1.8b 0.9b od 1.7b 0.8b Oc
11¢cm G. deserticola 3.5a 2.2a 69.3a 3.1a 1.6ab 61.8b 3.3a 2.5a 53.0b
Compart. B
Glomus sp. 2.3b 1.9a 57.3c 1.5b 1.0b 53.7¢c 1.5b 1.2b 42.6b

:En cada columna, los valores seguidos por letras distintas son significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango muiltiple de Duncan
n = 4).

Tabla 13: Porcentaje y contenido total (mg/planta) de N y P en plantas de lechuga cultivadas en suelo con tres niveles crecientes de CINa. El indculo se
situ6 en el mismo compartimento que la planta huesped (0 cm) o en un compartimento alejado 11 cm de la misma.

Posicion 0.25 g CINa Kg- 0.5 g CINa Kg-1 0.75 g CINa Kg-t
aetnoedo Tratamientos N% Ntotal P% P total N%  Ntotal P%  Ptotal N%  Ntotal P%  Ptotal
ocm G. deserticola 1.8a 57.3a 0.29a 9.2a 1.9a 60.2a 0.31a 97a 15b 529ab 028a 86a
compart. A Glomus sp. 1.4a 34.3b 0.27a 6.7b 1.8a 48.0a 0.29a 82a 1.5b 47.3ab 0.27a 8.3a
Control 2.1a 36.0b 0.16b 2.8c 1.6a 30.9b 0.16b  3.3b 2.3a 40.3b 0.22ab 3.8b
11cm G. deserticola 1.8a 58.9a 0.27a 9.2a 1.6a 49.7a 0.28a 9.0a 1.7b 574a 0.28a 9.6a
Compart. B Glomus sp. 1.8a 41.7b 0.30a 6.8b 1.6a 23.4b 0.19p 2.5b 1.0c 14.5¢ 0.19b 3.4b

Fn cac)ia columna, los valores seguidos por letras distintas son significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango miiltiple de Duncan
n=4).




Tabla 14: Peso seco de parte aérea y raiz (g) y porcentaje de colonizaciéon MA de plantas de lechuga cultivadas en suelo con tres niveles crecientes de
CiNa en un compartimento situado a 17 cm del indculo.

Posicion 0.25 g CINa Kg-1 0.5 g CINa Kg-1 0.75 g CINa Kg-1
detincedto Tratamientos Parteaérea Raiz %infeccion Parteaérea Raiz % infeccién Parteaérea Raiz %infeccion
Ocm G. deserticola 0.26bc 0.09bc 75.1a 0.19¢ 0.10b 64.0a 0.18b 0.10b 69.5a
Compart. A Glomus sp. 0.36b 0.17ab  80.0a 0.20c 0.12b 65.4a 0.17bc  0.08bc 73.1a
Control 0.27bc 0.11b Ob 0.19¢c 0.09b Ob 0.11c 0.05c Ob
11cm G. deserticola 0.21c 0.14b 81.2a 0.36b 0.14b 69.7a 0.16¢ 0.08bc 78.3a
compart. B Glomus sp. 0.46a 0.22a 80.1a 0.46a 0.21a 58.0a 0.31a 0.13a 80.0a

En cac;a columna, los valores seguidos por letras distintas son significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango mulltiple de Duncan
(n = 4).




4.4. Estudio de la contribucion de las hifas fingicas a la captacion de agua por
plantas micorrizadas.

Los resultados obtenidos (Figura 3) indican que la captacion de agua por la planta
resultd modificada por la presencia del hongo micorrizico. Cuando no se aplicé ningin agua en
el compartimento hifal 2 (CH-2) el efecto de G. deserticola sobre el peso fresco de la planta
fué considerable (incremento del 80% respecto a las plantas control fertilizadas con P),
mientras que G. fasciculatum iguald el efecto de la fertilizacion con P. No obstante, cuando en
el CH-2 se aplicé un potencial hidrico en suelo de -0.05 MPa, la efectividad de la micorrizacion
se hizo mas evidente, incrementando la cosecha de las plantas colonizadas por G.
fasciculatum en un 153% y la de las plantas colonizadas por G. deserticola en un 216%
respecto al tratamiento control fertilizado. Cuando el nivel hidrico del CH-2 increment6 a -0.01
MPa, ambos hongos presentaron igual efectividad. No obstante, G. fasciculatum reaccion6
positivamente ante el incremento de agua en este compartimento aumentando en un 33% el
crecimiento de las plantas colonizadas respecto al nivel hidrico anterior, mientras que las
plantas inoculadas con G. deserticola mantuvieron similar crecimiento en ambos niveles.

El contenido hidrico en las hojas (Figura 3) mostré que un incremento en el agua del
CH-2 significé un aumento también de agua en la planta. Sin embargo la acumulacion foliar de
agua fué significativamente menor en las plantas control que en las de los tratamientos
micorrizados. En ausencia de agua en el CH-2, no hubo diferencias significativas, respecto a
este parametro, entre las plantas inoculadas con G. fasciculatumy las controles, mientras que
en el caso de G. deserticola, las plantas presentaron el mayor contenido hidrico. Al adicionar
cantidades crecientes de agua en el compartimento hifal, ias plantas micorrizadas mejoraron
significativamente la acumulacién de agua en comparacién con las plantas fertilizadas con P.

Dentro de cada nivel de agua aplicado en el CH-2, las tasas de crecimiento radical no
variaron sustancialmente entre los tratamientos micorrizados y el control (Figura 3). Lo mismo
ocurrié respecto al porcentaje de colonizacion radical provocado por cada uno de los dos
hongos MA (Tabla 15).

Cuando no se aplicé agua en el compartimento hifal, la tasa fotosintética, EUA y
eficiencia fotosintética en el uso del fésforo (EFUF) no difirieron significativamente entre las
plantas control y las micorrizadas (excepto EFUF en G. fasciculatum) (Tabla 17). En cualquier
caso, la aplicacion de agua (-0.05 y -0.01 MPa) en dicho compartimento incrementd estos
parametros, especialmente en las plantas micorrizadas, siendo el efecto mas relevante el
encontrado en las plantas colonizadas por G. fasciculatum. Mientras que éste endofito afectd
principalmente a la tasa fotosintética, EUA y EFUF, otros parametros como la transpiracion y
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conductancia estomatica alcanzaron sus valores maximos en las plantas inoculadas con G.
deserticola independientemente del contenido hidrico del compartimento hifal.

En relacion con la captacion de nutrientes, en general, las plantas fertilizadas con P no
captaron nutrientes mas eficientemente (excepto N) en funcién del agua aplicada en el CH-2.
Sin embargo, las plantas asociadas a G. deserticola aumentaron notablemente su contenido
nutritivo en todos los regimenes hidricos ensayados. El aumento del contendido hidrico en
CH-2 de -0.05 MPa hasta -0.01 MPa no varié el contenido en nutrientes de las plantas
colonizadas por este hongo. Por otro lado, el nivel 6ptimo de agua para la captacién de
nutrientes en el caso de G. fasciculatum resulté ser -0.01 MPa (Tablas 18 y 19).

La prueba realizada para poner de manifiesto la existencia y actividad del micelio
fungico en el compartimento hifal indico (Tabla 16) que la capacidad de colonizacion MA de las
hifas existentes en el CH-2 dependi6 altamente del contenido hidrico en tal compartimento.
Asi, se evidencio una baja infectividad del micelio cuando este se habia desarrollado en
condiciones de sequia. Cuando el potencial hidrico del suelo de este compartimento era de
-0.05 MPa, ambos micelios de los respectivos hongos presentaron una gran capacidad
colonizadora, la cual disminuyd, en el caso del micelio procedente de G. fasciculatum, cuando
el potencial hidrico del suelo descendi6 a -0.01 MPa.

73




o5 MDS' .05 5 MDS .05 90— MDS .05
N
\ S .
F20- § g4 § § S
&= N & <
< 15 § N3 § \ @
- \ s N\ \ g
8 7\ y\ \ 5
2\ N\ \ 5
9 10 ﬂ \ XE7 N\ =
& 7z N\ N N &
3 AN 3 N\ N\ £
§ 5 7 \NEAR7 N 3
J 7 N\ J D , D 75 ,
Control-P  G. fasciculatum G. deserticola Control-P  G. fasciculatum G. deserticola Control-P  G. fasciculatum G. deserticola

Figura 3. Peso fresco de parte aérea y raiz y contenido hidrico de plantas de lechuga colonizadas por G. fasciculatum o G. deserticola o no
inoculadas y fertilizadas con P, cultivadas con tres niveles de humedad (Sin agua, -0.05 MPa or -0.01 MPa) en el compartimento hifal 2 (n = 5).




Tabla 15. Colonizacion radical (%) en plantas de
lechuga cultivadas en medio con tres
niveles hidricos (sin agua, -0.05 MPa 6
-0.01 MPa) en el compartimento hifal.

Tabla 16. Colonizacion radical (%) en plantas de
lechuga infectadas a partir del

micelio

existente
compartimento hifal 2.

en el

Tratamientos Sinagua -0.05MPa -0.1MPa Tratamientos Sinagua -0.05MPa -0.1MPa
Control-P od od 0d Control-P - 0d 0d od
G.fasciculatum 70c  78bc  79bc G.fasciculatum 10.5¢ 75a 55b
G.deserticola 78bc 88a 86ab G.deserticola 14.0c 73a 77a

En cada columna, los valores seguidos por la
misma letra no son significativamente distintos
(p< 0.05) segun el test de rango muditiple de
Duncan (n =5).

En cada columna, los valores seguidos por la
misma letra no son significativamente distintos
(p< 0.05) segtn el test de rango multiple de
Duncan (n =5).

Tabla 17. Tasa fotosintética (nmol CO; m-2s-1), transpiracién (umol H,O m-2 s-1), conductancia
estomatica (mmol HoO m-2 s°1), eficiencia en el uso del agua (EUA, mmol COx/mol H,0) y
eficiencia fotosintética en el uso del P ( EFUF nmol CO,m-2 5-1 mg P-1) de plantas de lechuga

fertilizadas con P o micorrizadas y cuttivadas con tres niveles de hidricos (Sin agua , -0.05
MPa 0 -0.01 MPa) en el compartimento hifal.

Tratamiento Fotosint. Transpiracion Conductancia EUA (x105) EFUF
Sin agua 139 18.4e 2.4e 17e 499
Control-P -0.05 MPa 52ef 24.6d 3.1d 76de 14.7e
-0.01 MPa 75de 28.8cd 3.5d 112d 18.7d
Sin agua 25fg 19.8e 2.3e 38e 8.0f
G. fasciculatum -0.05 MPa 187¢ 31.3¢ 3.6d 301c 27.9¢
-0.01 MPa 565a 51.4b 5.9¢c 886a 44 523
Sin agua 23fg 26.7d 3.1d 36e 4.29
G. deserticola -0.05 MPa 96d 53.8b 6.7b 1344 8.2f
-0.01 MPa 426b 59.7a 7.3a 594bh 35.3b

Dentro de cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05)

segun el test de rango miltiple de Duncan (n = 5).




Tabla 18. Concentracién (%) de N, P, K, Cay Mg en plantas de lechuga fertilizadas con P o micorrizadas y
cultivadas con tres niveles de humedad (Sin agua, -0.05 MPa o -0.01 MPa) en el compartimento

hifal 2.

Tratamientos N P K Ca Mg
Sin agua 2.3a 0.11c 4.5a 1.3a 0.36ab

Control-P -0.05 MPa 2.2ab 0.10cd 4.3ab 1.1bcd 0.30cd
-0.01 MPa 2.1abc 0.10cd 3.7¢c 0.9de 0.21e
Sin agua 1.9¢cd 0.11c 3.7¢ 0.8e 0.24de

G. fasciculatum -0.05 MPa 1.9¢cd 0.12bc 4.1bc 1.0cde 0.34bc
-0.01 MPa 1.9cd 0.14ab 4. 4ab 1.1bcd 0.42a
Sin agua 2.0abc 0.14ab 4.0bc 1.0cde 0.28cd

G. deserticola -0.05 MPa 1.9¢d 0.14ab 4.2ab 1.1bed 0.32bc
-0.01 MPa 1.6d 0.14ab 4.1bc 1.2ab 0.33bc

Dentro de cada columna, los valores seguidos por ia misma letra no son significativamente distintos (P< 0.05)

segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).

Tabla 19. Contenido en N, P, K, Ca y Mg (mg/planta) en plantas de lechuga fertilizadas con P o
micorrizadas y cultivadas con tres niveles de humedad (Sin agua, -0.05 MPa 0 -0.01 MPa)en el
compartimento hifal 2.

Tratamientos N P K Ca Mg
Sin agua 29¢ 1.4c¢ 16.0cd 57¢ 4.5d
Control-P -0.05 MPa 38b 1.7c 18.4¢c 74b 5.1¢cd
-0.01 MPa 41ab 1.8¢c 17.4¢ 72b 4.1d
Sin agua 29¢ 1.6¢ 12.5d 56¢ 3.6d
G. fasciculatum -0.05 MPa 38b 2.5b 19.3¢ 78b 6.6¢
-0.01 MPa 45a 3.9a 27.0b 114a 10.2a
Sin agua 38b 2.6b 17.6¢ 74b 5.2¢d
G. deserticola -0.05 MPa 473 4.0a 29.6ab 108a 8.3b
-0.01 MPa 453 41a 33.2a 114a 9.3ab

Dentro de cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente distintos

(P< 0.05) segun el test de rango mdltiple de Duncan (n = 5).



4.5. Evaluacion del efecto de la aplicacion de acido N-morfolino etano sulfénico
(MES) sobre el desarrollo micelial y la captacion de agua por las hifas.

Los datos obtenidos en este ensayo vuelven a confirmar lo observado en el anterior,
especialmente cuando no se aplicé el tampén MES. Asi, la presencia de los hongos MA afectd
a la captacion de agua por la planta (Figuras 4 y 5). Sin embargo, el efecto de los hongos fué
diferente en funcion de la aplicaciéon o no de tampén MES. En general, el comportamiento
apreciado fué el mismo en ambos casos, pero mucho mas amplificado y evidente cuando no
se aplicé el tampon MES.

Asi, en ausencia de tal producto, y en el caso de falta de agua en el CH-2, ambos
hongos MA incrementaron en igual medida el peso fresco de las plantas respecto al control sin
micorrizar (40%) (Figura 4). Cuando el contenido hidrico del CH-2 se increment6 a -0.01 MPa
el tratamiento control no experimento ningun incremento significativo en el crecimiento de las
plantas respecto a la situacion hidrica anterior, mientras que las plantas colonizadas por G.
fasciculatum incrementaron su desarrollo en 68% vy las inoculadas con G. deserticola lo hicieron
en un 73%. En estas condiciones hidricas, las piantas colonizadas con G. deserticola
presentaron una tasa de crecimiento mayor que las colonizadas por G. fasciculatum.

En cuanto al desarrollo radical, éste siguio una trayectoria muy similar a la marcada por
la parte aérea de las plantas (Figura 4).

El contenido hidrico foliar de estas plantas (Figura 4) fué mayor cuando se aplicé agua
en el compartimento hifal que cuando éste permanecié seco. No obstante, los valores

obtenidos fueron significativamente menores para el tratamiento control que en los tratamientos
micorrizados.

Realmente, es en parametros tales como tasa fotosintética o la eficiencia en uso del
agua (Figura 4) donde se evidencio un gran efecto de la captacion de agua procedente del
compartimento hifal situado a 15 cm de la raiz. En este sentido, mientras que la tasa
fotosintética de las plantas controles (sin acceso al compartimento donde se aplicaba el
tratamiento hidrico) no experimenté ninguna variacion apreciable como consecuencia del
aporte de agua en el compartimento hifal, los tratamientos micorrizados experimentaron
incrementos de este parametro de 219% (G. fasciculatum) y 250% (G. deserticola).

La tasa fotosintética alcanzd su valor maximo en aquelias plantas asociadas a G.
deserticola. En el caso de la transpiracién y WUE ocurrié exactamente igual que con la tasa
fotosintética.
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En cuanto al porcentaje de colonizacion de las raices por los hongos MA (Figura 5), no
se apreciaron diferencias significativas entre ambos endofitos. La aplicacion de agua en el
CH-2 afecté a la capacidad colonizadora de G. fasciculatum que increment6 significativamente
el porcentaje de colonizacion radical como consecuencia de la presencia de agua en dicho
compartimento.

La prueba para determinar la presencia y actividad del micelio fungico en el CH-2
(Figuras 5 y 7) demuestra que el micelio fué mas abundante cuando no hubo aplicacion de
tampdén MES. G. deserticola produjo, en todos los casos, un mayor porcentaje de infeccién en
ia planta huésped que G. fasciculatum. Ambos hongos incrementaron este parametro como
consecuencia del aumento de agua disponible en el compartimento hifal.

Los datos de captacion de nutrientes por estas plantas (Figura 5), indican que la
concentracion de N sélo se vio afectada por la disponibilidad de agua en el CH-2 en el caso
del tratamiento control fertilizado, el cual incrementé este parametro al aumentar la
disponibilidad de agua. Por el contrario, el contenido en N de las plantas micorrizadas
incremento al hacerlo la disponibilidad hidrica, mientras que en el tratamiento control fertilizado
no hubo diferencias significativas entre ios dos niveles hidricos aplicados en el CH-2.

La concentracion de P en las plantas (Figura 5) resulté mayor en el tratamiento control
fertilizado que en las plantas micorrizadas. Sin embargo, el contenido total de P fué mayor en
las plantas micorrizadas que en las fertilizadas con P, principaimente cuando se aplicé agua en
el CH-2.

En presencia de MES, y en el caso de falta de agua en el CH-2, ambos hongos MA
incrementaron en igual medida el peso fresco de las plantas respecto al control sin micorrizar
(135%) (Figura 6). Cuando el contenido hidrico del CH-2 se incrementé a -0.01 MPa el
tratamiento control no experimentd ningun incremento significativo en el crecimiento de las
plantas respecto a la situacién hidrica anterior, mientras que las plantas colonizadas por G.
fasciculatum incrementaron su desarrollo en 29% y las inoculadas con G. deserticola o hicieron
en un 17%.

En cuanto al desarrollo radical, éste siguio una trayectoria muy similar a la marcada por
la parte aérea de las plantas (Figura 6).

E! contenido hidrico foliar de estas plantas (Figura 6) fué mayor cuando se aplico agua
en el compartimento hifal que cuando éste permanecié seco (excepto en ias plantas control).
Los valores obtenidos en presencia de agua en el compartimento hifal fueron
significativamente menores en el tratamiento control que en los tratamientos micorrizados.
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En parametros tales como tasa fotosintética o la eficiencia en uso del agua (Figura 6) se
evidenci6 un efecto de la captacidon de agua procedente del compartimento hifal situado a 15
cm de la raiz. En este sentido, mientras que la tasa fotosintética de las plantas controles (sin
acceso al compartimento donde se aplicaba el tratamiento hidrico) no experimento ninguna
variacion apreciable como consecuencia del aporte de agua en el compartimento hifal, los
tratamientos micorrizados experimentaron incrementos de éste parametro de 109% (G.
fasciculatum) y 27% (G. deserticola).

El MES provocé un efecto distinto al deseado, resultando especialmente negativo,
respecto a la situacion sin MES para G. deserticola. En el caso de la transpiracion y WUE
ocurrid exactamente igual que con la tasa fotosintética.

En cuanto al porcentaje de colonizacion de las raices por los hongos MA (Figura 7), G.
deserticola fué el endofito que presenté una mayor capacidad colonizadora. La aplicacion de
agua en el CH-2 no afecté a la capacidad colonizadora de los endofitos.

Los datos de captacion de nutrientes por estas plantas, indican que la concentracion
de N (Figura 7) s6lo se vio afectada por la disponibilidad de agua en el CH-2 en el caso del
tratamiento control fertilizado, el cual disminuyo este parametro al aumentar la disponibilidad de
agua. Por el contrario, el contenido en N de las plantas micorrizadas incrementé al hacerlo la
disponibilidad hidrica, mientras que en el tratamiento control fertilizado se produjo una
disminucion de este parametro al incrementar la disponibilidad de agua en tal compartimento.

La concentracién de P en las plantas (Figura 7) resulté mayor en el tratamiento control
fertilizado que en las plantas micorrizadas cuando no se aplicé agua en el CH-2, mientras que
al aplicar agua en dicho compartimento este efecto no se evidencié. Sin embargo, el contenido

total de P fué similar en todos los tratamientos (excepto control-P en presencia de agua en el
CH-2).
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4.6. Estudio de la viabilidad de esporas de tres hongos formadores de micorrizas
arbusculares después de un periodo de almacenamiento en suelo con diferentes
niveles de potencial hidrico.

Los resultados muestran que las esporas de G. mosseae fueron muy sensibles a la
humedad del suelo durante el periodo de almacenamiento, siendo mas infectivas cuando se
incubaron en suelo con -0.04 MPa de potencial hidrico (Tabla 20). En las diluciones 1/4y 1/16
las esporas de este hongo disminuyeron su capacidad infectiva a 32-18%, cuando el
potencial hidrico del suelo fué de -0.8 MPa, y a 12-13% respectivamente cuando el suelo
permanecio seco durante el periodo de almacenamiento.

El comportamiento de las esporas de G. fasciculatum fué distinto (Tabla 20). La mayor
infectividad se obtuvo cuando el potencial hidrico del suelo fué de -0.8 MPa, alcanzando, en
las diluciones 1/4 y 1/16, un incremento de infectividad, en relacién a -0.04 MPa, de 410% y
240% respectivamente (Tabla 21).

Las esporas de G. deserticola mostraron su mayor infectividad (23% de colonizacién
radical) en suelo con alto contenido en agua.

La falta de humedad en el suelo durante el periodo de aimacenamiento de las esporas
disminuy0 considerablemente la capacidad infectiva de las mismas. Los valores 6ptimos de
potencial hidrico resultaron ser: -0.8 MPa para G. fasciculatumy -0.04 MPa para G. mosseae
y G. deserticola.

En el presente estudio quedo claro que la reduccion del nimero de esporas conlieva a
una pérdida progresiva en la intensidad de la infeccién micorrizica en todos los casos. Asi, €l
namero mas probable de 8 esporas fué insuficiente para inducir colonizacion radical. Cuando
el nimero de esporas fué de 32, se produjo una infeccion detectable y con 125 esporas el
porcentaje de colonizacién radical oscild entre 8% y 23% dependiendo del nivel hidrico del
suelo durante el tiempo de almacenamiento de las esporas. (Tabla 20).
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Tabla 20: Porcentaje de colonizacién radical de plantas de lechuga producido a partir de esporas de
tres especies de Glomus despues de 6 meses de almacenamiento en suelo seco o con
diferentes potenciales hidricos y diluidas hasta 1/4, 1/16 o 1/64 con suelo.

-0.04MPa -0.8MPa Seco

Tratamientos 144 1/16 1/64 1/4 1/16 1/64 1/4 1/16 1/64

G.mosseae 9.2b 6.8¢c 1de 2.9¢ 1.2de Oe 1.1b 0.9b Oc
G.fasciculatum 1.9d 1.1de Oe 7.8a 2.6¢cd Oe 1.3b 1.1b Oc
G.deserticola 23.3a 8.7b Qe 5.3b 2.3cd Oe 2.0a 1.1b Oc

Para cada nivel de humedad del suelo, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes (P< 0.05) segun el test de rango multiple de Duncan (n = 3)

Tabla 21: Valores relativos * (%) del porcentaje de colonizacion aicanzado en plantas de lechuga a partir
de esporas de tres especies de Glomus despues de 6 meses de incubacién en suelo seco o a

-0.8 MPa.
1/4 116 1/64
(125 esporas) (32 esporas) (8 esporas)
Tratamientos -0.04 MPa -0.8MPa Seco 0.04 MPa -0.8MPa Seco 0.04 MPa -0.8MPa Seco
G.mosseae 100 32 12 100 18 13 100 0 0
G.fasciculatum 100 410 68 100 240 100 0 0 0
G.deserticola 100 23 9 100 26 13 0 0 0

* vaiores a -0.04 MPa = 100%



4.7. Estudio del efecto del Ca en la resistencia al estrés osmético (hidrico) originado
mediante aplicacién de polietilénglicol (PEG) al medio de cultivo.

No se evidencié efecto del Ca aplicado en el medio sobre el desarrollo de las plantas
micorrizadas. Solo los tratamientos sin micorrizar disminuyeron su crecimiento al aplicar 8 mM
de Ca en el medio. El tratamiento fertilizado con P fué el que alcanzé un mayor desarrolio en
todos los niveles de Ca ensayados (Tabla 22). El nivel de Ca aplicado tampoco afectd, salvo
excepciones, al crecimiento radical.

La capacidad colonizadora de ambos hongos resulté negativamente afectada por el
aumento de Ca en el medio, de manera que ambos endofitos disminuyeron el nivel de
colonizacion radical a partir de 6 mM Ca, en el caso de G. mosseae, o a partir de 4 mM Ca en
el caso de G. fasciculatum.

Los datos de captacion de nutrientes (Tabla 23) indican que al aumentar el nivel de Ca
en el medio incremento la captacion de N en todos los tratamientos. Las plantas inoculadas
con G. fasciculatum fueron las que captaron mayor cantidad de N. Sélo cuando fa
disponibilidad de Ca era baja (2 mM) las plantas control captaron menos N que cualquiera de
los otros tratamientos.

Las plantas fertilizadas con P, como era de esperar, presentaron los valores mas altos
de contenido en P. En general, se observa una tendencia a disminuir el contenido de P al
aumentar la disponibilidad de Ca en el medio (excepto en el caso de G. fasciculatum). En
relacion al Ca, al igual que ocurria con el N, fué captado con mayor eficacia por las plantas
colonizadas por G. fasciculatum. En menor medida lo hicieron las plantas fertilizadas con P y
las inoculadas con G. mosseae. Las que captaron menos Ca fueron las del tratamiento control.

En todos los tratamientos se produjo un aumento en la acumulacién de Ca en la planta
a medida que incrementaba la disponibilidad del mismo en el medio. En los tratamientos sin
micorrizar sélo se detectaron diferencias al comparar los niveles alto y bajo de Ca, mientras
que en los tratamientos micorrizados se produjo el mayor aumento en el contenido de Ca de
las plantas a partir de 6 mM Ca.

La induccion del estrés mediante la exposiciéon de las plantas a PEG durante 22 h
provoco la sintesis y acumulacién de prolina (Figura 8). Esta sintesis de prolina alcanzo su
valor maximo cuando la cantidad de agente osmético aplicada fué de 20%. En cualquier caso,
el efecto del aporte de concentraciones crecientes de Ca al medio fué diferente para las
plantas micorrizadas que para las no inoculadas. Las micorrizadas disminuyeron la
acumulacién de tal agente osmoregulador a medida que aumenta la concentracion de Ca. Este
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efecto es mucho mas pronunciado en las plantas colonizadas por G. fasciculatum que en el
caso de G. mosseae, para ambas concentraciones de PEG. No obstante, la mayor diferencia
entre plantas micorrizadas y controles en relacion a este parametro se observé cuando el PEG
se aplicd en solucion al 10% (que provoca un estrés mas moderado). En este caso, las
plantas control acumularon un 304% mas de prolina que las colonizadas por G. fasciculatum.

Es destacable el hecho de que en los dos niveles de PEG (10 y 20%) que inducen
estrés hidrico moderado o fuerte, las plantas micorrizadas acumularon mas prolina que las no
micorrizadas cuando el nivel de Ca en el medio era inferior a 6 mM. A partir de este nivel ya se
produce un cambio de tendencia.

El contenido relativo de agua en las plantas (Figura 9) también resulté negativamente
afectado por la aplicacion de PEG. No obstante, la variacion observada es mucho menor que
en el caso de la acumulacion de prolina.

Los mayores valores de contenido relativo de agua se obtienen en las plantas no
sometidas a la accién del PEG. En estas condiciones, los tratamientos sin micorrizar no
mostraron variacion apreciable en relacién con el nivel de Ca aplicado al medio. Sin embargo,
los dos tratamientos micorrizados aumentaron su contenido relativo de agua al incrementar el
nivel de Ca.

Al aplicar 10% PEG, ambos tratamientos micorrizados aumentaron su contenido relativo
de agua a medida que la disponibilidad de Ca en el medio era mayor. Los dos tratamientos
controles se comportaron de un modo totalmente contrario. Al aumentar la concentracion de
PEG al 20% el efecto observado fué similar al anterior.

En cualquiera de los niveles de PEG aplicados, las plantas inoculadas presentaron
menores contenidos relativos de agua que los dos tratamientos controles cuando el nivel de
Ca fué inferior a 2 mM, igualandose al aplicar 4 mM y mostrandose el efecto diferencial a partir
de 6 mM. Estos resultados son analogos a los obtenidos con la acumulacion de prolina.
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Tabla 22. Peso seco de parte aérea y raiz (g) y colonizacién radical (%) de plantas de lechuga micorrizadas (G. mosseae 6 G. fasciculatum) o no
inoculdas (Control) o fertilizadas con P (Control-P) cultivadas en medio con cuatro niveles crecientes de Ca.

Peso Seco Parte Aérea Peso Seco Raiz % Colonizacion Radical
Tratamientos 2mM 4mM 6mM 8mM 2mM 4mM 6 mM 8 mM 2mM 4mM 6 mM 8mM
Control 2.8cd 2.8cd 2.8cd 22e 3.6¢d 5.2a 3.7cd 3.2cd od od od od
Control-P 3.4a 3.2ab 3.5a 2.9bc 3.5cd 3.8cd 3.4cd 4.9ab od od od od
G. mosseae 2.5de 26de  2.8cd 2.4de 3.8cd 3.5¢cd 3.4cd 2.7d 87a 81a 72bc 71bc
G. fascicultum 2.9bc 28cd  26de 2.8cd 3.8cd 4.9ab 4.2bc 3.0cd 83a 74b 71b 66¢

[P)ara cad(a pagilmetro, los valores seguidos de la misma letra resuitan no significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango multiple de
uncan (n = 9).

Tabla 23. Contenido total (mg/planta) de N, P y Ca en plantas de lechuga micorrizadas (G. mosseae 6 G. fasciculatum) o no inoculdas (Control) o
fertilizadas con P (Control-P) cultivadas en medio con cuatro niveles crecientes de Ca.

N total P total Ca total
Tratamientos 2mM 4mM 6 mM smM 2mM 4mM 6 mM 8mM 2mM 4mM 6 mM 8 mM
Control 28.2f 31.1ef 49.2bc 53.8b 2.9de 3.0de 2.9de 2.5¢ 15.91 20.5e 22.5de 22 7de
Control-P 37.7de 32.4¢f 52.6b 59.8b 4.2a 3.9ab 3.5bc 3.3cd 21.3e 21.8de 24.8cd 26.2bc
G. mosseae 34.4¢f 32.6¢ef 43.9¢cd 55.7b 3.5bc 3.3cd 2.9de 2.8e 19.8e 20.1e 23.9d 27.0b
G. fascicultum 46.8¢c 43.1cd 53.7b 70.4a 3.3cd 3.3cd 3.1de 3.7bc 23.4d 24 .6¢d 27.0b 29.5a

FD’ara cada page;nmetro, los valores seguidos de la misma letra resultan no significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango multiple de
uncan (n =5).
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4.8. Estudio del efecto del K en la resistencia al estrés osmético (hidrico) originado
mediante aplicacién de polietilénglicol (PEG) al medio de cultivo.

La exposiciéon de las plantas a fa acciéon del PEG durante 22 h no afecté a los
parametros mostrados en las Tablas 24 y 25. El aporte de K a la solucion nutritiva en niveles
crecientes no tuvo efecto sobre el crecimiento de las plantas dadas las condiciones
experimentales empleadas. Sdlo aquellas que fueron fertilizadas con P presentaron mayor
crecimiento que en las del resto de tratamientos. Respecto al desarrollo radical, en general, el
aumento de K desde el nivel minimo (0.7 mM) a los niveles superiores (3.7 mM y 6.7 mM)
incremento significativamente el peso de raiz. Este incremento fué mayor en el caso de las
plantas control no fertilizadas con P. Por el contrario, las plantas colonizadas por G.

fasciculatum resultaron negativamente afectadas, en este parametro, por el aumento del aporte
de K al medio.

La relacion raiz/parte aérea también aumentd con el aporte de K excepto en el caso de
las plantas asociadas a G. fasciculatum.

En las condiciones experimentales de este ensayo se alcanzo una colonizacién radical
considerable en todos los tratamientos micorrizados. Sélo G. fasciculatum resultd
negativamente afectado por el incremento de potasio en el medio. El resto de tratamientos
fangicos no mostraron diferencias apreciables entre ellos o en funcion del K aportado.

En relacién con la captacion de nutrientes (Tabla 25), el contenido en N de las plantas
increment6 cuando lo hizo la concentracion de K (a partir de 0.7 mM para los dos tratamientos
sin micorrizar y de 3.7 mM en ios micorrizados).

El contenido en N de las plantas control y fertilizadas con P fué mayor o igual al de las
plantas micorrizadas. E! contenido en P result6 afectado por la concentracion de K en el medio
s6lo en las plantas colonizadas por G. deserticolay por G. fasciculatum, las cuales
disminuyeron significativamente este parametro al adicionar 3.7 mM K. Al aplicar 6.7 mM K, el
contenido en P alcanzé el valor maximo y equiparable al control fertilizado.

A medida que incrementd el contenido de K en el medio, o hizo en el vegetal. En los
tres niveles de K ensayados, las plantas micorrizadas captaron mayor cantidad de este
elemento que las no micorrizadas, particularmente en los niveles bajo y alto. Cuando la
concentracion de K aplicada fué de 6.7 mM, G. mosseae resulté el endofito mas efectivo.

La exposicion de las plantas al estrés (15% de PEG) afecté negativamente a la
actividad fotosintética en los tres niveles de K ensayados (Figura 10). No obstante, esta

80



reduccion fué mayor en los tratamientos sin micorrizar que en las plantas micorrizadas con
cualquiera de los endofitos. Este hecho fué mas evidente cuando la disponibilidad de K en el
medio era baja (0.7 mM). Asi las plantas control y fertilizadas con P disminuyeron su actividad
fotosintética en 60% y 55% respectivamente por la accién del PEG, mientras que la reduccion
para las plantas micorrizadas fué 20% (G. deserticola), 14% (G. fasciculatum) y 11% (G,
mosseae). Al aumentar la disponibilidad de K (3.7 mMy 6.7 mM), el efecto depresor del PEG
sobre este parametro fué ya de rango similar en las plantas micorrizadas y en las no
micorrizadas.

Los datos de tasa fotosintética indican también como a partir de 3.7 mM K las plantas
colonizadas por G. fasciculatum fueron las que presentaron mayores valores de actividad
fotosintética, tanto en ausencia como en presencia de PEG.

Los datos de eficiencia en uso del agua (Figura 10) muestran como cuando el K era
deficitario (0.7 mM), tanto en ausencia como presencia de PEG, las plantas colonizadas
presentaron mayores valores de este parametro que las no colonizadas, siendo G. mosseae
el tratamiento que alcanzé el valor mas alto. Al aumentar el aporte de K al medio a 3.7 mM, el
tratamiento fertilizado con P fué el que alcanzé valores maximos, pero al llegar a 6.7 mM K
fueron G. deserticolay G. fasciculatum los que mostraron mayor eficiencia en el uso del agua.
Curiosamente, en este nivel de K, las plantas colonizadas por G. mosseae fueron las que
presentaron valores mas bajos para este parametro. Estos resultados demuestran la particular
sensibilidad de cada endofito a un determinado factor o elemento.

Los resultados de transpiracion (Figura 11) indican que, en todos los tratamientos y
niveles de K, la aplicacion del agente estresante (PEG) al medio redujo este parametro. En el
nivel de K mas bajo (0.7 mM) las plantas colonizadas por G. mosseae exhibieron tasas
transpiratorias mas bajas que las del resto de tratamientos. En el nivel de 3.7 mM K, estas
plantas equipararon su tasa transpiratoria con la de las colonizadas por G. fasciculatum 'y
control-P o con la de las plantas no sometidas a estrés. Cuando el nivel de K aplicado al
medio fué de 6.7 mM se produjo un notable incremento de la tasa transpiratoria en las plantas
colonizadas por G. mosseae, siendo en presencia de PEG cuando este efecto se hizo mas
evidente. Por el contrario las colonizadas por G. deserticola disminuyeron significativamente
este parametro en presencia y ausencia de PEG.

En relacién con la conductancia estomatica (Figura 11), en general, ésta no resulto

afectada significativamente por la aplicacion de PEG ni por el nivel de K adicionado al medio de
cultivo.
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Tabla 24. Peso seco (g) de parte aérea y raiz, relacion raiz/parte aérea y porcentaje de infeccion micorricica de plantas de lechuga inoculadas con tres hongos
MA comparadas con plantas fertilizadas con fosfato y control en funcién del nivel de K en el medio (mM K).

Tratamientos Parte aérea Raiz R/P.A. % colonizacién AM
0.7mM 3.7mM 67mM 0.7mM 3.7mM 6.7mM 07mM 37mM 6.7mM 0.7mM 3.7mM 6.7mM

Control 1.01b 1.10b 1.16ab 0.48¢ 0.63d 0.77bc 0.47d 0.57d 0.66¢ Oc Oc Oc

Control-P 1.31a 140a 1.30a 067d 095a 0.96a 0.51d 0.68c 0.73bc Oc Oc Oc

G. deserticola 0.87b 091b 1.03b 0.54e 0.77bc 0.80b 0.62cd 0.69¢c 0.78b 86a 84ab 86a

G. fasciculatum 0.82b 0.92b 0.93b 0.81b 0.63d 0.66d 0.99a 0.68c 0.71bc 89a 73b 73b

G. mosseae 1.07b 0.97b 0.93b 0.72cd 0.86ab 0.90ab 0.67c 0.88ab 0.97a 83ab 85a 83ab

Para cada parametro, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P< 0.05) segln el test de rango miuiltiple de Duncan (n = 8).

Tabla 25. Contenido en nutrientes (mg/planta)en plantas de lechuga inoculadas con tres hongos MA comparadas con
plantas fertilizadas con fosfato y control en funcién del nivel de K en el medio (mM K).

Tratamientos N P K

0.7mM 3.7mM 6.7mM 0.7mM 3.7mM 6.7mM 07mM 37mM 6.7mM
Control 37bc  48ab 51a 2.3cd 2.5¢cd 2.0de 11.1f 63.1d 87.8c
Control-P 32d 44ab  43ab 2.7bc 2.8bc 2.9ab 12.3f 68.7d 84.3¢c
G. deserticola 39bc 34cd 42ab 2.5cd 1.8e 3.4a 23.6e 68.1d 100.4b
G. fasciculatum 39bc 29d 37bc 2.0de 1.1f 3.2ab 22.1e 78.1c 102.2b
G. mosseae 34cd 35cd 46ab 2.2cd 2.1cd 2.7bc 16.7ef 91.7bc 120.6a

Para cada parametro, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P< 0.05) segun el
test de rango muiitiple de Duncan (n = 5).
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4.9. Evaluacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD) en plantas de lechuga
micorrizadas o no y sometidas a estrés hidrico.

La inoculacion con los hongos formadores de MA incrementé significativamente el peso
de las plantas en todas las condiciones ensayadas tras 5 semanas de cultivo de las mismas
(Tabla 26). En ambas situaciones hidricas, G. mosseae incremento el crecimiento vegetal en
tomo a un 200% respecto a las plantas control y G. deserticola Io hizo en torno a un 150%.

El contenido hidrico de las plantas (Tabla 26) fué similar en las piantas control y en las
colonizadas por G. mosseae, resultando levemente mayor en aquellas colonizadas por G.
deserticola. En todos los tratamientos el contenido hidrico disminuyd como consecuencia del
estrés.

La colonizacion micorrizica (Tabla 26) no se afecto por el estrés hidrico, siendo mayor
en el caso de las plantas colonizadas por G. deserticola que en aquellas colonizadas por G.
mosseae.

A las ocho semanas de cultivo se mantuvo el efecto positivo de la micorrizacién sobre
el crecimiento vegetal. En este estadio, el incremento fué de un 95% y un 191% dependiendo
del hongo y el régimen hidrico. La disminucién del contenido hidrico foliar como consecuencia
de la limitacién del aporte de agua al medio fué mas notoria en este estadio que en las plantas
cosechadas tras solo cinco semanas de crecimiento. El tratamiento con G. deserticola
presentd, en este caso también, los mayores valores para este parametro.

El porcentaje de colonizacion radical (Tabla 26) incrementé con el tiempo y, al igual que
en el caso anterior, las plantas inoculadas con G. deserticola fueron colonizadas mas
intensamente que las inoculadas con G. mosseae.

La concentracion de proteinas y la actividad SOD fueron determinadas en hoja y raiz.
Los resultados de parte aérea (Tabla 27) indican que la concentracion de proteinas incrementd
a lo largo del cultivo. A su vez, todos los tratamientos disminuyeron la concentracion de
proteinas como consecuencia del estrés (excepto las plantas colonizadas por G. mosseae a
las ocho semanas de cultivo). El tratamiento con G. deserticola fué el que indujo la mayor
sintesis de proteinas. Las plantas micorrizadas presentaron mayor concentracion de
proteinas, particularmente sin limitacion hidrica.

Los resultados de actividad SOD se expresan como actividad total o actividad

especifica (Tabla 27). La actividad total resulté mayor en las plantas micorrizadas que en las
controles bajo las dos condiciones hidricas (-0.04 y -0.17 MPa) ensayadas (excepto en las
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plantas no sometidas a estrés e inoculadas con G. mosseae a las ocho semanas de cultivo).
La mayor actividad SOD la presentaron las plantas colonizadas por G. deserticola.

Las diferencias de actividad SOD especifica entre tratamientos son mucho mas
acusadas. A las cinco semanas de cultivo, en condiciones de estrés, la actividad SOD fué
significativamente mayor en las plantas colonizadas que en las controles. En estas
condiciones, el incremento de actividad fué de 100% (G. mosseae) y 124% (G. deserticola).
Bajo condiciones de adecuado aporte de agua, no se apreciaron diferencias significativas. Asi
mismo, debido al estrés, se observd un incremento de actividad SOD especifica y éste fué
mayor en las plantas micorrizadas. Asi, las controles incrementaron la actividad en un 17%
como consecuencia del estrés, mientras que las inoculadas lo hicieron en un 93% (G.
mosseae) y en un 128% (G. deserticola).

A las ocho semanas de cultivo, la actividad SOD especifica fué menor que la
cuantificada a las cinco semanas. No obstante, se mantuvieron tendencias similares. Asi
pues, las plantas micorrizadas también presentaron mayor actividad SOD que las controles
bajo condiciones de estrés. Cuando las plantas fueron sometidas a estrés hidrico (-0.17
MPa), el incremento de actividad respecto a los valores encontrados a -0.04 MPa fué de 50%
(control), 116% (G. mosseae) y 133% (G. deserticola).

En cuanto a la determinacion de proteinas y actividad SOD en raiz (Tabla 28), los
resultados obtenidos demuestran que tras cinco semanas de cultivo, la concentracién de
proteinas, pese a que incremento por la inoculacién con los hongos MA, no lo hizo de manera
significativa. Tras ocho semanas de crecimiento vegetal, las plantas colonizadas por G.
deserticola presentaron una concentracion de proteinas mayor que los otros dos tratamientos.
En relacion con la actividad SOD total, tanto a las cinco como a las ocho semanas de cultivo
s6lo hubo diferencias significativas entre los tratamientos al someter a las plantas a estrés
hidrico. Asi, las plantas control presentaron menores valores que las micorrizadas y, dentro de
éstas, fueron las colonizadas por G. deserticola las que presentaban una mayor actividad
total. Al igual que en parte aérea, la actividad total en raiz fué menor en las plantas con ocho
semanas que en las que se cosecharon a las cinco semanas.

La actividad especifica en raiz fué la mas afectada por la micorrizacion, produciéndose,
a las cinco semanas, un incremento de actividad por encima del 16%, al cultivarse a -0.04 MPa
de potencial hidrico en el suelo. Al someter las plantas a estrés hidrico (-0.17 MPa) este
incremento paso a un 99% y 150% para las plantas colonizadas por G. mosseaey G.
deserticola, respectivamente. No obstante, al igual que en parte aérea, lo mas significativo en
raiz fué que mientras las plantas control practicamente no incrementaron la actividad SOD a
consecuencia del estrés (s6lo un 6%), las colonizadas por G. mosseae lo hicieron en un 81%
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y las colonizadas por G. deserticola en un 117%. Dichas tendencias se mantuvieron a lo largo
del cultivo.

Si se considera la suma de actividad SOD en parte aérea y raiz (Figura 12) se
observa que, mientras las plantas control practicamente no incrementaron la distribucion de
dicha actividad como consecuencia del estrés, el incremento de actividad encontrado en las
plantas micorrizadas fué consecuencia, principalmente, del efecto del estrés hidrico.

Los resultados de la Tabla 29 indican que, a las cinco semanas, las plantas controles
no sometidas a estrés presentaron mayor captacion de N, mientras que cuando se sometieron
a estrés este elemento fué captado mas activamente por las colonizadas por G. deserticola.

Respecto al P, las plantas micorrizadas no sometidas a estrés y de cinco semanas
presentaron valores mas altos de P (concentracion y contenido) que las controles, pero al ser
sometidas a estrés, solo las plantas colonizadas por G. mosseae presentaron mayor
contenido y concentracion de P.

El contenido de nitrdgeno (Tabla 29) no se vio afectado por el régimen hidrico ni por el
tratamiento microbiano en las plantas de ocho semanas. Sélo la concentraciéon de N resulto
mayor en las plantas controles que en las micorrizadas. La concentracion y el contenido total
de P incrementaron con la micorrizacion, especialmente en las plantas colonizadas por G.
mosseae.

El estudio isoenzimatico llevado a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
reveld la existencia de una unica banda de actividad SOD, la cual resulté igual en todos los
tratamientos, con independencia del nivel hidrico aplicado, del estadio de crecimiento de las
plantas y de la procedencia del material vegetal (hoja o raiz) (Figura 13).
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Tabla 26: Peso seco de parte aérea, contenido en agua y colonizacién radical (%) de plantas de lechuga
inoculadas con G. mosseae o0 G. deserticola o sin inocular (control), crecidas en condiciones de
adecuado aporte de agua (-0.04 MPa) o sometidas a estrés hidrico (-0.17 MPa) y cosechadas
tras 5 u 8 semanas de cultivo.

5Semanas 8 Semanas
Peso Seco Contenido en agua Coloniz. MA Peso Seco Contenidoenagua Coloniz. MA

Tratamientos g % % g , % %
-0.04 MPa

Control 0.16d 91b Oc 0.80c 87a Oc
G. mosseae 0.75a 91b 60b 2.33a 84b 68b
G. deserticola 0.46b 94a 75a 2.01ab 88a 82a
-0.17 MPa

Control 0.12d 89c¢ 0c 0.90c 82¢ Oc
G. mosseae 0.47b 88c 63b 2.20a 81c 73b
G. deserticola 0.30c 92b 76a 1.76b 84b 87a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P< 0.05)
segun el test de rango mdltiple de Duncan (n = 5).

Tabla 27. Concentracion de proteinas (mg/mL) y Actividad SOD total (U/mL) y especifica (U/mg) en hojas
de plantas de lechuga inoculadas con G. mosseae o G. deserticola o no inoculadas (control),
cultivadas bajo condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa) o sometidas a estrés
hidrico (-0.17MPa) y cosechadas tras 5 u 8 semanas de cultivo.

5 Semanas 8 Semanas

Proteinas (x103) __ Actividad SOD Proteinas (x10-3) Actividad SOD
Tratamientos Total Especifica Total Especifica
-0.04 MPa
Control 66C 12.6¢ 191b 125b 14.1c 113d
G. mosseae 81b 18.8b 232b 109bc 16.0c 147cd
G. deserticola 106a 23.3b 220b 166a 21.7b 131cd
-0.17 MP
Control 55d 12.3¢C 224b 104c¢ 17.6¢ 169b
G. mosseae 62¢ 27.8a 448a 110bc 34.1a 317a
G. deserticola 62¢ 31.1a 502a 116bc 35.4a 305a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05)
segun el test de rango mdltiple de Duncan (n= 5).




Tabla 28. Concentracion de proteinas (mg/mL) y Actividad SOD total (U/mL) y especifica (U/mg) en raiz
de plantas de lechuga inoculadas con G. mosseae o G. deserticola 0 no inoculadas (control),
cultivadas bajo condiciones de adecuada irrigacion ( -0.04 MPa) o sometidas a estrés hidrico (-
0.17 MPa) y cosechadas tras 5 u 8 semanas de cultivo.

5 semanas 8 semanas

Proteinas (x10-3) Actividad SOD Proteinas (x103) _ Actividad SOD
Tratamientos Total Especifica Total Especifica
-0.04 MPa
Control 27.0a 8.0d 296d 33.0b 7.4d 224d
G. mosseae 31.1a 10.7d 344c 29.2b 7.4d 253cd
G. deserticola 35.2a 12.7¢d 361c 39.1a 10.3cd 263c
-0.17 MPa
Control 27.2a 8.5d 313cd 28.1b 7.9d 281c
G. mosseae 30.0a 18.7b 623b 27.5b 13.1bc 476a
G. deserticola 34.2a 26.8a 784a 40.5a 15.3ab 378b

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05)
segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).

Tabla 29. Concentracion de Ny P (%) y contenido total (mg/planta) en plantas de lechuga inoculadas con
G. mosseae o G. deserticola o sin inocular (control), crecidas en condiciones de adecuado
aporte de agua (-0.04 MPa) o sometidas a estrés hidrico (-0.17 MPa) y cosechadas tras 5u 8

semanas de cultivo.
5Semanas 8 Semanas
NITROGENO FOSFORO NITROGENO FOSFORO

Tratamiento % Total % Total % Total % Total
-0.04 MPa

Control 3.6a 15.8a 0.14d 0.6¢c 1.8a 14.4a 0.09d 0.8d
G. mosseae 1.8cd 12.0b 0.20c 1.4ab 0.7¢c 15.1a 0.14a 3.1a
G. deserticola 2.7b 11.3b 0.27b 1.1b 0.8c 15.3a 0.14a 2.7b
-0.17 MPa

Control 1.7d 10.6bc 0.20c 1.3b 1.5b 14.9a 0.07e 0.7d
G. mosseae 1.6d 8.1c 0.32a 1.6a 0.7c 14.1a 0.12bc 2.5b
@G. deserticola 2.4bc 16.5a 0.18c 1.3b 0.9c 13.8a 011c 1.9¢

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P< 0.05)
segun el test de rango multiple de Duncan (n = 5).
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Figura 12. Efecto del estrés hidrico sobre la actividad SOD (parte aérea + raiz) en plantas
de lechuga inoculadas con G. mosseae o G. deserticola o sin inocular (control), crecidas
en condiciones de adecuado aporte de agua o sometidas a estrés hidrico y cosechadas
tras 5 u 8 semanas de cultivo.



Semana 5. Parie aérea Semana 5. Raiz

AC AM AD BC BM BD

Semana 8. Parte aérea Semana 8. Raiz

Figura 13. Estudio isoenzimatico de la actividad SOD en plantas de lechuga inoculadas con G, mosseae (M) o G.
deserticola (D) o control (C), cultivadas con adecuado aporte de agua (A) o sometidas a estrés hidrico (B) y cosechadas tras
5 u 8 semanas de cultivo.



4.10. Estudio de la actividad nitrato reductasa (NR) en plantas de lechuga
micorrizadas o no y sometidas a estrés hidrico.

E! peso seco de parte aérea fué mayor en las plantas micorrizadas que en las
controles en las plantas cultivadas con adecuado aporte de agua (-0.04 MPa) (Tabla 30). Las
fertilizadas con P mostraron similar crecimiento que las inoculadas con G. fasciculatum. Ambas
alcanzaron un mayor desarrolio vegetal que las inoculadas con G. mosseae. Pero, las
colonizadas por G. deserticola fueron las que presentaron el mayor peso seco de parte aérea.

El estrés hidrico aplicado (-0.17 MPa) disminuy® el crecimiento en todas las plantas,
pero, mientras esta disminucion fué del 78% (control) y 67% (Control-P) en las plantas sin

micorrizar, en las micorrizadas sélo disminuy6 un 38% (G. mosseae), 33% (G. fasciculatum) y
15% (G. deserticola).

En relacion con el peso seco de raiz (Tabla 30), el efecto encontrado fué similar, si
bien, en este caso, no hubo diferencias significativas entre los tres hongos MA.

El estudio del contenido hidrico (Tabla 30) de la planta mostré valores similares entre
los tres tratamientos micorrizados y el fertilizado con P cuando las plantas se cultivaron a -0.04
MPa de potencial hidrico. Las plantas controles presentaron un contenido hidrico
significativamente menor que las micorrizadas. Al someter las plantas al estrés hidrico (-0.17
MPa), aquellas que estaban micorrizadas disminuyeron levemente su contenido hidrico,

mientras que esta reduccion fué mucho mas pronunciada en las plantas control y fertilizadas
con P.

Los datos de colonizacion radical (Tabla 30) indican que los tres hongos fueron
bastante efectivos en la colonizaciéon de la raiz de la planta huésped. No se produjeron
diferencias significativas como consecuencia del estrés hidrico, siendo G. deserticola el hongo
mas infectivo en todos los casos.

El estudio de la actividad NR (Tabla 30), indicé la existencia de grandes diferencias
entre las plantas micorrizadas y las no micorrizadas, tanto en situaciones de adecuado aporte
de agua como de estrés hidrico. En el primero de los casos (-0.04 MPa) las plantas inoculadas
con G. deserticola, presentaron los valores mas altos de esta actividad enzimatica, seguidas,
pero con un descenso significativo, por las colonizadas por G. mosseae, y por ultimo por las
colonizadas por G. fasciculatum. Las plantas no micorrizadas presentaron valores mas bajos
que las anteriores, siendo el tratamiento control el que mostré una menor actividad NR. En
relacion con las plantas control, las colonizadas por G. deserticola incrementaron la actividad
NR en un 132%. La aplicacion del estrés hidrico (-0.17 MPa) originé una disminucion
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generalizada de la actividad NR. No obstante, mientras que esta disminucion de actividad fué
de un 57% (control) y 40% (control-P) para las plantas sin inocular, en las plantas
colonizadas por G. fasciculatumy G. deserticola resulté ser de solo 18% y 13%
respectivamente. El tratamiento con G. mosseae, sin embargo, también disminuyo
considerablemente (42%) la actividad NR a consecuencia del estrés. En cualquier caso, las
diferencias entre las plantas micorrizadas y las no micorrizadas se siguieron manteniendo. En
este sentido la comparacion entre los tratamiento control y G. deserticola resulté en torno a un
369% mas de actividad NR en el titimo. El tratamiento control-P presenté mayor actividad que
el control, pero bastante menor que la encontrada en las plantas micorrizadas. G. deserticola
fué el tratamiento con una mayor actividad.

En cuanto a la concentracién de proteinas (Tabla 30), ésta no sufrié ninguna variacion
como consecuencia del estrés o de la micorrizacion.

Los datos de nutricién vegetal (Tabla 31) indican que todas las plantas no sometidas a
estrés captaron N con eficiencia, y sélo las asociadas a G. deserticola incrementaron
significativamente el contenido en N. El efecto negativo del estrés hidrico sobre la captacion de
N por estas plantas fué algo neutralizado en las que habian sido inoculadas con alguno de los
hongos MA, en especial las colonizadas por G. deserticola.

En relacién al contenido en P, se puede comprobar que, en condiciones de adecuado
aporte de agua, la fertilizacion con P fué efectiva y estas plantas equipararon su crecimiento y
asimilacion de P con las inoculadas con G. fasciculatum, incrementando ambos parametros
respecto a las colonizadas por G. mosseae 'y, por supuesto, respecto al las plantas control.
No obstante, cuando se aplico el estrés hidrico, la fertilizacion con P dejo de ser efectiva, y las
plantas del tratamiento fertilizado sélo equipararon su concentracidon de P con las inoculadas
con G. mosseae, de manera que la nutricion en P fué significativamente menor que en aquellas
plantas asociadas a G. fasciculatum o G. deserticola.
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Tabla 30. Peso seco de parte aérea y raiz (g), contenido hidrico (%), colonizacién radical (%), actividad NR (mol/g P.F./ h) y proteinas
(mg/mL) en plantas de lechuga sin micorrizar (control), fertilizadas con P (control-P) o inoculadas con G. mosseae, G
fasciculatum o G. deserticola y crecidas en condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa) o sometidas a estrés hidrico (-

0.17 MPa).
Peso seco Contenidohidrico  Colonizacion MA Actividad NR Proteinas

Tratamiento P. aérea Raiz (x107) (x103)
-0.04 MPa

Control 2.7d 1.2b 82.3b Oc 18.2d 0.18a
Control-P 4.2b 1.2b 83.8a Oc 19.2d 0.17a
G. mosseae 3.6¢ 1.5a 84 .6a 81.9b 36.8b 0.17a
G. fasciculatum 4.2b 1.6a 84.8a 82.7b 25.6¢ 0.17a
G. deserticola 4.6a 1.4a 84.1a 92.5a 42 23 0.17a
-0.17 MPa

Control 0.6f 0.3e 74.7d Oc 7.8f 0.17a
Control-P 1.4e 0.5d 77.9¢c Oc 11.6e 0.16a
G. mosseae 2.6d 0.7cd 82.3b 80.1b 21.4d 0.17a
G. fasciculatum 2.8d 0.8c 81.9b 80.0b 21.0d 0.17a
@G. deserticola 3.9bc 0.9c 81.6b 90.2a 36.6b 0.17a

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P< 0.05) segun el test de rango muitiple de
Duncan (n = 5).



Tabla 31. Concentracion de Ny P (%) y contenido total (mg/planta) en plantas
de lechuga sin micorrizar (control), fertilizadas con P (control-P) o
inoculadas con G. mosseae, G. fasciculatum o G. deserticola y
crecidas en condiciones de adecuado aporte de agua (-0.04 MPa)
0 sometidas a estrés hidrico (-0.17 MPa).

NITROGENO FOSFORO

Tratamientos % Total % Total
-0.04 MPa

Control 1.2¢ 31.5¢ 0.04f 2.8e
Control-P 0.8d 34.0c 0.14bc 6.2b
G. mosseae 0.9d 31.8¢c 0.09e 3.5d
G. fasciculatum 0.8d 34.2¢ 0.16ab 6.6b
G. deserticola 1.1¢c 49.7a 0.19a 7.8a
-0.17 MPa

Control 1.8a 18.5¢ 0.10de 1.1f
Control-P 1.4b 18.7e 0.10de 1.4f
G. mosseae 1.1¢c 30.0cd 0.10de 2.8¢e
G. fasciculatum 0.9d 24 .8d 0.15bc 4.2¢
G. deserticola 1.1c 42.4b 0.12cd 4.6¢

En cada columna, los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05) segun el test de rango multiple de
Duncan (n =5).




V. DISCUSION

El conocimiento de la fisiologia y metabolismo de las diversas especies, tanto
vegetales como microbianas, que se desarrollan en ambientes aridos esta aun lejos de
entenderse por completo, existiendo muchas incégnitas por resolver que estan siendo objeto
de investigacion. Actualmente se empiezan a conocer a nivel molecular las respuestas a corto
plazo al estrés hidrico, habiéndose descubierto proteinas cuya sintesis es inducida por la
sequia (Keikkila et al., 1984). Cuando se comprendan mejor las funciones de estas proteinas,
sera interesante manipularias con el fin de aumentar la tolerancia al déficit hidrico. Igualmente,
es importante destacar que la variacion en la tolerancia a ia sequia se debe, probablemente, a
los efectos e interacciones de muchos mecanismos y que, por tanto, la causa principal de
variacion en el rendimiento en un ambiente seco no se puede relacionar con un atributo aislado
(Austin, 1989). También es esencial un buen manejo de los ecosistemas sometidos a sequia
para impedir asi su destruccion mediante un tipo de agricultura inadecuada. indudablemente,
con un buen conocimiento de los ecosistemas implicados y de la biologia de las especies
componentes, se podra llegar a conocer mejor como se pueden explotar adecuadamente en un
tipo de agricultura sostenible.

La eficiencia de los hongos MA se mide, normalmente, en términos de efecto sobre el
crecimiento de la planta hospedadora bajo diferentes condiciones ambientales. En el presente
estudio, el efecto del estrés hidrico en plantas colonizadas por distintas especies de hongos
del género Glomus mostré que algunas de estas especies fueron mas efectivas que otras en
cuanto al aumento de la tolerancia de la planta hospedadora a un determinado nivel de sequia.
El endofito mas eficiente de los utilizados en este estudio resuito ser G. deserticola, mientras
que los menos eficientes fueron G. caledoniumy G. occultum. Las especies de Glomus
utilizadas se caracterizan por estar presentes en suelos mediterraneos neutros o aicalinos de
interés agricola (Hayman et al., 1976). En estos suelos aridos o semiaridos, la falta de
humedad afecta al movimiento de los nutrientes, de manera que el micelio fungico extrarradical,
al aumentar la superficie de exploracién, incrementa la captacion de nutrientes y agua por las
raices (Bethlenfalvay et al., 1988).

La mejora de las relaciones hidricas de la planta hospedadora asi como de su
crecimiento es un efecto generalizado de la colonizacion MA (Graham y Syvertson, 1984;
Bethlenfalvay et al., 1987; Sanchez-Diaz et al., 1990). La naturaleza del estrés (severidad y
duracion), asi como el nivel de compatibilidad funcional de la asociaciéon hongo-planta puede
afectar, especificamente, la actividad de la micorriza bajo condiciones de estrés hidrico. En
este sentido, plantas colonizadas por endofitos tales como G. deserticola, G. etunicatum, G.
mosseaey G. occultum mostraron una gran sensibilidad para disminuir la fijacién de COo,
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incluso ante un estrés ligero (-0.06 MPa), mientras que si el hongo colonizador era G.
fasciculatum, por ejemplo, al someter las plantas a un estrés ligero o moderado (-0.06 y -0.10
MPa), éstas mantuvieron el valor de este parametro practicamente invariable respecto al
obtenido bajo condiciones de adecuado aporte de agua. En plantas colonizadas por G.
etunicatum sélo se redujo la EUA cuando se aplicé un estrés hidrico severo (-0.17 MPa).
Estos resultados pueden explicar parte de las estrategias por las que los hongos MA alteran
las relaciones hidricas de las plantas, con consecuencias relevantes para tolerar la sequia,
aclimatacion y recuperacion de los déficits hidricos. La simbiosis MA es capaz de mejorar los
mecanismos de defensa de la planta hospedadora ante el estrés como resultado de cambios
en ciertos mecanismos fisiologicos. El estrés hidrico disminuye la fijacion de COs.
Dependiendo de la combinacion hongo-planta y del grado de limitacion hidrica, las plantas
micorrizadas pueden afectar, en distinto grado, las tasas fotosintéticas durante periodos de
sequia (Ruiz-Lozano et al., 1995b). En este sentido, el aumento de la fijacion de CO, se ha
considerado como una estrategia de tolerancia del estrés (Gale y Zerony, 1985). También se
ha descrito que los cambios producidos por los hongos MA sobre la transpiracion y
conductancia estomatica pueden considerarse como mecanismos por los que las plantas
micorrizadas incrementan su resistencia frente al estrés hidrico. Las diferentes especies de
hongos MA pueden presentar mayores o menores requerimientos carbonados y/o distintas
dinamicas de desarrollo de la colonizacion radical. Ello puede tener efectos interactivos sobre la
disponibilidad de C en la planta hospedadora, asi como en su posterior drenaje. No obstante,
hay que tener en cuenta que los hongos MA tienen la capacidad de incrementar ia fijacion de
CO; (Gale y Zerony, 1985).

Las diferencias observadas en este estudio en cuanto a la relaciéon entre transpiracion
y conductancia estomatica, en plantas micorrizadas sometidas a estrés con respecto a las
cultivadas con un adecuado aporte de agua, indican que hay un efecto de las MA sobre la
EUA, como también observaron Nelsen (1987) y Bethlenfalvay et al. (1987).

El efecto de los hongos MA sobre el “estatus" hidrico de la planta ha sido asociado con
la mejora de la nutricion de la planta hospedadora, principalmente P (Graham y Syvertson,
1984). No obstante, también se ha propuesto que este efecto de los hongos MA ocurre por
un mecanismo independiente de la captacion de P (Augé et al., 1986; Bethienfalvay et al.,
1988).

Cuando las plantas de lechuga micorrizadas fueron sometidas a periodos sucesivos y
progresivos de estrés hidrico, no se encontré una relacion estrecha entre los valores de la
fijacion de CO, en las plantas y la resistencia a la sequia. El efecto protector de los hongos
MA frente al estrés hidrico parecia estar relacionado, méas bien, con los efectos que los
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endofitos tuvieron sobre el aumento de la conductancia estomatica y la transpiracion, asi como
su papel en la captacion de Py K.

Se sabe que el K juega un papel clave en la tolerancia de las plantas al estrés hidrico
pues parece ser el soluto catidnico responsable de la apertura y cierre de estomas en

respuesta a cambios en el estado hidrico de las células guarda de las hojas (Eakes et al.,
1991).

El ajuste del potencial osmético de las hojas requiere de un balance osmatico
intracelular (Naidoo, 1985 y 1986). La prolina se acumula en las hojas y aumenta el ajuste
osmotico. Los valores de contenido en prolina encontrados en este estudio fueron siempre
mayores en las plantas estresadas que en las cultivadas con adecuado aporte de agua. A su
vez, el incremento en el contenido de este agente osmaético fué mayor en las plantas control,
fertilizadas con P o en aquellas colonizadas por los endofitos menos eficientes. Otros como G.
deserticola (el mas eficiente) incrementaron poco el contenido en prolina. Esto es importante,
puesto que plantas con un menor aumento en el contenido de prolina indican poseer una mejor
tolerancia a la sequia (Ruiz-Lozano et al., 1995a).

Las respuestas encontradas en ia planta varian, no sélo con la especie fungica
asociada, sino también dentro de los distintos aislados pertenecientes a la misma especie
procedentes de diferentes lugares (Bethlenfalvay et al., 1989). La variacion en las respuestas
pueden deberse a cambios en la eficiencia de captacién de nutrientes y también, a
interacciones fisiolégicas entre los simbiontes ya que, desde un punto de vista fisiologico, la
eficiencia fungica depende de la cantidad de nutrientes transferidos a la planta por unidad de
carbohidratos utilizada por el hongo. Los hongos MA requieren carbono procedente de la
planta hospedadora (Pang y Paul, 1980), lo cual supone un coste en carbohidratos para la
planta, ya que los compuestos carbonados aportados al hongo dejan de estar disponibles
para la produccion de biomasa vegetal. Los niveles de colonizacion y las estrategias de
infeccion deben afectar también los balances hidrocarbonados en un momento dado y, por
consiguiente, el equilibrio fisiolégico de la simbiosis. En este estudio, los niveles de
colonizacion radical determinados al final del ensayo variaron entre los distihtos hongos,
siendo G. deserticola el que produjo mayores niveles de infeccion. Esta alta infectividad no se
afecté como consecuencia del estrés hidrico aplicado. Ello sugiere que esta especie es la mas
adaptada ya que provoco la colonizacién mas agresiva. A su vez, este hongo fué el mas
efectivo y a que incrementé la tolerancia a la sequia de la planta en términos de mantenimiento
de la tasa de crecimiento bajo condiciones de estrés y de un uso del agua mas eficiente.

Nuestros resultados apoyan el hecho de que existe una variacion en la fisiologia de la
simbiosis en las distintas combinaciones planta-hongo MA. La respuesta al estrés hidrico por
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parte de diferentes especies fungicas puede ser atribuida a mecanismos fisiologicos (fijacion
de CO,, transpiracion, EUA) y nutricionales (P, Ca, K), de acuerdo con la estrategia utilizada
por el hongo implicado en la asociacion simbidtica, las caracteristicas del estrés y la capacidad
intrinseca de cada hongo para resistir el estrés.

La seleccion de hongos MA para su introduccion en ambientes secos es una estrategia
prometedora. Los hongos mas adaptados y eficientes son potencialmente importantes para el
mantenimiento y restauracién del equilibrio planta-suelo en el contexto de una agricultura
sostenible, y cobran especial relevancia en ecosistemas sometidos a limitacion hidrica.

En este contexto, cabe, también, sefialar que los suelos salinos ocupan mas del 7%
de la superficie terrestre. Las caracteristicas de los suelos salinos que inhiben o reducen la
supervivencia y desarrollo de las plantas incluyen un pH desfavorable, desbalance de iones
esenciales y alteraciones de la estructura del suelo que reducen la aereacion y la capacidad de
retencion de agua (Abrol y Sandhu, 1985; Bettenay, 1986). Se han identificado dos efectos
como las causas mas probables de la toxicidad que induce el exceso de sal: el efecto idbnicoy
el efecto osmético. El primero de ellos implica interferencias con iones esenciales dentro de la
planta y una disminucion de la tasa fotosintética. Ei efecto osmético esta asociado con la falta
de extension de la pared celular y de expansién celular, lo cual lleva al cese del crecimiento
(Lewis, et al. 1989).

La inoculacion con hongos MA en lugares salinizados puede mejorar rapidamente la
tolerancia de las plantas y, consiguientemente, su crecimiento (Reddel et al., 1986; Jain et al.,
1989). Se sabe que la adicion de varios tipos de sales al suelo influye negativamente en la
colonizacién micorrizica de la raiz (Chambers et al., 1980). No obstante, en este estudio, la
cantidad de sal aplicada en el medio no afecto a la capacidad colonizadora de ninguno de los
tres hongos MA utilizados, siendo G. deserticola el mas activo. Esto puede ser debido a que
la infeccion MA debia estar bastante extendida cuando se aplicé la sal (1 mes después de la
siembra de las semillas).

El-incremento de la salinidad en el medio redujo el crecimiento de raiz y parte aérea,
aunque este efecto fué mayor en las plantas sin inocular que en las micorrizadas. Asi, en
plantas colonizadas por G. fasciculatum, por ejemplo, s6lo se redujo el peso seco de parte
aérea en un 2% al comparar el nivel de salinidad mas elevado con el mas bajo. Esto
demuestra el efecto beneficioso de la micorrizacién sobre el crecimiento de las plantas bajo
estas condiciones de estrés. Las plantas control y fertilizadas con P mostraron un crecimiento
similar a las micorrizadas antes de la adicion de la sal, pero no mantuvieron la produccién de
biomasa vegetal en una tasa similar cuando se les aplicé la sal. De hecho, en el nivel salino
mas alto, las plantas micorrizadas incrementaron el peso seco de parte aérea mas de un 100%
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en relacion a las plantas fertilizadas con P. Los resultados de este estudio concuerdan con o
observado por distintos autores, que encontraron un efecto positivo de la micorrizacion sobre
el crecimiento, en condiciones salinas, de lavandula (Azcén et al., 1976), cebolla (Hirrell y
Gerdemann, 1980) y pimiento (Ojala et al., 1983).

Una de las respuestas mejor conocida de las plantas a la sequia y otros estreses que
afectan a su estado osmético es la acumulacién de solutos solubles de bajo peso molecular
como la prolina (Aspinall y Paleg, 1981). La presencia de los hongos MA en las raices puede
alterar el balance osmotico ya que éstos tienen la capacidad de modificar la composicion de
carbohidratos (Augé et al., 1987) y aminoacidos como la prolina (Ruiz-Lozano et al., 1995a) en
la planta hospedadora. Posiblemente, estos cambios fisioldgicos jueguen un papel en el
aumento de la tolerancia al estrés salino.

En el presente estudio, el contenido en prolina de las plantas aument6 al hacerlo la
salinidad. Segun Paleg et al. (1985), la acumulacién de este soluto esta regulada por tres
procesos inducidos por el estrés: 1) pérdida del control negativo de la sintesis de prolina, 2)
estimulacion de la sintesis de prolina por glutamato, y 3) inhibicién de la oxidacion de la
prolina. Asi mismo, se encontré mayor concentracion de N en los tratamientos sin micorrizar
que en los micorrizados. Esto puede deberse al alto contenido en prolina que presentaron las
plantas sin inocular, ya que la prolina es un aminoacido nitrogenado y su sintesis requiere de
un aporte de este elemento (Prior et al., 1987). También es posible que se manifieste un
"efecto concentracion” ya que las plantas micorrizadas presentaron mucho mayor crecimiento y
esto diluye la concentracion de los nutrientes (Poss et al., 1985). En relacion con el P, las
plantas colonizadas por G. deserticola presentaron I0s mayores contenidos en este elemento,
mientras que las fertilizadas con P igualaron el contenido de las inoculadas con G. mosseaey
G. fasciculatum, pudiéndose considerar como el control mas valido de dichos tratamientos, ya
que nos permite valorar efectos adicionales a los provocados por este nutriente.

Aunque se ha sugerido que la mayor tolerancia que presentan las plantas micorrizadas
ante el estrés salino se puede deber a un aumento en la nutricién mineral, especialmente P
(Graham, 1986), el efecto de los hongos MA no debe limitarse exclusivamente a este
mecanismo. Asi, se sabe que los hongos MA pueden afectar a la produccion de hormonas
vegetales (Barea y Azcon-Aguilar, 1982; Danneberg et al., 1992; Goicoechea et al., 1995) o
mejorar la captacion de agua (Hardie, 1985; Faber et al., 1991; Ruiz-Lozano y Azcon, 1995a).
Otros mecanismos a considerar son el ajuste osmotico de la planta que permitiria el
mantenimiento de la turgencia foliar, asi como los efectos de los hongos MA sobre procesos
fisiologicos de la planta tales como fotosintesis, transpiracién, conductancia estomatica y EUA.
En este sentido, en el presente estudio, se encontraron, en las plantas micorrizadas, valores
mas altos de actividad fotosintética, transpiracién, conductancia y EUA que en las no
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micorrizadas. Asi, en el nivel superior de sal (5 g CINa kg-'), el incremento en fotosintesis y
EUA de las plantas colonizadas por cualquiera de los hongos respecto a las no colonizadas
fué superior al 100%. Esto es muy importante, ya que los hongos MA son un sumidero de
productos fotoasimilados y, en ausencia de un mecanismo compensador, podrian causar una
inhibicién del crecimiento de la planta hospedadora. No obstante, se sabe que los hongos MA
también pueden incrementar la fijacion de CO, por parte de la planta (Kucey y Paul, 1982;
Azcon et al., 1992).

Curiosamente, los valores obtenidos para los parametros fotosintéticos eran mayores
en el nivel superior de sal que en el medio, pero s6lo en el caso de las plantas micorrizadas.
Esto puede ser debido a un “efecto de reaccion" de la micorriza frente al aumento de sal en el
medio. Esta idea concuerda con los resultados obtenidos al someter a las plantas de lechuga a
periodos sucesivos de estrés hidrico creciente, lo cual originaba una disminucion brusca de la
fotosintesis y demas parametros asociados al iniciar los periodos de estrés, pero estos
parametros aumentaban (probablemente como una respuesta de adaptacién) a medida que el
estrés hidrico lo hacia también (Ruiz-Lozano et al., 1995b).

De acuerdo con los resultados obtenidos, los tres hongos utilizados en este estudio
fueron efectivos protegiendo a la planta hospedadora contra los efectos nocivos de la sal. El
efecto de G. mosseae o G. fasciculatum en el tolerancia que confieren a la planta frente a la sal
no se puede atribuir al aumento en el contenido de P con respecto a las plantas control,
puesto que no hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos micorrizados y el
fertilizado con P. El mecanismo por el cual estos dos hongos aumentan la tolerancia de la
planta hospedadora ante el estrés salino parece basarse en procesos fisiologicos (incremento
de fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica y EUA) mas que en un efecto motivado
por el incremento en la captacion de nutrientes. E!l comportamiento de la micorrizacién por G.
deserticola parece ser distinto, pues en este caso el aumento de la captacion de P parece
estar también implicado en el efecto protector. Esto concuerda con los resultados de Poss et
al. (1985) quienes encontraron que el principal papel de este hongo en la mejora del
crecimiento de plantas de cebolla cultivadas en suelo salino consistia en el aumento de la
captacioén de P.

Observando los datos del segundo ensayo de salinidad, se puede apreciar como el
aumento de la salinidad en el medio no afecto significativamente al crecimiento o al contenido
en nutrientes de las plantas inoculadas con G. deserticola, mientras que las plantas inoculadas
con Glomus sp. autéctono (el endofito procedente de ambiente salino) colocado a distancia de
la raiz (en el compartimento B) disminuyeron apreciablemente el crecimiento vegetal y la
captacion de N y P al pasar de 0.25 g CINa kg! a los niveles superiores de salinidad.
Ademas, dentro de cada nivel de salinidad, las plantas colonizadas por esta especie del
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género Glomus disminuyeron considerablemente el crecimiento vegetal y sus contenidos de N
y P, mientras que las colonizadas por G. deserticola, no sufrieron el efecto de la distancia de
colocacion del indculo. En este sentido, se sabe que muchos hongos MA presentan
comportamientos individuales especificos respecto a la tolerancia que confieren a la planta
hospedadora frente a temperaturas extremas del suelo, pH, humedad y salinidad (Menge,
1983). El distinto comportamiento de ambas especies sugiere, asi mismo, que el incremento
del desarrollo vegetal y de la capacidad de captar nutrientes originado por los hongos MA en
suelos salinos, no esta, necesariamente, relacionado con la salinidad existente en el habitat de
procedencia de estas especies fungicas. Esta observacion coincide con lo encontrado en
tomate por Poss et al. (1985) con aislados de G. mosseae y G. fasciculatum procedentes de
lugares afectados de salinidad en los cuales, las plantas crecieron poco, tanto a
concentraciones muy bajas de sal en el medio como a concentraciones altas.

Quizas el efecto encontrado para el crecimiento sea un refiejo de lo que ocurrié con la
capacidad infectiva de los hongos que no fué interferida por el incremento de sal en el medio
cuando el indculo se aplicod junto a ia planta hospedadora (compartimento A), aunque si lo fué
al localizarse a distancia (11 cm) de la misma. En este ultimo caso, la capacidad colonizadora
de ambos endofitos disminuyd a medida que la salinidad del suelo aumentaba. Se sabe que la
aplicacién de varios tipos de sal al suelo afecta a la capacidad infectiva y supervivencia de
los hongos MA (Chambers et al., 1980; Menge et al., 1987). Asi, sales que contienen Na y Cl
influencian negativamente la germinacién de Gigaspora margarita (Hirrell, 1981) y la
colonizacion de plantas de cebolla por parte de hongos MA disminuye al aumentar el
contenido en CINa del suelo (Hirrell y Gerdemann, 1980). En caso de estar situadas en la
proximidad de la raiz, el efecto estimulante de ésta puede contrarrestar el negativo de la sal.
Ademas, si la sal afecta la germinacion y/o crecimiento micelial, retardando o inhibiendo su
desarrollo lo hara, consecuentemente, su capacidad infectiva.

La tolerancia a la sal debe ser un factor importante para la supervivencia, reproduccion
y desarrollo de los hongos MA en suelos salinos (Dixon et al., 1993). En este estudio, sin
embargo, la capacidad colonizadora del micelio procedente de las plantas previamente
micorrizadas fué la misma en todos los casos, ya que no se apreciaron diferencias
significativas en los porcentajes de colonizacion. El crecimiento vegetal, por el contrario, si que
se vio afectado por el hongo implicado en la asociacién. La colonizaciéon por Glomus sp.
autoctono fué mas efectiva, con independencia del nivel salino. Por tanto, o que debe de ser
mayor es la eficiencia funcional del micelio generado por este hongo en condiciones salinas,
pero no la capacidad infectiva del mismo.

En el nivel salino provocado por 0.5 g CINa Kg-' cuando el inoculo original se
localizaba en el compartimento B, a 11 cm de la planta, la distancia que debe recorrer el micelio
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para colonizar a estas nuevas raices repercutié en la eficiencia de la simbiosis. La masa de
micelio existente en el compartimento central (B) es superior y por ello puede infectar con
mayor facilidad y efectividad a la nueva planta hospedadora.

Puesto que el incremento de la sal a 0.75 g CINa Kg' no afecté la capacidad
colonizadora de ambos endofitos mientras que el desarrollo vegetal si fué menor que en los
niveles salinos anteriores, se puede concluir que la eficiencia simbidtica de los hongos
disminuyé con el aumento de la sal en el medio, pero ésta no afecto a la capacidad infectiva de
los mismos.

Aunque los efectos de los hongos MA en la proteccién de las plantas ante la sequia o
ante el componente osmaotico del estrés salino han sido estudiados (Bethlenfaivay et al.,
1988; Sanchez-Diaz y Honrubia, 1994; Ruiz-Lozano et al., 1995a y b), se sabe muy poco
acerca del papel del micelio extrarradical ante la mayor o menor disponibilidad de agua en el
suelo. En relacion a este aspecto, el presente estudio informa sobre mecanismos que pemiten
una mejor interpretaciéon de los hecho. Asi pues, el efecto positivo de los hongos MA
incrementd al hacerlo el contenido hidrico en el compartimento hifal 2 (CH-2), especialmente en
el caso de G. fasciculatum. La capacidad de cada una de las dos especies de Glomus para
captar agua fué distinta. Asi, G. fasciculatum no incrementé considerablemente el crecimiento
vegetal hasta que el potencial hidrico en el CH-2 fué de -0.01 MPa, mientras que G.
deserticola no vario su efecto pese a que el aporte de agua en este compartimento fuese bajo
(-0.05 MPa).

La variacion en la captacion de agua por el micelio MA puede explicar por diferencias
en la extensién de la red de hifas de cada especie se. Si el diametro de las hifas es similar
para ambos hongos (2-5 um, Gerdemann y Trappe, 1974), las diferencias en la respuesta de
la planta hospedadora se pueden deber a la capacidad especifica de cada hongo para captar
agua. Realmente, no conocemos la densidad de hifas en el CH-2, aunque se observo un gran
namero de las mismas tras la tincion de una muestra de este compartimento. La colonizacion
micorrizica de las plantas originada tras utilizar como indculo el micelio generado en el suelo
procedente del CH-2 indic que la infectividad de las hifas de ambos hongos fué la misma,
por lo que la densidad de hifas debia ser similar.

La alteracion de las condiciones del suelo disminuyen la capacidad infectiva generada
por el micelio fungico (Jasper et al., 1987). En concordancia con ello, observamos que la
capacidad colonizadora del micelio procedente del CH-2 fué baja en ambas especies cuando
el suelo permanecio seco. Al incrementarse el agua en este compartimento, se produjo un
aumento considerable de la infectividad. En el caso de G. fasciculatum, las hifas fueron mas
infectivas a -0.05 MPa, mientras que en el caso de G. deserticola, no hubo variacién en la
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capacidad infectiva al variar la cantidad de agua aplicada. No sabemos si, o encontrado en G.
fasciculatum, se trata de un efecto motivado por decrecimiento de capacidad infectiva o
disminucién de la cantidad de micelio producido bajo condiciones de sequedad.

El hecho de encontrar mayor captacion de nutrientes en las plantas colonizadas que en
las no micorrizadas a medida que aumentd la disponibilidad de agua en el CH-2 indica que
estas hifas también actuaron tomando nutrientes de dicho compartimento debido a su
capacidad de extenderse y explorar un volumen de suelo mayor. Este efecto es importante
cuando la disponibilidad de agua y nutrientes es limitada. En este sentido, se ha propuesto
que las micorrizas pueden ser mas importantes para el crecimiento vegetal bajo condiciones de
sequia que cuando la humedad del suelo es adecuada (Sanchez-Diaz et al., 1990; Sanchez-
Diaz y Honrubia, 1994). El hecho de que las plantas micorrizadas capten mas P que las no
micorrizadas puede influir en el efecto del micelio en la adquisicién de nutrientes (Fitter, 1988).
No obstante, en este estudio la concentracién de P fué similar en las plantas fertilizadas con P
y las colonizadas por G. fasciculatum. Sélo aquellas plantas asociadas con G. deserticola
tuvieron mayor concentracién de P, aunque ésta no se afectd por la disponibilidad de agua en
el CH-2. Estos resultados sugieren que a micorrizacion aumenta la resistencia a la sequia por
mecanismos distintos en unos casos (G. fasciculatum) y adicionales en otros (G. deserticola)
de la captacion de P. La posibilidad de un efecto hormonal en el hecho observado en este
estudio deberia de ser considerada, ya que los hongos MA son capaces de modificar los
niveles de citoquininas y acido abcisico en las plantas (Dixon et al., 1988; Danneberg et al.,
1992; Goicoechea et al., 1995).

Los incrementos en fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica y EUA
producidos en las plantas micorrizadas como consecuencia de la aplicacion de agua desde
lugares inaccesibles a la raiz, indican transferencia de agua por parte de las hifas. Esto
concuerda con los resultados de Hardie (1985) quién encontré que la ausencia de hifas
extrarradicales tenia un efecto negativo sobre el flujo transpiratorio. También observé una
recuperacion mas rapida de este flujo en las plantas micorrizadas que en los tratamientos
control. Por todo ello, concluy6é que las hifas extrarradicales incrementaban la superficie de
absorcion de agua y pueden ser uno de los componentes esenciales en la mejora de la
captacion de agua por las raices micorrizadas.

Las hifas, que tienen un didmetro de entre 2 y 5 um, pueden penetrar en poros del
suelo que son inaccesibles a los pelos radicales (10-20 um de diametro). La longitud total de
hifas puede alcanzar 50 m cm-3 de suelo segun Allen (1991), quién estim6 que la tasa de
transporte de agua de las hifas externas podia ser de 0.28 ng s-! por cada punto de entrada,
suficiente para mantener relaciones hidricas normales en la planta. De otro lado, Faber et al.
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(1991) calcularon tasas de transporte de agua de 760 y 375 nL h-! hacia la planta por el
micelio extemo.

Los resultados de este ensayo confirman que los hongos MA influencian la nutricion,
captacion de agua y, el intercambio gaseoso de la planta. Cada uno de estos mecanismos
contribuye a una mayor tolerancia de la planta al estrés hidrico. Los resultados indican también
que las especies flngicas estudiadas difieren entre si en cuanto a su eficiencia para captar y
transportar agua dependiendo de las disponibilidades hidricas del medio. La cuantificacion de
la contribucion relativa de los hongos MA para captar agua es de especial importancia cuando
se consideran ambientes aridos o semiaridos.

Se ha indicado que existen diferentes sustancias capaces de afectar el desarrollo de
los hongos MA, en simbiosis 0 in vitro (Siqueira et al., 1982; Hepper, 1986; Nair et al., 1991).
En este sentido Carr (1991) encontré que el uso de acido N-morfolino etano sulfonico (MES)
como tamp6n producia incrementos considerables del desarrollo micelial producido a partir de
esporas de G. caledonium. Con posterioridad, también se ha indicado un efecto positivo de
esta sustancia sobre la produccion de micelio por parte del hongo G. intraradices en asociacion
con plantas de trébol, sin que hubiera efecto negativo sobre el crecimiento vegetal (Vilarifio,
comunicacién personal).

Con estos antecedentes, nos decidimos a probar el efecto del tampén MES sobre la
produccion de micelio a partir de plantas de lechuga colonizadas por G. deserticolay G.
fasciculatum con el fin de evidenciar si esta supuesta estimulacion de la produccion de micelio
se traducia en un incremento de la captacion de agua procedente del compartimento donde
sélo tenian acceso las hifas fingicas (CH-2). Los datos obtenidos confirman nuetros
resultados del experimento anterior, de manera que la presencia de los hongos MA incremento
la captacion de agua procedente del CH-2 por parte de la planta. Sin embargo, se evidencio
un efecto negativo del MES respecto a los mismos tratamientos sin aplicacion del mencionado
tampén. De hecho, el test para determinar la presencia y actividad del micelio fungico en el

CH-2 demuestra que el micelio fué mas abundante cuando no hubo aplicacion de tampon
MES.

En este ensayo, en el cual se utilizé una mezcla de suelo y arena en proporcion 1/9
v/v en el CH-2, la captacion de nutrientes es mucho menor que cuando la mezcla de sueloy
arena era en proporcion 1/1 v/v. De esta manera conseguimos reducir el posible efecto
nutricional que podia mediar en la respuesta de la planta ante la disponibilidad de agua y
nutrientes en el CH-2. Los resultados obtenidos indican que, si bien los contenidos de Ny P
resultaron algo mayores en las plantas micorrizadas respecto a las control, el porcentaje de
ambos elementos es similar (N) para todos los tratamientos, 0, incluso, resulta menor (P) en
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las plantas micorrizadas. Ello es una evidencia que permite descartar que el efecto encontrado
pueda ser atribuido a un efecto nutricional. La captacion directa del agua por las hifas fungicas
parece ser el principal responsable de los efectos observados en las plantas micorrizadas
para el crecimiento vegetal y para los procesos implicados en el intercambio gaseoso (fijacion
de CO, transpiracion y EUA), a medida que aumenta la disponibilidad de agua en el
compartimento hifal.

El efecto negativo del tampon MES sobre el desarrolio de la simbiosis puede ser
adscrito a las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio, pues las plantas crecieron con
limitacion hidrica en el compartimento radical, o0 cual pudo provocar que el compuesto se
acumulara produciendo efectos perjudiciales en las plantas y el hongo similares a un exceso
de salinidad. De hecho, las plantas tratadas con MES mostraron sintomas de suculencia (igual
que las plantas crecidas en condiciones salinas). En los estudios en los cuales se habia
evidenciado el efecto positivo del MES sobre el desarrollo de la simbiosis, las condiciones de
cultivo implicaban una gran disponibilidad hidrica (Vilarifio, comunicacién personal). Otra
cuestion a tener en cuenta es que la aplicacion de MES provoca una disminucién significativa
del pH del suelo, lo que podria haber afectado al desarrolio de los hongos utilizados en este
estudio (G. deserticolay G. fasciculatum), al ser éste un factor que afecta la germinacion de las
esporas MA, el crecimiento del micelio y ia colonizacién de la planta hospedadora (Davis et al.,
1983; Abbott y Robson, 1985b; Koomen et al., 1987).

La supervivencia e infectividad de los hongos MA en los ecosistemas afectados por la
falta de agua es un factor de gran importancia para el mantenimiento de la capacidad
colonizadora de los endofitos autdctonos, lo que puede condicionar la supervivencia de las
futuras plantas que crezcan en estos lugares. Los hongos MA pueden reproducirse a partir de
varios tipos de propdagulos infectivos (esporas, fragmentos de hifas e hifas dentro de raices
vivas). El propagulo mas resistente es la espora, por io que juegan un papel muy importante
para el desarrollo, dispersion y persistencia de los hongos MA. La importancia relativa
respecto a la supervivencia de estos propagulos difiere entre las especies fungicas y se ven
afectadas por las condiciones ambientales (Gazey et al., 1983). Ademas, la viabilidad de un
indculo es afectada por el periodo de permanencia en el suelo (Daft et al., 1987). No obstante,
se sabe muy poco sobre los requerimientos del medio que afecten a la supervivencia y
viabilidad de las esporas tras largos periodos de sometimiento a diferentes condiciones de
humedad.

Los resultados obtenidos en el test de infectividad de las esporas en raices de lechuga
mostraron que su viabilidad, o sea, su potencial como indculo se vio afectado por el contenido
de agua del suelo al que se sometieron durante su almacenamiento. Los resultados
demuestran que la humedad del suelo es un factor importante en la resistencia de las esporas,
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afectando la viabilidad de las mismas (Daft et al., 1987). En cualquier caso, el efecto de la
humedad del suelo sobre la infectividad de las esporas dependi6 de la especie del hongo en
cuestion. Asi, las esporas de G. mosseaey G. deserticola fueron mas infectivas después de
almacenamiento en suelo a -0.04 MPa mientras que las de G. fasciculatum mostraron mayor
infectividad cuando el potencial hidrico del suelo durante el periodo de incubacién fué de -0.8
MPa. Este hecho no puede ser atribuido a un distinto grado de adaptacién a la sequia de las
esporas debido a las condiciones de cultivo utilizadas para su obtencion, puesto que todas
se habian obtenido de cultivos de lechuga crecidas en mezcla de suelo/arena en proporcion
1/9 v/v utilizando una solucién nutritiva como fuente de nutrientes. Este sistema es similar a un
cultivo hidrop6nico, con lo cual, no puede inducir adaptacién de las esporas a la sequia (Ruiz-
Lozano y Azcén, 1995b). El efecto encontrado parece estar, mas bien, relacionado con la
distinta capacidad de cada hongo para tolerar la sequia.

Se sabe que las germinacion de las esporas esta afectada por varios factores fisicos
como pH (Green et al., 1976), temperatura (Daniels y Trappe, 1980) y potencial hidrico
(Sylvia y Schenck, 1983). En este estudio, la falta de humedad en el suelo durante el tiempo
de incubacion de las esporas disminuy6 considerablemente su capacidad infectiva, al igual
que habian encontrado Sylvia y Schenck (1983).

En la naturaleza, los propagulos micorrizicos deben permanecer viables (con
capacidad infectiva) desde un periodo de crecimiento de plantas hasta el siguiente. Por ello,
bajo condiciones de sequia, la pérdida de viabilidad es un factor critico en el éxito o
supervivencia de los hongos MA. Los resultados obtenidos en las presentes condiciones
experimentales muestran como ninguno de los tres hongos ensayados fué capaz de colonizar
la raiz cuando el niimero mas probable de esporas fué 8, indicando que se requiere un minimo
de 30 esporas para conseguir un nivel detectable de infeccion (Ruiz-Lozano y Azcon, 1995b).

El efecto micorriza sobre nutricidén y crecimiento no se expresd, como se pretendia, en
las condiciones de cultivo, casi hidropdnicas, utilizadas en el ensayo de niveles de Ca. En
todos los niveles de Ca, las plantas fertilizadas con P crecieron mas que las micorrizadas. No
obstante, la aplicacion de 8 mM Ca afectdé negativamente a los dos tratamientos no
micorrizados. Este efecto no se encontro en relacion con el peso de raiz. El aumento del Ca en
el medio disminuy6 la capacidad colonizadora de ambos hongos. Este efecto negativo ha sido,
también, descrito para un gran nimero de sales que afectan la capacidad infectiva y
supervivencia de los hongos MA (Chambers et al., 1980; Menge et al., 1987).

La exposicion de las plantas al PEG provoco que las micorrizadas acumularan algo

mas de prolina que las no micorrizadas cuando el nivel de Ca en el medio era inferiora 6 mM. A
partir de este nivel, se produce un cambio de tendencia, y son las plantas controles las que
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acumulan mas prolina. Con 8 mM de Ca se manifiesta un cambio drastico en cuanto al
contenido en prolina entre tratamientos micorrizados y controles, particularmente cuando el
estrés aplicado fué moderado (10% PEG). En el caso del contenido relativo de agua (CRA),
tras aplicar el estrés, las plantas micorrizadas presentaron menores contenidos de agua que
los dos tratamientos controles cuando el nivel de Ca fué de 2 mM, igualandose al aplicar 4 mM
e invirtiéndose esta tendencia a partir de 6 mM de Ca en el medio. Esto, parece indicar que al
cuitivar las plantas micorrizadas con sélo 2 6 4 mM Ca en el medio, éstas sufren en mayor
medida los efectos del estrés hidrico respecto a los tratamientos control, debido a un posible
déficit de Ca (Ramalho et al., 1995). Esta observacion es contraria a o encontrado en el resto
de ensayos que componen la presente Memoria, en los cuales las plantas micorrizadas
siempre han sufrido en menor medida el estrés hidrico que las no micorrizadas, por lo que han
acumulado menor cantidad de prolina. Esto implica que sus requerimientos en Ca son mas
elevados de lo que estos niveles le aportan y que este déficit seria menos importante en las
plantas sin micorrizar. El efecto observado empieza a remitir a partir de un aporte de 6 mM Ca,
especialmente en las plantas asociadas a G. fasciculatum. La explicacién de este fenomeno,
pese a poseer una concentracion de Ca similar a las controles, puede tener relacion directa
con el aumento de superficies de membrana que se produce en las raices de plantas
micorrizadas (Bago, 1994), al ser el Ca un elemento requerido para la regulacion y estabilidad
de dichas membranas (Alam, 1993). De esta manera las plantas micorrizadas necesitarian
cantidades de Ca en el medio superiores a las no micorrizadas y al no estar disponibles se
produciria una falta de regulacién de las membranas radicales que originaria un efecto mas
negativo del estrés hidrico, de ahi la mayor concentracion de prolina y menor contenido relativo
en agua de aquellas plantas. Esta posible falta de regulacion de las membranas en plantas
micorrizadas se observa, incluso, en ausencia de PEG. Asi, las plantas micorrizadas
incrementaron su CRA al hacerlo el Ca disponible, mientras que los tratamiento control no
sufrieron modificacion apreciable de este indice. Esta idea de la deficiencia de Ca puede estar
apoyada por los datos de contenido en Ca de las plantas. Asi, ambos tratamientos
micorrizados incrementaron significativamente su contenido en Ca a partir de 6 mM Ca
aplicado en el medio de cultivo, y esta mayor captacién de Ca pudo contribuir a evitar los
efectos negativos del PEG. Este hecho fué mas evidente en las plantas inoculadas con G.
fasciculatum, que fueron las que acumularon mayor cantidad de Ca y también las que
disminuyeron en mayor medida su contenido en prolina.

En el presente estudio, se demuestra la validez de utilizar el contenido en prolina como
indicador sensible al estrés. De hecho, la imposicion del estrés (PEG) fué durante un tiempo
muy breve y en plantas de similar crecimiento. De acuerdo con estos resultados, el contenido
de Ca en planta ejerce un notable efecto sobre los balances hidricos, neutralizando el efecto
del estrés, especialmente el moderado (10% PEG), pero sélo cuando las plantas estan
micorrizadas. Este singular comportamiento, imputable a la micorrizacion, no parece ser
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consecuencia de un efecto directo motivado por la concentracion de Ca en planta (no hay
diferencias con los controles). El Ca debe actuar, mas bien, modificando mecanismos
fisiologicos responsables de este hecho. En estudios previos (Azcon y Barea, 1992) se
observo que la planta, en virtud de la micorrizacién, ejerce un efecto "tampon” ante excesos
del elemento.

Para el estudio del efecto del potasio sobre la resistencia a la sequia, se utilizo el
mismo sistema de cultivo de las plantas descrito anteriormente para el caso del Ca (Azcon et
al., 1995). En las condiciones experimentales utilizadas, las plantas micorrizadas no
presentaron mayor crecimiento que las controles. Es importante distinguir entre los mecanismos
a través de los cuales la simbiosis MA mejora las relaciones hidricas de las plantas y la simple
captacion de nutrientes, pero esto sélo se puede conseguir con controles adecuados. En este
ensayo, el hecho de encontrar valores mayores de aquelios parametros relacionados con el
estatus hidrico de la planta (tasa fotosintética y EUA) es una indicacion de la actividad directa
del hongo no mediada por aspectos nutritivos.

El potasio juega un papel clave en la defensa de la planta frente al estrés hidrico
puesto que es el cation que regula la apertura y cierre de los estomas en respuesta al estatus
hidrico de las células guarda (Cosgrove y Hedrich, 1991). Asi, existe una correlacion entre la
concentracion de K en estas células y el movimiento estomatico, bien cuando se cierra durante
el estrés o cuando se vuelven a abrir cuando el estrés disminuye (Eakes et al., 1991). Por
tanto, esta bien establecido que el K es un elemento esencial que influye en la resistencia
estomatica, transpiracion, intercambio de CO, y, en general, en el balance hidrico de la planta
(Mengel, 1984). En este sentido, la reduccion de la actividad fotosintética debida al PEG fué
mayor en los tratamientos sin micorrizar que en las plantas micorrizadas con cualquiera de los
endofitos. Este hecho fué mas evidente cuando la disponibilidad de K en el medio era baja
(0.7 mM). Asi, las plantas control y fertilizadas con P disminuyeron su actividad fotosintética,
tras la aplicacion del PEG, en un 60% y 55% respectivamente, mientras que la reduccion para
las plantas micorrizadas fué 20% (G. deserticola), 14% (G. fasciculatum)y 11% (G,
mosseae). El incremento en el contenido de K debido a la micorrizacion puede ser el
responsable de este efecto. Al aumentar la disponibilidad de K hasta 6.7 mM, el efecto
depresor del PEG sobre este parametro fué ya de rango similar en las plantas micorrizadas y
en las no micorrizadas. Esto indica que el aumento en el contenido de K en las plantas sin
micorrizar neutraliza el efecto depresor del PEG. Este efecto del PEG es potenciado por la
escasez de K, por lo que las plantas micorrizadas, al disponer de mayor cantidad de K
(Rygiewicz y Bledsoe, 1984) son menos afectadas por el estrés. En este sentido, Robin et al.
(1989) tomaron plantas de dos variedades de trébol que presentaban distinta tolerancia al
déficit hidrico, una resistente (variedad Crau) y otra sensible (variedad Huia), y las
mantuvieron en cultivo hidropénico con dos niveles de K en el medio, uno bajo (0.005 mM) y

100



otro alto (5 mM). Después de dos meses de cultivo, las plantas fueron sometidas a estrés
hidrico inducido mediante PEG. Se ensayaron dos niveles de este agente estresante, 10% y
20%. Los autores determinaron el efecto del estrés sobre el potencial hidrico en las hojas y
resistencia estomatica. Los resultados obtenidos indicaban que el K era un factor importante
que determina la resistencia al estrés hidrico en plantas de trébol. Asi, el potencial hidrico en
las hojas aumentaba al hacerlo la concentracion de K en el medio, siendo mayor para la
variedad Crau. Del mismo modo, la resistencia estomatica aumentaba con el nivel de PEG
aplicado, pero este aumento se vio contrarestado por la aplicacion de 5 mM de K al medio de
cultivo. En el presente estudio, la EUA también se favorecié al incrementar el K en el medio.

Es destacable el hecho de que cuando el K aplicado al medio alcanzé 6.7 mM, la tasa
fotosintética resulto significativamente incrementada en todos los tratamientos respecto a la
obtenida con la aplicacion de los dos niveles de K inferiores. En este sentido, si se comparan
el nivel superior de K aplicado con el inferior, el incremento de actividad fotosintética resultd ser
de 37% (Control), 41% (Control-P), 52% (G. deserticola), 82% (G. fasciculatum) y 57% (G.
mosseae) cuando no se sometieron a estrés (Sin PEG), mientras que este valor fué¢ 138%
(Control), 143% (control-P), 22% (G. deserticola), 59% (G. fasciculatum)y 16% (G.
mosseae) cuando las plantas fueron sometidas a estrés (15% PEG). Esto indica que el aporte
de K al medio favoreci6 principalmente a las plantas sin micorrizar sometidas a estrés, ya que
éstas eran las que tenian menores concentraciones de K, mientras que las micorrizadas se
vieron favorecidas también, pero en menor medida, pues sus contenidos en K eran superiores
(Azcon et al., 1995).

El distinto comportamiento de G. mosseaey G. deserticola en relacion con la tasa
transpiratoria y el nivel de K apiicado al medio, se puede relacionar también con el contenido
en K de las plantas colonizadas por estos hongos. Asi, en el nivel de K mas bajo (0.7 mM) G.
mosseae también tenia un contenido en K mas bajo que los otros tratamientos micorrizadas,
en el nivel intermedio de K (3.7 mM) lo incrementan considerablemente y ya en el nivel
superior (6.7 mM) presentan contenidos de K significativamente mayores que el resto de
tratamientos, al igual que la tasa transpiratoria.

La simbiosis MA origina un gran numero de cambios en el metabolismo de la planta
(Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988; Arines et al., 1993; Palma et al., 1993). No obstante, se
conoce poco sobre los mecanismos bioquimicos responsabies de dichos cambios. La
asociacion MA se caracteriza, también, porque el sistema de hifas extrarradicales contribuye a
la captacion de agua y nutrientes y origina una rizosfera modificada, que puede ser favorable
para la proteccion de la planta hospedadora frente a situaciones de estrés (Sylvia y Williams,
1992). Tsang et al. (1991) estudiaron la regulacién de los enzimas superoxido dismutasas
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(SODs) en plantas sometidas a estrés, y llegaron a la conclusién de que el estrés oxidativo
es un componente mas del estrés ambiental.

Aunqgue el oxigeno es un elemento esencial para la vida, su presencia en organismos
vivos implica que algunos productos de su metabolismo se pueden formar en el nicho celular.
Asi, en presencia de un donador adecuado de electrones, y con una pequefa cantidad de
energia de activacién, se produce la forma reactiva del radical superoxido (O.-"). Ademas,
bajo condiciones de pH acido, la presencia de donadores de electrones permite la formacion
del anién peréxido, el radical hidroxilo y, por ultimo, agua (Elstner, 1987).

El efecto toxico de los radicales O~ se atribuye, comunmente, a su capacidad para
originar radicales -OH, mas poderosos, via reaccion de Haber-Weiss (Halliwell, 1982)
catalizada por un metal. No obstante, también hay evidencias de que los radicales O~ per se
pueden originar dano celular (Fridovich, 1986). En este sentido, las SODs, al catalizar el paso
del Oy~ a HO, y O,, constituyen un importante mecanismo de defensa celular frente a los
radicales libres originados bajo condiciones de estrés (Tsang et al., 1991).

En el presente estudio, la actividad SOD total en hoja resultdé incrementada en las
plantas micorrizadas respecto a las control, tanto en condiciones de adecuado aporte de agua
como de estrés hidrico. No obstante, este incremento fué mayor bajo condiciones de estrés
hidrico. En un principio se podia pensar que la existencia de mayor actividad SOD total en las
plantas colonizadas que en las controles se deberia al proceso de colonizacion radical por
parte del hongo (Paima et al., 1993; Arines et al., 1994). Asi, el hecho de que esta actividad
sea aun mayor en las plantas inoculadas con G. deserticola que en las inoculadas con G.
mosseae (principalmente a las ocho semanas) apoya esta idea, al ser G. deserticola un
colonizador mas activo del sistema radical, como demuestran los datos de infeccion MA. Sin
embargo, el hecho de que la actividad especifica de las plantas cultivadas con adecuado
aporte de agua no muestre diferencias significativas entre el tratamiento control y las
micorrizadas (excepto en raiz a las cinco semanas), y que las verdaderas diferencias de
actividad ocurrieran en las plantas sometidas a estrés, donde las micorrizadas presentaron
incrementos de actividad por encima del 100% sobre las no inoculadas, hace pensar que sélo
una pequea parte de la actividad SOD puede ser debida al proceso de colonizacion radical,
el resto debe ser atribuida a otros procesos fisioldgicos que afecten al estado oxidativo de la
planta (como puede ser la accidn del estrés hidrico). En efecto, se sabe que los sistemas
antioxidantes de las plantas actian como importantes mecanismos de tolerancia ante el estrés,
debido a la proteccién de las membranas contra el dafo causado por las especies toxicas del
oxigeno; superoxido (Oz-"), peroxido de hidrégeno (H,0,) y radicales hidroxilo (-:OH) que se
originan bajo condiciones de estrés ambiental y xenobidtico (Burke et al., 1985; Shaaltiel y
Gressel, 1986; Shaaltiel et al., 1988; Asada, 1994; Foyer et al., 1994). Asi mismo, se ha
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encontrado una relacion entre estimulacion de la actividad SOD vy la resistencia a diferentes
tipos de estrés como sequia (Burke et al., 1985; Dhindsa y Matowe, 1981) y salinidad
(Kayupova y Klyshev, 1984).

En relacién con todo esto, Malan et al. (1990) encontraron una correlacion entre las
actividades SOD vy gilutation reductasa y la tolerancia de distintas variedades de maiz al
estrés hidrico. Ellos indicaron que la mayor actividad antioxidante permitiria mantener altos
contenidos de clorofila bajo cualquier situacion de estrés oxidativo. Asi, en aquellas
variedades resistentes a la sequia, con un eficiente sistema que elimine las especies toxicas
del oxigeno, los cloroplastos y la clorofila resultan protegidos, asegurando de este modo el
mantenimiento de la fotosintesis y por tanto la capacidad de produccion de biomasa, bajo las
condiciones ambientales adversas.

Nuestros resultados indican que las plantas inoculadas con G. mosseae incrementaron
el crecimiento vegetal respecto a las control en torno a un 200% vy las inoculadas con G.
deserticola o hicieron en tomo a un 150%, incluso bajo condiciones de estrés hidrico. Elio
significa que la simbiosis MA ayuda a las plantas frente al estrés hidrico, manteniendo intacto
0 poco alterado su sistema fotosintético. Curiosamente, en este experimento, las plantas
colonizadas por G. mosseae crecieron mas que aquellas colonizadas por G. deserticola. No
obstante, el tratamiento con G. deserticola mostré ios valores mas altos de contenido hidrico
foliar, colonizacion radical, concentracion de proteinas y actividad SOD. Esto concuerda con
previos resultados de esta Memoéria segun los cuales las plantas colonizadas por G.
deserticola presentaron, siempre, el mayor desarrollo y estimulacién de los mecanismos de
defensa contra los efectos del estrés (Ruiz-Lozano y Azcén, 1995a; Ruiz-Lozano et al.,
1995a y b).

En el presente estudio, se ha encontrado menor actividad especifica SOD en las
plantas de ocho semanas de cultivo que en las de cinco semanas. Este hecho contrasta con lo
encontrado por Longa et al. (1994) en Castanea sativa, quienes comprobaron que la actividad
SOD era mayor en hojas senescentes que en las hojas verdes. La senescencia de la planta
es un proceso natural y regulado genéticamente, en el curso del cual se producen importantes
cambios en el metabolismo vegetal (Thimann, 1987). Durante la senescencia foliar se ha
observado un incremento de la concentracion de las especies activas de oxigeno.
Probablemente, esto sea debido a la induccion de los sistemas generadores de estas
especies oxidantes y/o a un descenso en el mecanismo de defensa frente a ellas (Leshem,
1988; Strother, 1988). Probablemente, a las ocho semanas no se habia alcanzado, aun, la
senescencia, por 1o que no liego a inducirse un incremento de la actividad SOD. En relacion a
esto, Tanaka y Sugahara (1980) encontraron hasta cinco veces mas actividad SOD en hojas
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jovenes que en hojas mas viejas, y que las primeras eran mas resistentes a la toxicidad del
SO,.

Otro claro sintoma de senescencia es la disminucion de las proteinas por aumento de
la actividad proteolitica (Huffaker, 1990; Nock et al., 1992). No obstante, en nuestro estudio, la
concentracion de proteinas en hoja fué mayor en las plantas cosechadas en dltimo lugar. En
raiz, no se apreciaron diferencias significativas en este parametro como consecuencia de la
edad de la planta. De hecho, la concentracion de proteinas disminuy¢ sélo afectada por el
estrés hidrico, lo cual esta de acuerdo con lo encontrado por Dhindsa (1987). Por tanto,
aunque no se han medido parametros caracteristicos de senescencia (peroxidacion lipidica,
contenido en clorofila o0 produccion de etileno), los resultados obtenidos sobre actividad SOD
y contenido en proteinas indican que se puede descartar la existencia de estrés debido al uso
de plantas senescentes.

Se sabe que existen diferencias cualitativas y cuantitativas en la expresion de
proteinas en plantas asociadas con micorrizas arbusculares (Dumas et al., 1989; Pacovsky,
1989; Wyss et al., 1990; Arines et al., 1993; Schelienbaum et al., 1993). Asi, en tabaco
(Dumas et al., 1990) y soja (Pacovsky, 1989) se ha demostrado que la formacién de
micorrizas incrementa la expresion de proteinas de bajo peso molecular. No obstante, Arines
et al. (1993) encontraron expresion de polipéptidos de alto peso molecular en trébol. En el
presente estudio, las plantas colonizadas por G. deserticola fueron las que presentaron
mayores concentraciones de proteinas en hoja en todos las condiciones, mientras que las
colonizadas por G. mosseae solo presentaron mayor contenido en proteinas que las control
cuando se cosecharon a las cinco semanas de cultivo. En relacion con la SOD las diferencias
encontradas son sélo cuantitativas (mayor actividad en plantas micorrizadas que en las control
como consecuencia del estrés aplicado), no encontrandose diferencias cualitativas algunas, ya
que el estudio isoenzimatico mediante electroforesis en gel de poliacrilamida demostré la
existencia de una sola banda de actividad, igual en todos los tratamientos y condiciones de
cultivo. Este hecho contrasta con lo descrito por Palma et al. (1993) quienes encontraron que la
asociacion de Glomus mosseae con plantas de trébol inducia la aparicion de dos bandas
isoenzimatica nuevas, una Mn-SOD 1I y mycCu-Zn-SOD. La ultima result6 ser especifica de
esta asociacion, mientras que la Ma-SOD también aparecia en nédulos de la asociacion
Rhizobium-Trifolium pratense. En cualquier caso, lo dificil es saber cual es el papel de estas
proteinas inducidas por la simbiosis, ya que se han encontrado incrementos de enzimas
pectinoliticos (Garcia-Romera et al., 1991), superoxido dismutasa (Paima et al., 1993),

fosfatasas acidas (Pacovsky et al., 1991), nitrato reductasa y glutamino sintetasa (Azcén et
al., 1992).
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Los datos de acumulacion de N y P en estas plantas reflejan un claro efecto de
concentracion en el caso del N, parametro que fué superior en las plantas controles que en las
micorrizadas, ya que las primeras crecieron mucho menos (esto es especialmente evidente en
las plantas cosechadas a las ocho semanas). En cuanto al fésforo, es evidente que las
plantas micorrizadas captaron mas cantidad de tal elemento. No obstante, el efecto positivo
que la micorrizacion ejerce sobre el desarrollo de la actividad SOD en las condiciones de
cultivo de este ensayo no se puede atribuir al incremento de la nutricion fosforada ya que,
mientras que la disponibilidad de P fué mayor en las plantas micorrizadas no sometidas a
estrés (-0.04 MPa), esto no se tradujo en un aumento significativo de la actividad SOD
especifica. En las plantas sometidas a estrés (-0.17 MPa), el contenido de P fué mayor en las
plantas colonizadas por G. mosseae que en las colonizadas por G. deserticola, pero la
actividad SOD especifica no mostrd diferencias significativas entre ambos tratamientos. De
ahi que la existencia de mayor actividad SOD en las plantas micorrizadas se puede adscribir
a un efecto directo de los hongos MA.

Otro de los sistemas enzimatico afectados por el estrés hidrico es el encargado de la
asimilacién del nitrato. El nitrato es la principal fuente de nitrégeno para la mayoria de las
plantas superiores. La tasa global de asimilacion de nitrato por las plantas es de unos 2x 1013
kg de nitrégeno por ano (Guerrero et al., 1981), lo cual es 100 veces ,mayor que la tasa de
fijacion bioldgica de N,. La nitrato reductasa (NR) es el primer enzima en la asimilacion del
nitrato y, probablemente, supone el paso limitante de este proceso (Guerrero et al., 1981;
Campbell, 1988).

La capacidad para asimilar nitrato la poseen ciertas bacterias, algunos hongos y la
mayoria de algas y plantas superiores (Hoff et al., 1992). En las plantas micorrizadas, el
simbionte fungico puede influenciar la asimilacién de nitrato por la planta hospedadora (France
y Reid. 1983). En este sentido, se han encontrado diferencias en la utilizacion del nitrato entre
especies fungicas y razas en cultivo puro (Ho y Trappe, 1980; Plassard et al., 1985; Sarjala,
1990). En adicion a esto, la NR parece ser bastante sensible al estado metabélico y fisiolégico
de la planta, de ahi que se pueda utilizar como indicador de estrés y otros cambios en la
fisiologia de la planta (Srivastava, 1980). Hasta muy recientemente (Azcon et al., 1992; Tobar
etal., 1994a y b), no se ha demostrado la participacion activa de la micorriza en la captacion
de este ion. De ahi que la informacién al respecto se escasa.

Puesto que los niveles de actividad NR son mayores en hoja que en cualquier otro

érgano de la planta (Campbell, 1988), en el presente estudio se ha utilizado dicho tejido
vegetal para la determinacion de tal actividad.
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Los datos obtenidos, indican que las plantas micorrizadas tenian mayor actividad NR
que los tratamientos sin micorrizar, y que esta diferencia de actividad es mayor en situacion de
estrés hidrico. Asi, las plantas colonizadas por G. deserticola, por ejemplo, presentaron un
132% mas de actividad que las controles, al cultivarse con adecuado aporte de agua, mientras
que esta diferencia de actividad resulto ser de un 369% al estar sometidas a estrés hidrico.
Esto concuerda con los datos de Tobar (1991), quien encontré que al disminuir el nivel hidrico
en el medio, la actividad NR se mantuvo particularmente elevada en las plantas micorrizadas
en relacion a las no inoculadas. Elio indica una especial capacitacion de dichas plantas para
asimilar NO3" en condiciones limitantes para el desarrollo vegetal, lo cual debe de traducirse en
una mayor produccién de biomasa por parte de la planta asi como en un mayor contenido de
N (Sinha y Nicholas, 1981; Venkataramana et al., 1987). En nuestro estudio, hay una clara
correlacion entre actividad NR, desarrolio vegetal y contenido en N de las plantas, de manera
que el tratamiento que presentd mas actividad NR (G. deserticola), también fué el que produjo
mayor biomasa y acumulacién de N, tanto en condiciones de estrés como de adecuado aporte
de agua. Los tratamientos control y control-P fueron los que disminuyeron en mayor media el
crecimiento de parte aérea como consecuencia del estrés, lo cual ocurrié también con la
actividad NR y, consecuentemente, con el contenido en N de las plantas.

El hecho de encontrar mayor actividad NR en las plantas micorrizadas que en las
control, puede ser debido a que este enzima requiere altas cantidades de fosfato, el cual se
acompleja con el molibdeno del enzima para facilitar, asi, su reduccion (Hageman y Reed,
1980). De este modo se puede establecer una relacion directa entre el alto contenido en P de
las plantas colonizadas por G. deserticola y el hecho de presentar los valores mas altos de
actividad NR. No obstante, en el presente estudio también se incluye un control adicionado de
fosforo que, bajo condiciones de adecuado aporte de agua, incrementé el desarrollo y el
contenido de P de las plantas hasta valores similares a los encontrados en las plantas
micorrizadas y este hecho no se tradujo en un incremento de actividad NR. Al contrario, las
plantas fertilizadas con P presentaron una actividad NR menor que cualquiera de las
micorrizadas. Ademas, en estas condiciones de riego (-0.04 MPa), las plantas colonizadas por
G. mosseae presentaron bajos contenidos de P pero una actividad NR considerable. Elio
induce a pensar que, o bien el hongo MA es el que incrementa la actividad NR de la planta
hospedadora (independientemente del P) o, el hongo, presenta per se dicha actividad. Ambas
posibilidades han sido descritas (Tobar, 1991; Ho y Trappe, 1980; Plassard et al., 1985).
Vézina et al. (1989) encontraron, en ectomicorrizas, que la infeccién por parte del hongo
modificaba las actividades enzimaticas asimiladoras del nitrdgeno en pino, y que la naturaleza
de los cambios dependia del hongo implicado en la simbiosis. Esta dltima observacion
también aparece en nuestros resultados pues, mientras que G. deserticola fué el hongo que
indujo en mayor medida la actividad NR, G. fasciculatum resulté bastante menos efectivo,
principalmente al cultivarse con adecuado aporte de agua (-0.04 MPa).
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Este hecho no debe estar relacionado con la capacidad colonizadora de los hongos ya
que, a pesar de que G. deserticola es el hongo mas infectivo, los otros dos hongos mostraron
una capacidad colonizadora similar y, sin embargo, G. fasciculaturn indujo una menor actividad
NR que G. mosseae al cultivarse a -0.04 MPa de potencial hidrico en el suelo.

Un factor a considerar, también, en el incremento de actividad NR debido a la
micorrizacion, es el contenido hidrico de las plantas, el cual era mayor en las plantas
micorrizadas que en las no inoculadas (presumiblemente debido a la mejora de las relaciones
hidricas en las primeras). Esto puede haber contribuido a mantener la mayor actividad NR en
las plantas micorrizadas, ya que se sabe que esta actividad disminuye en hojas expuestas a
deshidratacion (Shaner y Boyer, 1976; Aparicio Tejo y Sanchez Diaz, 1982) debido al
descenso del flujo de nitrato desde las raices hasta las hojas.

De acuerdo con el analisis de los resultados obtenidos se pueden establecer las
conclusiones que a continuacion se detallan.
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VI. CONCLUSIONES.

1) La micorrizacion induce en la planta tolerancia al estrés hidrico, lo cual se puede atribuir a
mecanismos tanto de tipo fisiologico (alteracion de procesos relacionados con el intercambio
gaseoso y ajuste osmotico) como nutricionales. Los cambios producidos en la fisiologia de la
planta dependen del hongo implicado, siendo G. deserticola el mas efectivo.

2) Los tres hongos MA ensayados (G. mosseae, G. fasciculatumy G. deserticola) resultaron
ser efectivos en la proteccion de la planta frente al estrés salino . Los mecanismos por los
cuales G. mosseaey G. fasciculatum aumentan la tolerancia de la planta hospedadora se
basan, principalmente, en la estimulacion de procesos fisiologicos relacionados con el
intercambio gase0so. En el caso de G. deserticola, el incremento de la captacion de P parece
estar, también, implicado en tal efecto protector.

3) La capacidad colonizadora de G. deserticola o la de la especie de Glomus aislada de suelos
salinos no result6 afectada por el incremento de salinidad en el suelo, mientras que la eficiencia
simbidtica de estos hongos (en términos de incremento de biomasa vegetal y contenido en
nutrientes) si que disminuyé al incrementar ia salinidad del medio, resuitando mas
negativamente afectado la especie de Glomus autdctona que G. deserticola.

4) Se demostro la captacion de agua por las hifas extrarradicales de los hongos MA pero,
mientras que G. deserticola fué capaz de funcionar eficientemente cuando el suelo donde se
desarrollaban las hifas contenia -0.05 MPa de potencial hidrico, G. fasciculatum no resulté
totalmente efectivo hasta que este valor fué de -0.01 MPa.

5) El potencial hidrico del medio afecta la viabilidad de los propagulos de hongos MA. Las
esporas de G. mosseaey G. deserticola resultaron mas infectivas tras almacenamiento en
suelo con -0.04 MPa de potencial hidrico, mientras que las de G. fasciculatum lo fueron en
suelo con -0.8 MPa.

6) El incremento de Ca en la planta aumentd la resistencia de ésta al estrés en el caso de
estar micorrizadas, mientras que afectd negativamente a las plantas no micorrizadas.

7) El potasio juega un papel clave en la defensa de la planta frente al estrés hidrico, por lo

que el aumento de su contenido en las plantas micorrizadas incrementa considerablemente la
tolerancia de las mismas al estrés
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8)La micorrizacion incrementa considerablemente la actividad superdxido dismutasa en las
plantas como mecanismo de defensa frente al estrés hidrico.

9) La actividad nitrato reductasa disminuyd como consecuencia del estrés hidrico aplicado. No
obstante, se mantiene considerablemente mas incrementada en las plantas micorrizadas
(principaimente con G. deserticola) que en las control.

10) La formacion de micorrizas arbusculares faculta, por tanto, a la planta hospedadora para
tolerar el estrés hidrico. El mecanismo responsable de este efecto dependera de las
circunstancias particulares bajo las cuales se desarrolla la planta, de manera que la micorriza
potenciara a aquel proceso que esté limitando la supervivencia y el desarrollo vegetal.
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