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l. Resumen

The aim of this Doctoral thesis is to provide a sustainable system either for
revegetation or biorremedation purposes. This biotechnological approach consists on the
inoculation of beneficial micro-organisms (mycorrhizal fungi (AM), P solubilizers,...) and
the application to the soil of biotransformed organic wastes (sugar beet waste and dry

olive cake).

Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi play an essential role in plant phosphorus
uptake and in sustaining a vegetation cover in desertification-threatened ecosystems.
Besides, in metal polluted soils, mycorrhizal fungi are important for improving plant
establishment, promoting plant growth and nutrition and reducing metal translocation to

shoots, which alleviate metal toxicity.

The deterioration of biological properties of either degraded or metal contaminated
soils is in part due to their progressive decrease in organic matter content. Thus, the
application of apropiate levels of organic amendments may be a valid choice to improve

soil characteristics.

Large quantities of agrowastes as dry olive cake (DOC) are producing during the
extraction of oil from the olive fruit. This product poses serious environmental problems
due to the phenolic part of the waste materials; on the other hand, sugar beet waste is a
residue produced during sugar proccesing. Such materials, because of their
lignocellulosic composition, can be used after biotransformation processes as organic
amendments. One atractive approach is the fermentation of these materials by
lignocelulolitic micro-organisms such as Aspergillus niger or Phanerochaete crysosporium. In
the transformation procces, the organic wastes are broken down into simple sugars,
which provide energy sources required for the growth and metabolic activity of soil

heterotrophic micro-organisms.

In addition, when the wastes are suplemented with rock phosphate (RP), a
solubilization of RP by P-solubilizers micro-organisms takes place. During their
metabolism, P-solubilizers micro-organisms such as A. niger or Yarowia lipolytica excretes

organic acids that leads to a decrease of the pH and a solubilization of RP.

No information is available on the use of this biotechnological system for

revegetation and biorremedation purposes.

In this Doctoral thesis we studied the influence of the inoculation of beneficial micro-
organisms (AM fungi, Rhizobium, and Yarowia lipolytica) and the application organic
amendments on plant growth and nutrition as well as on soil biological and physico-
quemical properties. Moreover, we studied the influence of the addition of treated sugar
beet waste on soil microbial community and on AM mycelium growth, either in soil or in

monoxenic cultures.
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l. Resumen

For the revegetation experiments, Dorycnium pentaphylum was chosen as the test
plant. D. pentaphylum is a legume plant adapted to stress situations. The results showed
that plant growth was enhaced by the addition of the organic amendments, especially,
sugar beet waste fermented with A. niger. Similarly, nutrient uptake was increased in
amended plants. Mycorrhiza was effective in increasing P, and the highest values were
reached in mycorrhizal plants growing in treated SB waste amended soil. Indigenous AM
fungi or Rhizobium were not able to colonize Dorycnium plants. For AM root
colonization, the extra application of natural AM inoculum was required and infectivity
was greatest with fermented DOC or SB. Similarly, the effect of native AM fungi

inoculation on nodule formation was strongest in treated SB amended plants.

All enzymatic activities (dehydrogenase, B-glucosidase, phosphatase, urease,
protease) increased in rizospheric soil of amended plants. Organic amendments increased
water—soluble carbohydrates, water-soluble C and the percentage of stable aggregates, as

well. These results indicate a recovery of soil fertility.

All these results show that lignocellulosic agrowastes treated with a selected micro-
organism and its futher interaction with beneficial microbial groups (native AM fungi
and/or Yarowia lipolytica) is an useful tool to modify soil physico-chemical, biological and
fertility properties that enhace the plant performance probably by making nutrients more
available to plants. Thus, these treatments can be used as a valuable strategy in

desertified areas.

Concerning the biorremedation experiments, either in Cd or in Zn contaminated
soils, the inoculation of a heavy metal adapted AM fungus increased shoot and root
biomass and N, P, K shoot content, especially in fermented SB (with or without RP)
amended plants, whereas shoot metal concentration was decreased. Moreover, symbiotic
developments (nodulation and AM colonization) were stimulated by soil amendments
and AM fungus inoculant. Soil enzymatic activities (dehydrogenase, P—glucosidase,
phosphatase) as well as aggregates stability and production of acid indol acetic were

increased in fermented SB amended plants.

Thus, the success of revegetation in Cd or Zn contaminated soils is highly dependent
on the mycorrhizal inoculation using a heavy metal adapted endophyte and on the
application of fermented SB waste. The effect of these combined treatments not only
increased plant tolerance to heavy metal contamination but also allowed an enhacement

of biological and biochemical values in the rhizosphere soil, improving soil quality.

Two experiments, focused on the study of the interaction between the organic
amendments and AM fungi, were carried out in compartimental systems, one in soil and
the other in monoxenic cultures. The compartimental systems consisted on a root
compartment (RC), where roots and AM fungi were growing, and a hyphal compartment

(HC), where AM mycelium developed in absence of root influence.
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l. Resumen

For the soil experiment, plants were grown in compartmentalised grown units, each
with a RC and two lateral HC. The amendments were added to one of the HC while the
other remained untreated. 3P and P were added to the HC and the biomass of the AM
fungal mycelium and other soil micro-organisms were measured by whole cell fatty acid
(WCFA) signatures. Biomass of saprophytic fungi and Gram-positive and Gram-negative
bacteria was higher in SB than in ASB treatments. Whilst ASB increased growth and
activity (labelled P uptake) of AM mycelium, SB had the opposite effect. Moreover, shoot
P content was increased by the addition of ASB and by inoculation with AM fungi.
Modification of soil microbial structure and production of exudates by A. niger, as a
consequence of fermentation process of sugar beet waste, could possibly explain the
increase of AM growth in ASB treatments. On the other hand, the highest P uptake was a

result of the solubilization of RP by A. niger during the fermentation.

In a monoxenic culture we were able to study the influence of the amendments on
AM mycelium growth without the interference of other micro-organisms. The results
showed an increased of AM mycelium growth by the addition of ASB to the HC. When
unfermented SB was added to the HC, there was an initial inhibition of AM mycelium
growth although it wasn’t totally inhibited as it happened in soil experiment. In this
plates, external AM hyphae lost apical dominance and appeared tangled at some points.

The cromatograms of Gas Cromatography associated to Mass Spectrometry showed
different pics for both amendments. SB contained small amounts (< 100 mg -'kg) of ferulic
acid, a major component of sugar beet roots that have been shown to depress AM hyphal

growth from germinated spores. ASB didn’t contain that compound.
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/. Introduccion

1. INTERES DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

Los ecosistemas naturales pueden recibir el impacto negativo de actividades,
procesos o productos diversos, que inciden en la estabilidad, diversidad y productividad
de los mismos. La desertificacion y la contaminacion por metales pesados son ejemplos
significativos de procesos que llegan a provocar desajustes mas o menos severos en los
sistemas suelo-planta y que repercuten en la calidad medioambiental. La desertificacion
(desertizacién con intervencion humana) es un proceso complejo cuyo origen esta ligado
a unas condiciones de clima especificas, exacerbadas por actividades humanas mal
controladas, que tiene una repercusion especial en el caso de los ecosistemas de la cuenca
Mediterranea. Por otro lado, la contaminacion por metales pesados ocurre como
consecuencia de actividades industriales o de manejo de agrosistemas mal reguladas, que
causan dafnos ecoldgicos y econémicos de gran importancia. La remediacion de los dafios
que estos dos tipos de estreses causan a los sistemas suelo-planta, ha sido objeto de
investigacion, pero sigue siendo un tema con muchos aspectos atin por resolver, por lo
que son necesarios mas estudios. La presente Tesis Doctoral trata de contribuir con sus
investigaciones al uso de técnicas sostenibles para paliar algunos de esos efectos

negativos ocasionados por la falta de agua y contaminacion sobre el desarrollo vegetal.

Antes de precisar los objetivos del trabajo se hace una breve presentacion de la
tematica y propuesta de investigacion. Puesto que después, en este apartado (2) se lleva a
cabo una revision bibliografica sobre el tema de estudio, en esta presentacion del tema se
evita premeditadamente el uso de referencias bibliograficas, para dar fluidez a la lectura

de la misma.

Es bien conocido que determinados microorganismos ayudan a las plantas a
establecerse y prosperar en las situaciones adversas que se trata de remediar, y la

propuesta es investigar esta posibilidad para los casos concretos que aqui se presentan.

En efecto, en los sistemas suelo-planta viven poblaciones diversas de
microorganismos beneficiosos que llevan a cabo diferentes acciones, fundamentales para
la calidad del suelo y del desarrollo de las plantas, lo que ayuda a la sostenibilidad de los
mismos. En este sentido, cabe destacar dos grupos de microorganismos: los hongos
formadores de micorrizas arbusculares (MA) y los microorganismos promotores del
crecimiento de las plantas, cuyos efectos beneficiosos en la recuperacion de suelos se ha
puesto de manifiesto en diversos estudios. Los hongos MA forman dicha simbiosis con
las raices de la mayoria de las plantas, beneficidandose ambos (micro y macrosimbiontes)
de tal asociacion. La presencia del hongo en las raices de la planta hace que esta mejore su
capacidad para la adquisiciéon de nutrientes a partir del suelo, asi como su nivel de
tolerancia a situaciones de estrés, mientras que el hongo heterdtrofo se beneficia de los
sustratos carbonados procedentes de la fotosintesis y del nicho ecologico protegido que

encuentra dentro de la raiz.
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Los microorganismos promotores del crecimiento de las plantas desarrollan un
amplio espectro de actividades, bien como antagonistas de microorganismos patdgenos
de plantas o bien como estimuladores de los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes; sea
como fijadores de N2 o como solubilizadores de P, o como mineralizadores de la materia
organica. Los efectos mas apreciados se basan en la produccion de compuestos
biolégicamente activos tales como fitohormonas, sustancias quelantes, sideréforos,

enzimas, vitaminas, antibioticos, etc.

Durante el proceso de desertificacion, como es bien conocido, la degradacion de la
cubierta vegetal suele ir acompanada de la erosidon del suelo. Sin embargo, es menos
obvio, aunque ampliamente demostrado, que la erosion del suelo afecta a la microbiota
que en él reside. Este fenomeno es de suma importancia ya que el funcionamiento y
estabilidad y funcionamiento de los ecosistemas naturales. Es obvio que cuando se
pretenda reestablecer la diversidad de plantas en una comunidad degradada, mediante
programas de revegetacion, es preciso inocular las plantas con los microorganismos
beneficiosos, que representen la diversidad del sistema. Asi, cuando se restaura la
biodiversidad, se reestablecen diversas y complejas interacciones entre el suelo, plantas y
microorganismos, que resultan beneficiosas para el binomio suelo-planta y, a su vez, para

las poblaciones de microorganismos.

Con respecto a la contaminacion por metales pesados, cuya concentracion en el suelo
puede incrementar de forma considerable como consecuencia de las actividades
humanas, es obvio el impacto negativo que estos metales pueden provocar en los
ecosistemas naturales. En efecto, cuando estan en exceso dichos metales pueden causar
problemas medioambientales muy graves. La mayor parte de los metales contaminantes
se acumulan en la capa superior del suelo, integrandose en los complejos organo-
minerales, o bien quedan absorbidos a coloides del suelo, integrados en el complejo de

cambio, o permanecen como iones libres en solucién.

Los metales pesados constituyen un grupo de unos 50 elementos. La toxicidad de los
metales en el suelo va a depender de su biodisponibilidad, definida como la capacidad de
ser transferido desde el suelo a un organismo viviente, estado que no solo depende de la
concentracion total del metal sino también de factores fisico-quimicos (pH, materia
organica, contenido de arcillas, presencia de fosfatos y carbonatos, etc) y bioldgicos

(bioabsorcién, bioacumulacién y solubilizacién).

La presencia de metales pesados en suelos a concentraciones elevadas actiia como
agente selectivo de la actividad bioldgica, que da lugar a poblaciones resistentes a estos
elementos, si bien con una baja diversidad de especies. Se ha sugerido que los
microorganismos resistentes puedan ser utilizados para reducir la contaminacion
originada por el exceso de metales pesados. Es por ello que el potencial de algunos

microorganismos para paliar el poder toxico de metales pesados del suelo ha atraido el
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interés de los investigadores para tratar de aplicar el fendmeno de resistencia microbiana
como herramienta de remediacion. Precisamente, se acuiid el término “biorremediacion”
para referirse a técnicas de remediacion de que utilizan seres vivos para paliar los
problemas de la contaminacion. Dado el efecto beneficioso de las micorrizas sobre el
desarrollo de las plantas, se pensé en utilizar hongos MA como un componente del
sistema de fitorremediacion, pensando como un potencial incrementando la capacidad de
tolerancia de la planta a los metales pesados, como una mera mejora de la nutricién de la
planta, y en consecuencia de su desarrollo, ya que normalmente los suelos contaminados

son muy pobres en nutrientes.

Cuando el estado de degradacion del suelo es acusado, como consecuencia de la
desertificacion o de la contaminacion por metales pesados, la inoculacion de
microorganismos beneficiosos para la planta no es suficiente para lograr una instauracion
optima de la cubierta vegetal. En este contexto, se plantea la posibilidad de la adicién de
enmiendas organicas al suelo, las cuales constituyen un aporte de materia organica,
facilitando la recuperacion de las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del mismo. La
aplicacion de enmiendas organicas contribuye al incremento de la fertilidad del suelo y
por tanto permite la expresion de los microorganismos beneficiosos inoculados y en

consecuencia el establecimiento de las plantas.

Una de las caracteristicas de la sociedad actual de consumo es la generacion de
grandes cantidades de residuos. Un tercio de la produccion de azticar en el mundo
procede de la remolacha; cuyo subproducto principal generado es la pulpa, un producto
rico en lignina y celulosa. Por otro lado, la obtenciéon industrial del aceite de oliva, de
gran importancia econdomica en Espafia, genera cantidades enormes de subproductos

(alpeorujo) con un gran potencial contaminante.

El aprovechamiento de estos subproductos, previamente estabilizados, para su
aplicacion al suelo como enmendantes orgéanicos contribuiria a incrementar el contenido
de materia organica del mismo ademas de favorecer su eliminacion del medio ambiente

mediante su reutilizacion.

Hasta el momento no ha sido abordado el uso de hongos MA junto con residuos
agroindustriales procedentes de la industria del azticar de remolacha y de la obtencion
del aceite de oliva con fines de revegetacion y biorremediacion de suelos contaminados
por metales pesados. La presente Tesis Doctoral propone como objetivo general el
estudio del Efecto de la aplicacion de residuos agroindustriales transformados
microbiolégicamente junto con inoculantes microbianos en estrategias de revegetacion y

biorremediacion.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es proponer el desarrollo de nuevas
tecnologias con fines de revegetacion y/o biorremediacién. Estas tecnologias contemplan

el uso de componentes microbioldgicos como microorganismos rizosféricos (levaduras y
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hongos micorricicos) y la aplicaciéon al suelo de enmendantes organicos de nuevo
desarrollo.
Los objetivos especificos del presente estudio son:

* Evaluar la eficiencia y compatibilidad de los residuos agroindustriales
alpeorujo y/o residuo de azicar de remolacha biotransformados y los
inoculantes microbianos sobre el crecimiento, nutricién y fisiologia de las
plantas y sobre las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del suelo para su

uso en revegetacion.

* Evaluar la eficiencia y compatibilidad de los residuos agroindustriales
biotransformados y los inoculantes microbianos aplicados a un sistema
suelo-planta sobre el crecimiento, nutriciéon y fisiologia de las plantas y
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del suelo para su uso en

remediacion de suelos contaminados por metales pesados.

= Estudiar los mecanismos involucrados en la interaccion de los residuos

biotransformados aplicados y los hongos MA.

2. REVISION DE LOS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Conceptos generales sobre “calidad del suelo”

La estabilidad y productividad tanto de los ecosistemas naturales como de los
sistemas agricolas depende en gran medida de lo que se conoce como “calidad del suelo”,
factor importante para la sostenibilidad de los sistemas suelo-planta (Altieri, 1994). Un
aspecto a tener en cuenta es que la calidad de suelo es fundamental no solo para producir
plantas sanas o para lograr la auto-sostenibilidad de los ecosistemas, sino también para
resistir la erosiéon y minimizar los impactos medio-ambientales adversos, como pueden
ser la sequia y la contaminacion por metales pesados. Se sabe, que la calidad del suelo
esta determinada por diversos factores de indole fisica, quimica y bioldgica, y de las
interacciones entre ellos. Por tanto, para el manejo adecuado del sistema suelo-planta es
critico conocer como funcionan e interacttan los componentes fisico-quimicos y
biologicos del suelo (Kennedy & Smith, 1995).

En los ultimos tiempos se estdn acumulando evidencias experimentales que
demuestran que el mantenimiento de comunidades microbianas activas y diversas es
fundamental para propiciar y mantener la calidad del suelo (Kennedy & Smith, 1995;

Barea et al., 1997). Las actividades microbianas son particularmente relevantes en las
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interfaces que ocurren entre el suelo y las raices de las plantas, conocidas como rizosfera,
donde microorganismos, raices y componentes del suelo interacttian (Lynch, 1990b;
Bowen & Rovira, 1999).

2.2. Concepto y significado de la rizosfera

La poblacion de microorganismos del suelo esta en un equilibrio inestable. Cuando se
introduce una planta, ésta suministra sustratos energéticos al suelo y la actividad de los
microorganismos cambia drasticamente. Ademas, la raiz constituye un sistema dinamico
donde la formacion de nuevas raices y la muerte y descomposicion de otras viejas ocurre
de manera continua. A principios del siglo XX, Hiltner introdujo el término rizosfera para
describir la zona del suelo influenciada por el desarrollo de las raices, las cuales inducen
la proliferacion de microorganismos. Las actividades metabolicas de tales poblaciones,
estimuladas en la rizosfera tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo,
son de vital importancia para el desarrollo de las plantas (Barea & Azcon-Aguilar, 1982).
El incremento de actividad microbiana en la rizosfera, ejercido por el suministro de
compuestos organicos que aportan los exudados radicales y otros materiales, en general

residuos vegetales o microbianos, recibe el nombre de efecto rizosférico.

La rizosfera constituye un microcosmos donde proliferan los microorganismos
estimulados por el denominado efecto rizosférico. Generalmente, se acepta que la causa
primaria de este efecto rizosférico es la presencia de compuestos solubles e insolubles
liberados (exudados) por células vivas o muertas de la raiz que son sustrato para la
microbiota. También constituirdn sustrato para los microorganismos los detritus,

mucilagos, lisados y secreciones.

En la rizosfera existe una considerable densidad poblacional de microorganismos,
pudiendo alcanzar valores superiores a 10° células por cm?. Los valores maximos, por lo
general, se encuentran en la rizoplana o superficie radical. Existe un gradiente
poblacional, de pendiente regular, que se extiende a unos pocos milimetros de la raiz,
llegando a densidades del orden de 10-100 veces inferiores a la encontrada en la rizosfera.
Por lo general, entre un 7-15% de la rizoplana esta ocupada por microorganismos (Weller
& Thomashow, 1994; Kennedy, 1998), que se encuentran agrupados en microcolonias en
sitios donde los nutrientes son mas abundantes. Esta proporciéon puede ser modificada

por la presencia de asociaciones simbioticas tales como las micorrizas.
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2.3. Principales grupos de microorganismos rizosféricos, su significado y modo
de accion

Aunque entre los componentes microbianos del suelo hay que considerar bacterias,
hongos, algas, nematodos, protozoos y virus, la inmensa mayoria de los estudios sobre
organismos del suelo se refieren, principalmente, a hongos y bacterias (Lynch, 1990b;
Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999).

Desde el punto de vista de sus relaciones con la planta, los microorganismos del

suelo se dividen en tres grandes grupos.

Saprofitos, que viven libremente y utilizan compuestos organicos procedentes de

residuos animales, vegetales o microbianos.
Simbiontes parasiticos o patdgenos, causantes de enfermedades en plantas.

Simbiontes mutualistas o simplemente simbiontes, como se les denomina en la
literatura cientifica, que viven asociados a las raices vegetales y benefician el desarrollo y

nutricion vegetal.

En resumen, las acciones que desarrollan los microorganismos en la rizosfera son
muy diversas, y los efectos beneficiosos en el sistema suelo-planta pueden concretarse en

las siguientes actividades:

Estimulacién de la germinacion de las semillas y del enraizamiento. Las comunidades
microbianas de los suelos, especialmente las de la rizosfera, producen una amplia
variedad de metabolitos, entre los que se encuentran fitohormonas que pueden afectar

directa o indirectamente al crecimiento de las plantas (fitoestimuladores).

Incremento en el suministro/disponibilidad de nutrientes. Este efecto deriva del
protagonismo de los microorganismos en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes

(biofertilizantes).

Mejora de la estructura del suelo. Consecuencia de la contribucién microbiana en la

formacion de agregados estables (mejoradores edaficos).

Proteccion de la planta frente a estreses bidticos y abidticos. Actividad microbiana que
emana de fenémenos de antagonismo microbio-microbio (agentes de control biolégico de
patdgenos) o de eliminacion de productos xenobidticos (biorremediadores) o incremento
de la resistencia/tolerancia al agente estresante: salinidad, sequia, metal (mejoradores eco
fisiologicos).

Benefician el desarrollo y la productividad vegetal. Efecto que es una consecuencia global
o parcial de los descritos anteriormente.

La presente memoria se va a centrar, de forma directa, en el estudio de dos grupos de
microorganismos beneficiosos: los microorganismos solubilizadores de fosforo (P)
(Yarowia lypolytica) y los hongos que forman micorrizas arbusculares (MA), de los que

hablaremos mas adelante. De forma indirecta, dado que se van a usar leguminosas, este
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estudio también incluye la aplicacion de bacterias que colectivamente se conocen como
Rhizobium. Asi mismo, la biotransformacion del residuo vegetal para su utilizacion como
enmienda fue llevada a cabo por Aspergillus niger: activo como mineralizador de la
materia vegetal y concominantemente efectivo solubilizador del fosfato de roca presente

en ese medio.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) y las bacterias fijadoras de
N2 atmosférico son los componentes mas destacados entre los simbiontes mutualistas.
Las bacterias simbidticas fijadoras de Nz (Rhizobium, Frankia y cianobacterias) ejercen su
relevante funcién en la rizosfera de las plantas susceptibles de interés tanto en
agrosistemas como en ecosistemas naturales perturbados (Cervantes & Rodriguez-
Barrueco, 1992; Barea & Olivares, 1998; Jeffries & Barea, 2001). Esta simbiosis en
leguminosas es extremadamente importantes tanto en sistemas agricolas como en
ecosistemas naturales y representan una fuente fundamental de N para la biosfera
(Vance, 2001). Las bacterias responsables de la formacion de nodulos en las raices de las
leguminosas, en los que se desencadena la actividad nitrogenasa, capaz de reducir N2 a
NHs se conocen colectivamente como Rhizobium, aunque actualmente se reconoce que
pertenecen a diversos géneros, que se han ido escindiendo del primitivo Rhizobium, tales

son: Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium.

2.4. Micorrizas arbusculares

2.4.1. Conceptos generales sobre micorrizas

Las micorrizas arbusculares son simbiontes biotrofos obligados por lo que solo
pueden completar su ciclo de vida en presencia de la planta hospedadora. El 80-90% de
las familias botanicas forman esta asociacion simbidtica. Durante el establecimiento de la
simbiosis el hongo coloniza biotréficamente la corteza de la raiz, llegando a ser parte
integrante de dicho 6rgano. Desarrolla un extenso micelio externo que, a modo de
sistema radical complementario y altamente efectivo, ayuda a la planta a adquirir
nutrientes minerales y agua del suelo. De hecho, esta simbiosis se considera la parte
metabdlicamente mas activa de los 6rganos de absorcidén de nutrientes de las plantas. A
su vez, la planta hospedadora le proporciona al hongo fuentes de carbono procedentes de

la fotosintesis y un nicho ecoldgico protegido (Smith & Read, 1997a).

Taxondémicamente, los hongos MA pertenecen al phylum Glomeromycota; este
phylum se ha creado recientemente basandose en la secuencia de la subnidad pequena
del ARNr (Schiifler et al., 2001a; Schiifler et al., 2001b). Incluye una sola clase, los
Glomeromycetes y cuatro ordenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y
Archaesporales (figura 1). Un aspecto clave de esta nueva clasificacion es que el género
Glomus, antes clasificado en base a criterios morfologicos y estructurales, se ha escindido
en, al menos, tres grupos distintos: Glomus A, B y C. Los dos primeros grupos estan
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englobados en el orden Glomerales, mientras que Glomus C pertenece a los
Diversisporales. Este hecho da idea de que bajo la aparente uniformidad de morfotipos
de hongos micorricicos se esconde una gran diversidad genética y, posiblemente quedan

grupos aun por describir.

2.4.2. Formacion y morfologia

La colonizacién fangica no produce alteraciones morfologicas distinguibles
resefables, por lo que las técnicas microscopicas juegan un papel importante en el
analisis de la colonizacién micorricica. La colonizacion solo tiene lugar en la epidermis y
en el parénquima cortical de las raices. El hongo MA no penetra nunca en el cilindro

vascular, ni en las regiones meristematicas (Bonfante Fasolo, 2001).

En una micorriza activa se considera que existe una fase extraradical del hongo, el
micelio externo, que incluye micelio, esporas y células auxiliares en su caso y una fase
intrarradical del mismo, con hifas intra e intercelulares, arbtsculos y a veces vesiculas. La
colonizacion radical por el hongo sigue un proceso de desarrollo con distintas etapas que

describimos a continuacion.
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Figura 1: (A) Filogenia propuesta para los hongos formadores de micorrizas arbusculares basadas
en las secuencias de la subunidad pequefia (SSU) del ARNr. Tomado de Schiifler et al. (2001). (B)

Estructura taxonémica propuesta del phylum Glomeromycota en base a las secuencias de la SSU

del ARNT.
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Precolonizacién
Es la etapa previa a la colonizacion.

A partir de las esporas fungicas formadas a partir del micelio extraradical, se produce
el desarrollo del tubo de germinacidn, el cual esta determinado fundamentalmente por
las condiciones fisicas, quimicas y fisicoquimicas del suelo (COz, temperatura, pH, etc.).
Cuando las hifas producidas a través del mismo no encuentran una raiz susceptible de
ser colonizada comienzan a tabicarse por sus extremos y retraen el citoplasma hacia la
espora madre entrando de nuevo en reposo y asi sucesivamente hasta que encuentre una
raiz que pueda colonizar con éxito o degenere para siempre. Sin embargo, cuando alguna
hifa llega a la rizosfera de una planta hospedadora, se ramifica lateralmente cerca de la
superficie de la raiz dando lugar a una estructura de preinfeccién con forma de abanico, y
finalmente alguna hifa contacta con la raiz, forma el apresorio y a partir de esta estructura
se produce la colonizacion de la raiz ((Barea, 2001; Giovannetti et al., 1993; Giovannetti et
al., 2002). Aqui termina la tnica etapa independiente del desarrollo del hongo. Una vez
que se ha producido el contacto, la adhesion de la hifa con la raiz y el apresorio el hongo
penetra en la epidermis e inicia la colonizaciéon después de 2 o 3 dias (Becard & Fortin,
1998).

La colonizacién micorricica puede iniciarse a partir de tres tipos de propagulos:
esporas, raices previamente colonizadas e hifas. De todos ellos las esporas son los tinicos
propagulos que pueden ser clasificados taxondmicamente, siguiendo criterios
morfologicos. Tienen una cierta capacidad para dispersarse a través del agua y del viento

y constituyen las estructuras de resistencia de estos hongos (Koske & Gemma, 1990).

Desarrollo de unidades de colonizacion

La hifa de penetracidn atraviesa la epidermis y en la zona mas externa de la corteza
da lugar a unas estructuras intercelulares tipicas, que se denominan ovillos o “coils”. Se
forman mediante circunvoluciones de hifas intracelulares y aunque no se conoce su
funcién se ha propuesto que pueden estar implicados en una toma inicial de compuestos
hidrocarbonados (Smith & Read, 1997a). A continuacion, la hifa colonizadora se ramifica
y extiende a través del cortex medio e interno intercelularmente; finalmente las hifas
penetran la célula y se ramifican repetidamente en forma dicotdmica, para dar lugar a la
estructura tipica de la simbiosis: el arbtsculo. Los arbtisculos, se forman poco después de

la penetracién inicial del hongo en la raiz (2-5 dias).

El hongo, cuando coloniza una célula, no perfora el plasmalema de la célula
hospedadora, aunque si induce su invaginacion. Esta interfase hongo-planta es de gran
importancia para el funcionamiento de la simbiosis y es donde se presupone que tiene
lugar el flujo bidireccional de nutrientes (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1990).
Normalmente los arbuisculos tienen un tiempo de vida corto, de 4 a 10 dias, después de
los cuales degeneran y son digeridos por la célula hospedadora que vuelve a recuperar su
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apariencia y su funciéon normal. Al mismo tiempo, o poco después que se forman los
arbusculos, algunas especies de hongos MA forman vesiculas intra y/o intercelulares
(Abbott, 1982). Las vesiculas, son estructuras de forma diversa segin la especie
(redondeadas, ovoides, etc.) y de paredes finas, que se producen por el hinchamiento
terminal o intercalar de las hifas. Estas estructuras almacenan gran cantidad de lipidos y
acttian como o6rgano de reserva del hongo durante situaciones de estrés, como es la falta
de carbohidratos. Ninguna de las especies pertenecientes a los géneros Gigaspora y
Scutellospora forman vesiculas dentro de la raiz, aunque si producen células auxiliares en

el micelio externo.

El conjunto de estructuras de colonizacién originado a partir de un tinico punto de
entrada se denomina unidad de colonizacion (Wilson, 1984). A partir de ella, se produce
una fase de colonizacién exponencial, en la que el hongo se desarrolla mas rapidamente
que la raiz. Esto se debe a que el establecimiento de las primeras unidades de
colonizacién vigoriza el micelio externo del hongo, que contintia produciendo unidades
de colonizacién de forma exponencial. Después se produce una fase de estabilizacion de
la colonizacién, durante la cual la raiz y el hongo crecen al mismo ritmo. En ambas fases

el proceso de formacion y degradacion de arbuisculos se produce de forma continuada.

Crecimiento del hongo en el suelo

Simultaneamente a la colonizacién intraradical del hongo, se produce el desarrollo
del micelio externo en el suelo que rodea la raiz. Este micelio externo funciona como un
sistema radical complementario que se extiende mas alla de la zona de agotamiento en
nutrientes cercana a la raiz. Su funcién es la busqueda, absorcién y transporte de
nutrientes para la planta, especialmente aquellos de lenta difusion en la solucion del
suelo como son el fésforo, zinc, cobre y amonio (Sieverding, 1991; Biirkett & Robson,
1994).

Diferentes estudios han sefialado la importancia del micelio extrarradical en la
estabilidad y mejora de las caracteristicas fisicas y quimicas y bioldgicas del suelo (Arines
et al., 1992). En particular, se encontrd una fuerte correlacidon entre la abundancia de hifas
extrarradicales de hongos MA y la formaciéon de agregados estables en el suelo
(Bethlenfalvay & Schiiepp, 1994). Las hifas externas forman una red tridimensional,
parece ser idonea para retener las particulas de suelo, formando asi los correspondientes
agregados. La concurrencia en este proceso de las raices mas finas de la planta, asi como
de los polisacaridos producidos por los microorganimos del suelo, que cementarian de
modo mas solido los agregados, bastan para explicar la mayor agregacion del suelo
producida por el establecimiento de una red de micelio MA, cuyo componente

mayoritario, la glicoproteina glomalina, participa activamente en este proceso.

Ademas, como ya se ha indicado anteriormente, el micelio juega un papel importante

como fuente de inéculo para continuar la colonizacion en el mismo sistema radical o en
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algin otro proximo (Barea, 1991). El micelio extrarradical ha desarrollado mecanismos
que le permiten permanecer infectivo en el suelo cuando la estructura de éste se mantiene

intacta (Jasper et al., 1989).

El contenido citoplasmico de las hifas externas, a diferencia del de las estructuras
ramificadas de absorcion (branching absorbing structures, BAS) se mantiene intacto por
los largos periodos (por encima de un ano). Una hipdtesis reciente (Bago et al., 1998b;
Bago et al., 1998d; Bago et al., 1999a; Bago et al., 1999b) sugiere que dicha vitalidad
prolongada se produciria gracias a la preservacion de compartimentos distribuidos al
azar en el interior de las hifas externas. En estos compartimentos “celulares”, nticleos y
citoplasmas viables quedan retenidos, a la espera de una mejora en las condiciones fisico-
quimicas ambientales y/o del desarrollo de una raiz hospedadora en las proximidades. La
reactivaciéon del hongo tendria lugar mediante la colonizacién de la nueva raiz

hospedadora, lo que conllevaria a la reiniciacién del ciclo de vida del hongo.
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Figura 2: ciclo de vida intracelular (A) y extracelular (B) de los hongos micorricicos arbusculares.

Tomado (Brundett, 2006)
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2.4.3. Efecto de las MA sobre el desarrollo de las plantas

Incremento en el aporte de nutrientes

El efecto mejor y mas estudiado que ejercen las MA sobre las plantas a las que
colonizanes, sin duda, el que conduce a una mejora de su estado nutricional asi como del
crecimiento. Las MA han demostrado su efectividad contribuyendo a un mejor
aprovechamiento y absorcion de los nutrientes disponibles en el suelo. Se ha confirmado
que el micelio externo de los hongos MA, pueden absorber POs+2, NOs -'y NHs" de
microhabitats distantes mas de 25 cm de la superficie de la raiz (mucho mas alla de la
zona de agotamiento que la rodea) y transferirselos a las plantas con las que estan
asociados (Biirkett & Robson, 1994; Tobar et al., 1994a; Smith et al., 2001; Tobar et al.,
1994a). Ademas, el micelio fingico presenta una mayor eficiencia en la absorcion de estos
nutrientes que las raices de las plantas. Entre los nutrientes, el fdésforo “extra”
absorbidoes el elemento clave para explicar el incremento en el crecimiento de las plantas
micorrizadas. Esto se debe al hecho de que el fosforo es, a menudo, unos de los elementos
limitantes para el crecimiento de las plantas y al hecho de que las hifas de los hongos MA
incrementa el volumen de suelo explorado e incrementan por tanto los sitios de absorcion
de P, llegando a zonas donde el fésforo no esta accesible para ser captado por las raices
de las plantas (Jakobsen, 1994) El P absorbido por la hifa, es transportado a las estructuras
internas en forma de granulos de polifosfato contenidos en el interior de vacuolas,
contribuyendo al almacenamiento de este elemento (Gianinazzi-Pearson & Azcon-
Aguilar, 1991; Barea & Honrubia, 1993) También se ha descrito actividad fosfatasa
alcalina especifica del hongo MA, sugiriéndose que estas fosfatasas pueden jugar un
papel clave en la traslocacion activa y/o mecanismos de transferencia de P en las MA
(Gianinazzi et al., 1995). Hoy dia existen evidencias genéticas de la existencia de
transportadores de P en hongos MA (Maldonado-Mendoza et al., 2001), asi como de la

implicacion de ATPasas de membrana (Ferrol ef al., 2002).

Anédlogamente, las hifas del micelio externo son capaces de absorber y traslocar otros
nutrientes como el N en forma de amonio o nitrato (Tobar et al., 1994a; Bago et al., 1996),
habiéndose demostrado la expresidon genética de transportadores especificos de N (Bothe
& Hildebrandt, 2002).

El amonio, ién de muy baja movilidad, puede dar lugar a zonas de agotamiento en la
rizosfera cuando es absorbido por la planta al igual que ocurre con el P. El micelio
extraradical puede alcanzar zonas no accesibles a las raices de las plantas y contribuir asi
a la nutricion nitrogenada de las mismas. Con iones de mayor movilidad, como es el caso
del nitrato o sulfato, es menos probable que se creen zonas de agotamiento en la
proximidad de las raices y posiblemente estos iones no se muevan mas rapidamente a
través de las hifas que en la solucién del suelo (Gianinazzi-Pearson & Azcon-Aguilar,

1991). Sin embargo, se ha evidenciado la capacidad del micelio externo de absorber
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nitrato del medio (Tobar et al., 1994a; Bago et al., 1996), y esta asimilaciéon parece estar
facilitada por la enzima nitrato reductasa, cuya actividad se ha detectado en esporas (Ho

& Trappe, 1973) y en extractos de raices micorrizadas (Subramanian & Charest, 1998)

Aprovechamiento de recursos hidricos y respuesta a la salinidad

Diversos estudios han comprobado como las MA mejoran la relaciones hidricas de
las plantas en condiciones limitantes por lo que las plantas micorrizadas responden mejor
ante condiciones en las que la limitacién de agua es un factor limitante (Auge et al., 1987;
Faber et al., 1991; Augé, 2001; Ruiz-Lozano, 2003)

La simbiosis MA mejora el estado nutricional de la planta especialmente bajo
condiciones de estrés como pueden ser déficit hidrico o estrés salino(Ruiz-Lozano et al.,
2000; Ruiz-Lozano, 2003). Asi por ejemplo, el nitrdgeno, cuya movilidad en suelo es
elevada, aparece poco accesible a las raices de las plantas en condiciones de déficit
hidrico al restringirse su difusiéon en suelo En estas circunstancias, la captacion y el
transporte de nitrégeno por los hongos MA adquiere una mayor importancia en

situaciones limitantes que en condiciones dptimas de crecimiento

Dado que en la presente Tesis Doctoral se ha seleccionado el impacto de la sequia
sobre el crecimiento vegetal (tipico en suelos de la Cuenca Mediterranea) como modelos
de estrés abiotico, por ser el habitual en gran parte del crecimiento nacional. Es por ello

que mas adelante se le dedica un estudio mas amplio y detallado.

Presencia de metales pesados

En general se puede generalizar que cuando se acumulan metales en el suelo, a
concentraciones supradptimas para el desarrollo de la planta, tiene un efecto perjudicial
sobre el desarrollo de las mismas y puesto que los hongos micorricicos los absorben
pueden resultar de interés en la fitoestabilizacion de suelos contaminados con metales
(Entry et al., 1999). Las distintas especies de hongos micorricicos, y fundamentalmente,
los distintos ecotipos difieren en el grado de resistencia que muestran frente a distintos
metales y su concentracion y en el nivel de adaptacion a los mismos (del Val et al., 1999).
Por lo tanto, desde el punto de vista practico, con vistas a mejorar el establecimiento de la
cubierta vegetal en zonas contaminadas, es conveniente la utilizacién de hongos
micorricicos adaptados a los metales presentes en el medio, (Diaz ef al., 1996; Leyval et al.,
2002; Vivas et al., 2003b).

Dado que en la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el papel de los hongos MA
como modificadores del impacto sobre el desarrollo vegetal de los metales pesados
hemos seleccionado también la presencia de metales pesados como modelo de estrés

abidtico y por ello se le dedica mas adelante un estudio mas amplio a dicho apartado.
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Mejora en la estructura del suelo, participando en la formacién de agregados estables

En este proceso, como en otros que ocurren en la naturaleza, todos los componentes
bidticos interacttian y contribuyen a la formacion de su matriz. Mientras que cada grupo
de microorganismos del suelo tiene un papel en la formacion de la estructura del mismo,
los hongos y los actinomicetos filamentosos desempefian un papel importante en la
formacion de agregados. La contribucion de las hifas de la MA a la formacion de
agregados puede quedar resumida de la siguiente forma (Miller & Jastrow, 1990): (a)
crecimiento de las hifas en el suelo, creando un esqueleto al cual se unen las primeras
particulas. (b) las raices e hifas crean la condiciones fisicas y quimicas adecuadas para la
produccién de un material orgdnico amorfo al cual se uniran las particulas (c) este
material favorece la uniéon de microagregados para terminar formando macroagregados,
merced a la cooperacion de las hifas de la micorriza y a la accion cementante de los
productos de origen microbiano (mucilagos, polisacaridos) o vegetal. Estos agregados,
almacén de carbono y nutrientes, constituyen un microhabitat para otros
microorganismos del suelo. La formacién de estos agregados es un proceso importante
para la estabilizacion de la estructura del suelo y de su capacidad retentiva de agua,

factor clave en la recuperacion de suelos degradados y erosionados.

Cambios en el estado fisiolégico y hormonal de la planta

Se ha descrito la capacidad de los hongos MA para sintetizar fitohormonas tales
como auxinas, citoquininas y giberalinas “in vitro” y otras sustancias que pueden alterar
la morfologia y fisiologia de la raiz (Azcon-Aguilar & Barea, 1992). Como resultado se
produce una modificacion en la composicion de los exudados radicales. Ello da a lugar a
la llamada “micorrizosfera” o zona de la rizosfera bajo la influencia de la micorriza,
donde la poblacién microbiana difiere, no solo cuantitativa sino cualitativamente, de la
que se desarrolla en la propia rizosfera, (Azcon-Aguilar & Barea, 1992; Linderman, 1988b;
Barea et al., 2002a).

De otro lado, y dado que las MA representan un drenaje de los fotosintetizados de la
planta, la simbiosis desarrolla la llamada “compensacion fotosintética” que se traduce en
un incremento de la eficacia de dicho proceso, con lo cual el sistema queda equilibrado

(Gianinazzi-Pearson & Azcon-Aguilar, 1991).

Cambios en la diversidad de las comunidades de planta y la sucesion vegetal

Se ha demostrado que cada tipo de planta muestra un nivel especifico de
compatibilidad con determinados ecotipos de hongos MA, por lo que la conservaciéon de
la diversidad de estos hongos beneficia la diversidad y sucesion de las plantas y viceversa
(Requena et al., 2001).
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Control biolégico de patégenos

Los microorganismos patdgenos son componentes habituales de los ecosistemas
naturales y agronémicos, que pueden causar importantes pérdidas en el rendimiento
agricola como consecuencia de su ataque y el consiguiente desarrollo de enfermedades.
En los ultimos tiempos, ha despertado un elevado interés el papel que las MA ejercen
confiriendo una mayor resistencia/tolerancia a las plantas frente al ataque de patdgenos
que causan enfermedades a los cultivos. Tales efectos son dificiles de generalizar y
dependen, en gran medida, de la especie vegetal implicada, del hongo MA, el patogeno,
su nivel de virulencia y de las condiciones medioambientales (Hooker et al., 1994; Azcon-
Aguilar & Barea, 1996; Azcén-Aguilar et al., 2002b; Azcon-Aguilar et al.,, 2002a). En
general, se ha descrito que las MA reducen los darios de la enfermedad producida por los
patégenos que infectan el sistema radical (Slezack et al., 2000). Una condicién
imprescindible para que se manifieste esta proteccion es que la simbiosis esté establecida
antes de que se produzca el ataque del patdgeno (Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Azcon-
Aguilar et al., 2002b; Azcon-Aguilar et al., 2002a).

2.5. Microorganismos solubilizadores de fosfato

2.5.1. El ciclo del fésforo en el suelo.

El ciclo de P en el suelo es dinamico e involucra al suelo, plantas y microorganismos.
En los ecosistemas naturales existe un ciclo cerrado virtual, con el consumo de P por las
plantas y devuelto al suelo en forma de residuos animales o vegetales que son
descompuestos por microorganismos. Sin embargo, los suelos degradados, como los
pertenecientes a la Cuenca Mediterranea objeto de nuestro estudio, se caracterizan por

presentar un bajo contenido de materia organica y P.

Las concentraciones de P en las soluciones del suelo son pequenas, desde 0.01 a 0.3
mg P L1 (Ozanne, 1980). Aunque el fésforo presente en la solucion del suelo es solo una
parte pequena del contenido total de P en el suelo, es de esa parte de donde las plantas
toman la mayoria de sus requerimientos en P inmediatos (Bolan, 1991). En ausencia de
niveles significativos de P organico, el fésforo en solucion esta en equilibrio con una
cantidad de P inorganico relativamente 1abil, de manera que en todos los suelos es
constante la razén P inorgéanico 1abil/ P en solucion (Stewart & Sharpley, 1987). La
solucion del P en suelo solamente es adecuada si el P inorganico 14bil es solubilizado al
menos tan rapidamente como las raices pueden extraerlo del suelo (Russell, 1980).
Cuando las plantas toman P de la solucion del suelo, el P utilizado, es repuesto a partir
de las formas labiles y moderadamente labiles de P inorganico. Cuando estas fuentes
estan agotadas entonces la fuente de P no labil es el factor que determina la concentracion
de P soluble en el suelo (Stewart & Sharpley, 1987). El equilibrio de P inorganico en suelo,
fue descrito por (Larsen, 1967). Cuando el P de la solucién del suelo esta agotada, hay un
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rapido movimiento del P en forma labil del suelo a la solucién del suelo. Sin embargo,
cuando el P labil del suelo se agota, el movimiento a partir del P no labil del suelo a P

labil es mas lenta.

P en solucion del suelo <:> P 14bil del suelo <:> P no 14bil del suelo

(fase solida) (fase solida)

Figura 3: formas de P en suelo (Bolan, 1991)

El suministro total de P a las plantas estd representado en la figura 3. El P labil del
suelo, que consiste principalmente en P adsorbido por Fe y o6xidos de aluminio y
minerales de aluminosilicatos (arcilla), es capar de reponer en un periodo corto de
tiempo, el P consumido de la solucion del suelo. Sin embargo, el P inorgénico no 1abil del
suelo (como el presente en los precipitados de fosfato de hierro, aluminio y calcio y el P
organico y P “retenido”) es mas lento para reponer el P de la solucidon del suelo.
(Murrmann & Peech, 1969).

P retenido

2

P adsorbido

P precipitado | —— | Pensolucién | —— | P organico

l 5
Superfic,ie dela | pensolucion | — | Plantas
raiz

Figura 4. Representacion esquematica del suministro de fosfato a las raices de las plantas en el
sistema suelo-planta. (1) Adsorcién-desorcion, (2) difusién del estado sélido, (3) precipitacion-

disolucion, (4) inmovilizacién-mineralizacidn, (5) difusién en solucién, (6) movimiento a las raices.

2.5.2. Microorganismos solubilizadores de fosfato de roca.

El fésforo juega un papel importante en la nutricion de la planta, por ello, para
asegurar un Optimo desarrollo de estas en suelos con escasa capacidad nutricional, se
hace necesario realizar labores que conduzcan a un incremento en suelo de P disponible
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para la planta. Una opcion atractiva seria la aplicacion al suelo del fosfato de roca (RP). El
fosfato de roca es una fuente de fésforo natural abundante y econémica, y por tanto su
utilizaciéon como fertilizante aparece como una alternativa al uso de fertilizantes de
fosforo solubles en agua; sin embargo, su disponibilidad para la planta es sélo factible en
suelos con pH menor de 5.5-6.0, e incluso en estas condiciones, se necesitan hasta 4 afios
de aplicacion anual, para liberar suficientes cantidades de P que satisfagan la nutricion
vegetal (Ghani et al., 1994).

Como es sabido, los microorganismos saprofitos habitantes de los sistemas suelo-
planta utilizan como fuente de energia compuestos organicos procedentes de residuos
animales, vegetales o microbianos y esqueletos carbonados, para realizar actividades que
puedan beneficiar al sistema suelo-planta. Entre los procesos microbianos involucrados
en el ciclo de nutrientes, destacan aquellos procesos responsables de incrementar la
disponibilidad de P en suelo (Kucey & Leggett, 1989). Muchas especies de bacterias,
hongos, levaduras y actinomicetos, aisladas del suelo fundamentalmente rizosférico, son
capaces de solubilizar fuentes de P escasamente solubles. Los mecanismos principales de
solubilizacion de fosfato por estos microorganismos son mediante la bajada de pH y/o
reacciones de quelacion del catién unido al P; este tltimo mecanismo es considerado el
mas relevante. Los microorganismos solubilizadores de fosfato lo hacen mediante la
secrecion de acidos organicos al medio, resultantes del metabolismo glucidico, los cuales,
gracias a su capacidad de quelar iones metalicos, son capaces de desplazar al P de los
lugares de adsorcién en el suelo (Kucey & Leggett, 1989). El nivel de quelacién de los
acidos producidos depende no solo de la longitud de la cadena hidrocarbonada sino de la
cantidad y posicion de los grupos carboxilicos (mono, di o tricarboxilicos). Los hongos
filamentosos, con mayor biomasa que las bacterias, son los mejores productores de acidos
organicos y se ha comprobado que presentan una mayor capacidad solubilizadora de P
que las bacterias y que ademas retienen su actividad incluso tras subcultivos seriados
(Kucey, 1983). (Vassilev & Vassileva, 1992) mostraron que especies de Aspergillus niger y
Penicillum son capaces de solubilizar el fosfato de roca tanto en sistemas de fermentacién

como inoculados directamente en el suelo.

Por otro lado, a pesar de la reconocida capacidad de las levaduras para producir
acidos organicos (Mattey, 1992), no hay apenas referencias sobre su aplicacion en suelo
como solubilizadoras de fosfato de roca. Tradicionalmente, las levaduras no estan
consideradas como inoculantes potenciales del suelo, pero recientemente se ha
demostrado su papel en la potenciacion de la actividad microbiana de este (Larsen &
Jakobsen, 1996) y su alta tasa de supervivencia en suelo, incluso bajo condiciones
ambientales extremas (sequia, salinidad...) (Munier-Lamy & Berthelin, 1987). Yarrowia
lipolytica es una levadura capaz de producir acido citrico originando una bajada de pH
que permite la solubilizacion del fosfato de roca. Ademas, estudios de (Vassileva et al.,
2000; Vassilev et al., 2001d; Vassilev et al., 2001b) han mostrado la capacidad de esta
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levadura para promover el crecimiento de la planta y de ayudar a la formacion de la
micorrizacion. Por cada una de estas actividades pudimos considerarla como

microorganismo ayudante y seleccionarla para estudios posteriores.

2.6. Microorganismos solubilizadores de fosfato de roca y micorrizas

A pesar de la gran eficiencia de algunos de estos microorganismos para solubilizar
RP, su efectividad en sistemas suelo-planta no se manifiesta siempre (Barea et al., 2002b).
Ello es debido a que el P liberado por los microorganismos solubilizadores de P pueden
ser rapidamente asimilado por otros microorganismos y por otro lado, el fésforo
solubilizado puede volver a ser rapidamente precipitado con cationes como Ca+2, Al+3 o
readsorbido por las particulas del suelo (arcillas). Sin embargo, antes de ser fijado
nuevamente, si el fosfato solubilizado es captado por el micelio de las micorrizas, se
mejora la adquisicién de P por la planta. Como ya sabemos, el efecto principal de las
micorrizacion es la captacion de P por las plantas, debido a la capacidad del micelio
extraradical de actuar como un puente entre las raices y el suelo. El fésforo liberado por
los microorganismos solubilizadores de P, si no es rizosférico, puede no llegar a la raiz de
la planta debido a una previa quelacion o difusion limitada de este. Por ello es
importante la cooperacion sinergica entre los microorganismos solubilizadores de P y los

hongos MA actuando en un mismo microhabitat (Barea & Azcén-Aguilar, 1983).

Estudios realizados con P radiactivo por (Barea et al., 2002b), corroboraron este hecho,
y concluyen que las interacciones entre microorganismos solubilizadores de P y los
hongos MA juegan un papel fundamental en el ciclo de P, y son de gran interés en su

aplicacion en agroecosistemas sostenibles.

3. ENMIENDAS ORGANICAS

Los suelos degradados, procedentes de zonas sometidas a procesos de desertificacion
y/o contaminacidn por metales pesados, se caracterizan por su bajo contenido en materia
orgdnica y por la escasa actividad microbiana. Ello determina la baja calidad y fertilidad
de los mismos. Para proceder a la recuperacion de estos suelos degradados, el modo mas
eficaz demostrado y compatible con la sostenibilidad, es la aplicacién de enmiendas
organicas (Diaz, 1992) ya que su aplicacion al suelo mejora las caracteristicas fisico-
quimicas y microbioldgicas del mismo. La materia organica, ademas, favorece la
formacion y estabilidad de agregados e incrementa la capacidad de retencién hidrica del
suelo, contribuyendo a una mayor resistencia frente a la erosion (Roldan et al., 1996). Por
otro lado, el contenido de materia organica de un suelo, asi como la dindmica de
transformacion de dicha materia organica, incide sobre el conjunto de poblaciones
microbianas que existen en dicho suelo, y por tanto, sobre la fertilidad del mismo
(Williamson & Johnson, 1991).
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3.1. Utilizacion de residuos agroindustriales como enmienda organica.

Los residuos se pueden definir como aquellas materias generadas en las actividades
de produccién y consumo que no han alcanzado, en el contexto en que se producen,
ningun valor econdémico. Ello puede deberse tanto a la falta de tecnologia adecuada para
su aprovechamiento, como a la inexistencia de un mercado para los productos
recuperados. En particular, el residuo de aztcar de remolacha y el alpeorujo son
subproductos agroindustriales generados en la industria de la obtencién del aztcar de

remolacha y del aceite de oliva respectivamente.

Residuo de aziicar de remolacha.

Dos tercios de la produccion de aztcar en el mundo se derivan de la cafia de azticar
mientras que un tercio procede de la remolacha. Los principales subproductos generados
en la industria de la produccion de azticar de remolacha son melazas y pulpa del azticar
de remolacha. Las melazas contienen 50% de sacarosa, y pequenas cantidades de fructosa

y glucosa. La pulpa del azticar de remolacha es un producto rico en lignina y celulosa.

Hay una serie de métodos alternativos en vias de optimizacion destinados a la
reutilizacién de estos residuos, los mds importantes hasta la fecha que se conocen son:

e Alimentacién animal: tanto las melazas como la pulpa seca del residuo de azticar
de remolacha pueden ser adecuadas para la alimentaciéon de ovejas, cabras y
ganado. Debe utilizarse en combinacién con otros productos como heno para que
el valor nutritivo alcanzado sea el adecuado y asi garantizar la productividad y la
calidad de la carne de los animales que se han alimentado con este sustrato.

e Obtencién de etanol a partir de la pulpa del aztcar de remolacha para su uso
como biocombustible alternativo al petrdleo. Esta alternativa esta aun lejos de
usarse a escala comercial debido a los elevados costes de produccion,
principalmente en el pretratamiento y obtencion de las enzimas necesarias para la
hidrdlisis de la celulosa (Gregg et al., 1998; Wingren et al., 2003).

Otra alternativa factible y de interés ecologico, que es la que se propone en esta tesis
doctoral, consiste en la utilizacion del residuo de azticar de remolacha (la pulpa) para su

uso como enmendante del suelo, previo tratamiento microbiologico.

Alpeorujo.

Los sistemas de obtencidon del aceite de oliva han experimentado en las ultimas
décadas una profunda transformacion dirigida fundamentalmente a mejorar los
rendimientos y la productividad de la industria oleicola. Consiste en obtener aceites de
oliva de gran calidad, reducir los consumos de agua y energia y evitar en lo posible la
generacion de subproductos o residuos, algunos de los cuales presentan un elevado

potencial contaminante. Estos cambios, se han circunscrito fundamentalmente al método
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de extraccion. Actualmente, en Espafia, el método de extraccion que se utiliza, casi en un
90%, es el sistema de centrifugacion de 2 fases, en el que se obtiene una fase liquida
oleosa (aceite + agua) y una fase semisdlida o alpeorujo u orujo dos fases, que es un
subproducto constituido por la parte solida y el agua de vegetacion de la aceituna
procesada. El alpeorujo tiene un contenido medio de humedad del 65% , pH ligeramente
acido y un contenido de materia organica del 88.6% de la que casi el 50% son ligninas y el
2.5% grasas. El alpeorujo se caracteriza por su alta relacion C/N, debido a que su
contenido en N-Kjeldahl es del 1%, asi como por su contenido en P (0.34%) y K (1.94%)
(Cabrera et al., 2002). El 50% de la concentracion de materia organica del alpeorujo
corresponde a azucares reductores (Proietti et al., 1995). El color negro caracteristico del
alpeorujo es debido a la polimerizaciéon de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

que estan quimicamente relacionados con los derivados de la lignina (Pérez et al., 1987)

Estos residuos presentan una elevada carga contaminante, debido principalmente a
su alto contenido en polifenoles, por lo que es necesario buscar métodos que permitan su

reutilizacion o valorizacion. Los usos mas importantes que se conocen hasta la fecha son:

e Extraccion de aceite de orujo: En los tltimos afos ha surgido una polémica
sobre los efectos perjudiciales del consumo de aceite de orujo, ya que durante
el proceso de refinado y probablemente debido a la utilizacion del hexano y a
las temperaturas alcanzadas durante el proceso, se producen benzopirenos,

que son compuestos dafiinos para la salud.

e Generacion térmica y eléctrica: Los combustibles que utilizan las plantas de
cogeneracion son mayoritariamente gas natural (72%) y petroleo (25%)
(Monreal, 2002) En los tltimos afos, varios programas nacionales e
internacionales estdn apoyando la mejora y desarrollo de formas de
produccién y usos de la biomasa como recurso para la generacion de calor y
energia electrica. La generacion de energia mediante el aprovechamiento de
residuos constituye una fuente de energia renovable y limpia que ademas
contribuye a la conservacién del medio ambiente gracias al reciclado de
productos de desecho como los que origina la industria oleica. Esta
aplicacién presenta, sin embargo, el incoveniente de generar una gran
cantidad de cenizas, las cuales son abandonadas en vertederos adyacentes,

sin haberse encontrado vias de reutilizacion de las mismas.

e Alimentacion animal: se estan realizando estudios de caracterizacion fisico-
quimica y de evaluacion del aprovechamiento de orujos y alpeorujos como
fuente de proteinas para alimentacion animal.

Pese a los avances conseguidos en los tltimos afios, la gran generacion de alpeorujo y
su previsible aumento en los proximos afios, exige la busqueda de otras soluciones que
permitan su completa valorizacidn y eviten su abandono. Una posible via seria su uso en
agricultura para lo cual este subproducto debe ser previamente estabilizado y
biotransformado con objeto de obtener enmiendas organicas estables, que eviten los
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efectos nocivos de este producto sobre el suelo y las plantas. En esta tesis doctoral se
propone la utilizacion de alpeorujo como enmienda organica con fines de revegetacion
y/o biorremediacion tras la fermentacion de este sustrato con hongos lignoceluloliticos,

previamentes seleccionados.

3.2. Componentes y degradacion bioquimica de los residuos agrindustriales
utilizados (residuo de azucar de remolacha y alpeorujo).

Ambos residuos organicos [residuo de azucar de remolacha (SB) y alpeorujo (DOC)]
son ricos en lignocelulosa. La lignocelulosa estd compuesta por holocelulosa unida a
lignina. A su vez, la holocelulosa estd compuesta por celulosa (polimero de glucosa) y
hemicelulosa (polimero heterogéneo de hexosas y pentosas). La lignina es otro polimero
compuesto por tres acidos fenolicos, alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol
sinapylico (Lynch, 1987). La proporcion de lignina, celulosa y hemicelulosa varia entre un
residuo u otro, como viene indicado en la tabla 1.

Celulosa

Como ya hemos dicho, la celulosa es un polisacarido formado por cadenas lineales de
glucosa enlazadas mediante puentes de hidrégenos. Estas cadenas aparecen como
agregados fibrilares cristalinos (microfibrillas) que le confieren a la pared la mayor parte
de su enorme resistencia. Los espacios existentes entre las microfibrillas de celulosa
suelen llenarse con pectina y hemicelulosa y probablemente también con una cierta
cantidad de lignina lo que reduce su accesibilidad a los enzimas celuloliticos capaces de

degradarlas.

El complejo enzimatico de la celulasa se puede resumir en tres componentes

principales que se muestran en la figura 5.

Aspergillus niger presenta las tres actividades enzimaticas de este complejo
enzimatico, y las produce en cantidades sustanciales (Hanif et al., 2004). También se ha
comprobado que A.niger presenta actividad xilanasa, enzima que es importante al
incrementar la accesibilidad de la celulosa a las celulasas (Berlin et al., 2005). De la
fraccion celuldsica, probablemente el 50% p/p no esta fuertemente unida a la lignina y

estd relativamente disponible para su descomposicion por los microorganismos.
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SUSTRATO  Celulosa  Hemicelulosa Lignina Ct Co Nt
(%) (%) (%) %) (%) (%)

SB 29 23 5 55 16 1.7
DOC 24 8 30 54 5 1.7

Tabla 1: Caracteristicas del residuo de azticar de remolacha (SB) y de alpeorujo (DOC).
Los valores son media de tres repeticiones.

Ct carbono total, Co carbono oxidable, Nt nitrégeno total

Hemicelulosa

Las hemicelulosas estan formadas por cadenas de aztcares sin organizacion fibrilar
que estan unidas a las microfibrillas de celulosa mediante enlaces débiles de hidrogeno.
Los polimeros hemiceluldsicos son principalmente el xiloglucano, pero también lo
forman glucomananos, galactomananos y arabinogalactanos. El xiloglucano es un
polisacarido formado por cadenas de glucosa que llevan unidos residuos de xilosa y en

menor cantidad de galactosa, arabinosa y mucosa.

Se ha detectado actividad enzimatica hemicelulolitica en tratamientos con hongos de
la podredumbre blanca, como el hongo Phanerochaete crysosporium cultivado en residuos
de cana de azucar (Khalil, 2002).
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Celulosa
Exo-B-1,4-glucanasa Endo-B-1,4-glucanasa
(también conocida como celobiohidrolasa (también conocida como carboximetil celulasa
o componente C;) o componente C,)
Hidroliza celulosa amorfa Hidroliza derivados solubles de celulosa
y microcristalina
Celobiosa

B-glucosidasa
(también conocida como celobiasa

Hidroliza celobiosa y celodextrinas

Glucosa

Figura 5: Complejo enzimatico de la celulasa.

Lignina
Los polifenoles son un grupo de compuestos, constituyentes de numerosas especies
vegetales que poseen anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilos. Estos compuestos
son en su mayoria potentes antioxidantes y se consideran necesarios para el
funcionamiento de las células vegetales. Se clasifican segin el niumero de atomos de
carbono del esqueleto base como acidos fendlicos, xantonas, flavonoides, lignina y

taninos.

Las ligninas son heteropolimeros de unidades de fenilpropano unidas por diferentes
tipos de enlaces que presentan una estructura tridimensional muy compleja con un bajo
grado de degradabilidad (Higuchi, 1990; Zabel & Morrell, 1992).

Para alcanzar la maxima descomposicion de los sustratos agroindustriales es
necesario separar la celulosa de la lignina y para ello se requiere el catabolismo de la
lignina. La lignina es una sustancia muy resistente a la degradacion enzimatica. En el
proceso de lisis, la lignina se libera de la unién glucésido con los hidratos de carbono (con
la hemicelulosa sobre todo) y se produce la ruptura de las cadenas propilicas y la
apertura de los nticleos aromaticos con la formacién de compuestos de la serie alifatica y

su posterior mineralizacién; si no existe la ruptura, se produce la liberacion de
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compuestos fenolicos simples, que pueden ser degradados u oxidados directamente

produciendo policondensados prehtimicos.

Algunos hongos, basidiomicetos, pueden degradarla al contener el sistema
enzimatico ligninasa. Los principales enzimas degradadores de lignina aislados de estos
hongos son: Manganeso peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP) y lacasa. Otros
enzimas importantes en la degradacion de la lignina son enzimas que producen peréxido
de hidrogeno para ayudar a la accion catalitica de las peroxidasas (como glucosa oxidasa
y glioxal oxidasa). Estas enzimas que pueden participar en la ruptura de los fenoles,
aldehidos y otros derivados de la lignina (como quinona oxidoreductasa), o
hidrocarburos aromaticos policiclicos. También intervienen en la acumulacién excesiva
de peroxido de hidrégeno y enzimas pertenecientes a los ciclos redox de las
hidroquinonas (como catalasa, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa). Cada uno de

los hongos degrada la lignina utilizando una maquinaria bioquimica diferente.

(Tien & Kirk, 1983) en el ano 1983, demostraron la existencia de una enzima de
aproximadamente 42,000 daltons que requeria perdxido de hidrogeno para su actividad,
capaz de degradar la lignina en Phanerochaete chrysosporum. Posteriormente se han
descrito las actividades lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) en este
hongo (Tien & Kirk, 1988; Paszcynski et al., 1988).

Los hongos causantes de la podredumbre blanda, como los hongos del género
Aspergillus, llevan a cabo una pudricion a nivel superficial; atraviesan las paredes
secundarias de las células ya lignificadas, dando lugar a cavidades cilindricas, a través de
las cuales se introduce la hifa provocando la degradacién preferente de los poliscaridos y
en menor extension de la lignina (Buswell & Odier, 1987). Por otra parte, los hongos
causantes de la podredumbre blanca, como Phanerochaete crysosporum, tienen un modo de
degradacion de la madera no selectivo, es decir, degradan celulosa, hemicelulosa y

lignina simultdneamente.

(Vassilev et al., 1995) demostraron la capacidad de A. niger para crecer y degradar
alpeorujo y residuo de azticar de remolacha. Debido al menor contenido de lignina, la
mineralizacion fue mayor cuando el sustrato fue el residuo de aztcar de remolacha que

alpeorujo.
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III. MATERIALES Y METODOS
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1. CARACTERISTICAS DE LOS RESIDUOS Y FERMENTADOS
UTILIZADOS

SUSTRATO  Celulosa  Hemicelulosa Lignina Ct Co Nt
(%) (%) (%) (%) () (%)

SB 29 23 5 55 16 1.7
DOC 24 8 30 54 5 1.7

Tabla 1: Caracteristicas del residuo de aztcar de remolacha (SB) y del alpeorujo (DOC). Los valores

son medias de los tres tratamientos. Ct carbono total, Co carbono oxidable, Nt nitrégeno total.

SUSTRATO  Biomasa pH Acidez valorable Mineralizacién
(g/matraz)  (1* sem/final) (mmol/1) (%)
SB (10%) 1 2.7/3.0 53 69
DOC (10%) 0.78 3.5/4.0 10.7 20

Tabla 2: Crecimiento, acidez valorable y mineralizaciéon después de 20 dias de incubacion del
residuo de azucar de remolacha (SB) y alpeorujo (DOC) con Aspergillus niger. Los valores son

medias de tres tratamientos.
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SB Celulosa Hemicelulosa Lignina

(%) (%) (%)
Sin A. niger 22 +1.2 91 +£05 52 +12
Con A. niger 113 £+ 0.8 31+ 0.1 41+ 08

Tabla 3: Composicion de la suspensién de residuo de aztuicar de remolacha (SB) con o sin
Aspergillus niger tras 20 dias de tratamiento. Los valores son medias de tres tratamientos seguidos

de la desviacion estandar.

SUSTRATO Dia Biomasa Acidez fosfato P soluble/P total
(g/matraz) valorable (nmol/l) (ng/ml) (%)
SB (10%) 3 0.57 + 0.12 382 +14 474 + 1.6 12
6 0.68 + 0.08 60.6 + 0.7 172.6 + 0.8 44
10 0.77 + 0.05 722 + 0.6 2922 + 23 76
15 0.89 + 0.05 58.8 + 1.1 276.8 + 3.1 71
20 1.2 + 0.1 48.1 + 0.2 224 + 0.9 58
DOC (10%) 3 0.7 £ 0.09 183 + 0.3 89 + 1.7 23.17
6 0.79 + 0.11 25.8 £ 0.5 1202 + 09 31.25
10 0.83 + 0.05 19.8 £ 0.7 164.6 + 2.2 42.71
15 0.89 + 0.02 13.1 £ 0.2 1346 + 2.8 34.89
20 1.1 + 0.03 129 + 0.3 159.8 =+ 0.9 41.41

Tabla 4: Crecimiento miceliar, acidez valorable y solubilizacién de fosfato de roca por Aspergillus
niger cultivado en residuo de azticar de remolacha (SB) y alpeorujo (DOC). Los valores son medias

de tres tratamientos seguidos de la desviacion estandar.

2. CARACTERISTICAS DEL SUELO EMPLEADO EN LOS ENSAYOS

Se utilizaron suelos procedentes de tres localidades, cuyas caracteristicas se describen
a continuacion. El suelo se utilizé en la mayoria de los ensayos en condiciones naturales,
tamizado a través de una malla de 2 mm. En algunos ensayos se mezcld con arena gruesa,
para mejorar su aireacion y evitar la compactacion en las macetas, la proporcion suelo
/arena utilizada, sera indicada en la descripcion de cada ensayo. La arena, en todos los

casos, una vez lavada se esteriliz6 en autoclave a 120 °C durante 20 min.

En aquellos ensayos en los que se necesitaba eliminar los propdgulos micorricicos
naturales para evaluar la actividad de los introducidos, el suelo se tindalizé a vapor

fluente durante una hora cada dia durantes tres dias seguidos.
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2.1. Caracteristicas del suelo empleado en los ensayos del capitulo de
interaccion entre inoculantes microbianos y enmiendas en revegetacion.

Se utilizé un suelo procedente de la zona de Los Cuadros (Fortuna, provincia de
Murcia). Este suelo se eligid por provenir de un area perteneciente a la vertiente
mediterranea caracterizada por lluvias escasas e irregulares, con veranos secos y
calurosos. Es un suelo pobre en materia organica y nutrientes. Sus principales
caracteristicas son: pH de 8.90 (agua), conductividad eléctrica de 1.55, 0.94% carbono
organico, 0.22 % N; 1.36 mg kg! P (NaHCO:s- extractable P).

2.2. Caracteristicas del suelo empleado en los ensayos del capitulo de
interaccion entre inoculantes microbianos y enmiendas en bioremediacion.

Se utilizé un suelo procedente de la provincia de Granada con un pH de 7.2 (agua),
1.6% de materia organica, y una concentracion de nutrientes: 2.1 mg kg N; 1.7 mg kg1 P
(NaHCOs- extractable P); 0.8 mg kg K. La textura del suelo es 57.8% de arena, 19% de
arcilla, y 23.2% de limo.

El suelo se tamizé a través de una malla de 2 mm y se tindaliz6é durante una hora a
vapor fluente, durante tres dias consecutivos. De esta forma el suelo quedo libre de

propagulos de micorriza.

2.3. Caracteristicas del suelo empleado en el ensayo de sistemas
compartimentados en capitulo de interaccion entre hongos MA y enmienda en
sistemas compartimentados.

Se utilizd suelo procedente de la provincia de Roskilde (Dinamarca) irradiado

(10kGy, 10 MeV de haz electrénico) para eliminar los hongos MA indigenos

El suelo se mezcld con arena lavada y estéril en una proporcion 1:1 (p/p). Esta mezcla
tenia un pH de 6.1 y contenia 8 mg kg - de suelo de 0.5 M de P NaHCO:s- extractable. Se
mezclaron los siguientes nutrientes con el suelo (mg kg-1 de suelo): K=SOs (70), CaCl2
(70), CuSOs 5H20 (2.2), ZnSO47H20 (5), MnSOs 7H20 (10), CoSOs H20 (0.33), NaMoOs
(0.2) y MgSO: 7H20 (20).

3. PROCESO DE FERMENTACION DEL RESIDUO AGROINDUSTRIAL

Tanto la cepa NB2 de Aspergillus niger como Phanerochaete crysosporum utilizadas en
este estudio, se mantuvieron en placas de patata-dextrosa agar a 4 °C. Para la
preparacion del indculo, se cultivd en placa a 30 °C durante 7 dias. Con la ayuda de un
asa de platino y de agua destilada estéril se desprendieron las esporas del cultivo del
hongo lignocelulolitico (A. mniger o Phanerochaete crysosporium) crecido en placa,

formandose una suspension que se utilizé como indculo.
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Para el proceso de fermentacidn se utilizaron dos sustratos: Residuo de azucar de

remolacha (SB) y alpeorujo (DOC).

Estos residuos sdlidos se secaron a 60 °C en el horno y después se molieron hasta
obtener fragmentos de Imm. Para la preparaciéon del fermentado, a cada matraz
Erlemmeyer de 250 ml se le afiadi6 5 g de cada residuo 6 5 g de una mezcla de ambos 1:1
(w/w), seguin el ensayo, junto con 50 ml de la solucion mineral Czapek-Dox. Esta solucion
esta descrita en el catdlogo no. 70185 de Fluka Chemica y contiene (g 17 de agua
destilada). FeSOs, 0.01; MgSO« 7H20, 0.5; KCl, 0.5; NaNOs, 3.0; sucrose, 30; K2HPO4, 1.0 y
un pH final de 7.3 + 0.2. A los matraces se le anadié, cuando correspondié, 0.75 g de
fosfato de roca (RP) (fluoroapatito procedente de Marruecos, con 12.8% de fdsforo
soluble, y 1 mm de grosor). Tras autoclavarlos a 120 °C durante 30 min, se inocularon con
3 ml de una suspension de esporas de A. niger (1.2 10° esporas) o con 1 ml de una
suspension de esporas de P. crysosporum. (1.5 106 esporas), segun el ensayo. La
fermentacién se llevéd a cabo mediante incubacién mediante cultivo estatico a 30 °C
durante 20 dias (periodo previamente seleccionado en estudios anteriores (Vassilev et al.,
1995; Vassilev et al., 1996).

4. PREPARACION Y APLICACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE
RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA.

El extracto acuoso se prepard siguiendo el protocolo descrito por (Calvet et al., 1992).
Matraces Erlenmeyers con agua destilada estéril a la que se le afiadieron los residuos
organicos (SB o SBA) al 20%, se agitaron durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se procedio a la esterilizacion de estas soluciones acuosas. Para ello, en la
camara de flujo laminar, se filtraron ambas soluciones a través de un filtro de membrana

de 0.22 pm de diametro de poro.

5.PLANTAS HOSPEDADORAS

Las plantas seleccionadas para la realizacion de los ensayos de este capitulo fueron

trébol (Trifolium repens) y Dorycnium pentaphylum Scop, segun el objetivo del ensayo.

Dorycnium pentaphylum

Es una especie autdctona de la Cuenca Mediterranea y por tanto con caracteristicas
morfo-fisioldgicas adaptadas a ecosistemas semidridos. Es un arbusto denso y con un
sistema radical muy profundo, de mas de 5 m en plantas de 40 cm de altura. Es una
planta de crecimiento lento que crece en todo tipo de suelos, con base lefiosa y que

alcanza una altura de 1.2 m.
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Dorycnium pentaphylum se selecciond para la realizaciéon de los
ensayos del capitulo de revegetacion, por ser una especie con
capacidad reconocida de enraizar profundamente y formar una
cubierta densa, por lo que retiene muy bien el terreno y por tanto es
de alto valor protector para el suelo (Lopez Gonzalez, 1995; Navarro
Cerrillo & MartinezSuarez, 1996) Ademas, por ser leguminosa,

forma simbiosis con Rhizobium y hongos micorricicos arbusculares

(HMA), por lo que esta especie tiene la ventaja afiadida de ser capaz

de fijar nitrégeno.

Las semillas fueron recogidas de la zona de los Cuadros (Fortuna, Murcia) donde

Dorycnium pentaphylum aparece en vaguadas con acumulacion hidrica.

Trifolium repens (trébol blanco enano)

Es una leguminosa, que forma simbiosis con
Rhizobium y hongos MA. Es una planta forrajera, que
crece en todos tipos de climas y lugares, praderas,
bordes de caminos, escombreras....La capacidad de

recrecer presenta ventajas adicionales para las

evaluaciones realizadas en determinados ensayos.

Trifolium repens se elige como modelo de estudios de invernadero por ser una planta
que no requiere grandes cantidades de agua y que tiene una baja necesidad de
fertilizacién debido a su capacidad como fijadora de nitrogeno, caracteristica que la hace
muy apropiada para ser sembrada en suelos pobres; ademas es una planta que tolera bien

los cambios de temperatura extremos y otros tipos de estreses.

5.1 Esterilizacion de semillas

La esterilizacién de semillas se hizo dependiendo del tipo de semilla a utilizar en
cada ensayo.

Las semillas de Trifolium repens se esterilizaron durante 15 min con lejia comercial al
10%, tras lo cual se lavaron con abundante agua destilada estéril y se dejaron en

imbibicién durante 30 min.
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Las semillas de Dorycnium pentaphylum se embebieron durante 30 min. en H2SOs al
98%. Posteriormente se enjuagaron con abundante agua hasta la eliminacion total del
acido. Se cubrieron con HCI al 5% durante 5 min. A continuacién se hicieron varios

lavados con agua destilada estéril (5 veces cada 3 min.)

5.2. Germinacion de semillas

Las semillas de Dorycnium pentaphylum una vez esterilizadas y embebidas, se
transfirieron a un semillero con vermiculita estéril como sustrato para posteriormente,
aquellas plantulas que presentaban semejante crecimiento, ser transferidas a las macetas

definitivas.

6. INOCULACION MICROBIANA

6.1. Indculo micorricico
6.1.1. Caracteristicas del inéculo MA empleado en los ensayos efectuados

6.1.1.1. Ensayos de revegetacion

Los inoculos utilizados en estos ensayos proceden de la provincia de Murcia y
pertenecen a la coleccién de hongos de la EEZ. Las esporas se obtuvieron mediante la
técnica de tamizado hiimedo y decantacion (Gerdeman & Nicolson, 1963) Posteriormente
fueron identificadas morfoldgicamente y a partir de ellas se produjeron los indculos

puros utilizando diferentes plantas trampa.

6.1.1.2. Ensayos de biorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.

En los ensayos de biorremediacion de suelo contaminado con Cd, los tratamientos
micorrizados recibieron 10 g de indculo de una cepa de Glomus mosseae adaptada y
tolerante a Cd. Este hongo fue aislado de suelo rizosférico de plantas crecidas en suelo
artificialmente contaminado con Cd (270 mg Cd kg suelo) aplicado como sulfato de Cd
CdSOs (Kadar, 1995). Esta contaminacién se llevd a cabo en 1991 en RISSAC,
Nagyhocrsok (Hungria). El procedimiento de aislamiento fue el descrito en el apartado

anterior.

Para aumentar la poblacion nativa de I(Vivas et al., 2005c)os hongos micorricicos en
este suelo contaminado con Cd y obtener indculo de ellos, se prepararon cultivos trampa
en suelo contaminado por Cd con Trifolium repens. Esta planta se encuentra comunmente
en estos suelos de forma natural, y fue elegida por su rapido crecimiento y proliferacién
de raices. Dicho indéculo MA, que resulté ser exclusivamente Glomus mosseae, segiin

identificacion morfoldgica, se eligi6é por su mayor eficacia en suelos contaminados con Cd
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(Vivas et al., 2005b); Ademas, en un estudio comparativo frente a Glomus mosseae de
coleccién, BEG 119, fue mas eficiente en términos de nutricién y crecimiento de Trifolium

repens

En los ensayos de biorremediacion de suelos contaminados con Zn, los tratamientos
micorrizados recibieron 10 g de in6culo de una cepa de Glomus mosseae adaptada al Zn.
De la misma manera que el ecotipo anterior adaptado y tolerante al Cd, este hongo fue
aislado de suelo rizosférico de plantas crecidas en suelo contaminado con Zn (270 mg Zn
kg suelo), aplicado como ZnSOs (Kadar, 1995). Esta contaminacion, similar a la del Cd,
se llevd a cabo en 1991 en RISSAC, Nagyhocrsok (Hungria).

Igualmente, para aumentar la poblacién nativa de los hongos micorricicos en suelo
contaminado con Zn y obtener indculo MA adaptado y tolerante al Zn, se prepararon
cultivos trampa en suelo contaminado con Zn y como planta se utilizoé Trifolium repens

por las razones antes expuestas.

Este indculo autdctono MA se eligi6 para la realizacion de este ensayo, ya que fue
previamente probada su mayor eficacia en suelos contaminados por Zn frente a Glomus
mosseae de coleccién, BEG 119, en términos de nutricién y crecimiento de Trifolium repens

en suelos contaminados con Zn (Vivas et al., 2006).

6.1.1.3. Ensayo de interaccién en sistema compartimentados en suelo.

Las plantas micorrizadas se obtuvieron mediante inoculacién con una mezcla de tres
hongos MA aislados de Riotinto (Espafa), Glomus intraradices (EEZ-54), G. mosseae (EEZ-
55) y Acaulospora trappei (EEZ-56). Cada hongo MA se propagdé independientemente en
cultivos de macetas de Trifolium repens L. Cada contenedor contenia 10 g de in6culo de

hongo MA que consistia en esporas, micelio y fragmentos de raices micorrizadas.

6.1.2. Obtencion de esporas y esporocarpos de hongos MA mediante la técnica del tamizado

hitmedo y decantacion.

La obtencién de esporas de hongos MA mediante la técnica del tamizado himedo y
decantacion (Gerdeman & Nicolson, 1963) consiste en realizar una suspension de 50-100
g de suelo en aproximadamente 1 L de agua. Tras dejar decantar la mezcla unos
instantes, se procede a su tamizado a través de una serie de tamices de didmetro de poro
decreciente. De esta forma, las esporas y los esporocarpos del hongo (si los hubiera), que
se mantienen en suspension durante mas tiempo que el resto de las particulas del suelo,
seran retenidas, segin su tamafo, en alguno de los distintos tamices empleados,
dependiendo del tamafio de la malla. Especificamente se utilizaron 3 tamices
superpuestos de 500, 250 y 50 um de diametro de poro. En cada uno de los cuales, se
queda retenida una fraccion distinta de la suspension, asi en el tamiz superior (500 pum)
quedan restos de material vegetal (raices) y fragmentos grandes del suelo. En el

intermedio (250 um), quedan raices muy finas, esporas unidas al micelio del hongo y
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esporocarpos en caso de que el hongo los produjera. En el tamiz inferior (50 pum) se

retienen las esporas aisladas.

La operacion del tamizado se realiza varias veces, agitando y decantando
sucesivamente. Las esporas y esporocarpos recogidos de sus respectivos tamices se
obtienen, con ayuda de un microscopio estereoscopico y unas pinzas de relojero, se
transfieren a placas petri con papel de filtro humedecido para su conservacion a 4° C

hasta su posterior uso.

6.1.3. Produccion de inéculo micorricico

Como plantas hospedadoras se utilizaron Sorghum bicolor y Trifolium repens. Las
semillas se esterilizaron, pregerminaron y plantaron. Como sustrato de crecimiento se
empled una mezcla suelo: arena: vermiculita (1:1:1) estéril. Las plantulas se inocularon
con las esporas de cada uno de los morfotipos aislados y se dejaron crecer durante 4
meses bajo condiciones de invernadero. Se evalud el nivel de colonizacion MA y el
numero de esporas producidas por g de suelo. A partir de estos cultivos se obtuvieron los
indculos micorricicos correspondientes, que consistieron en esporas, micelio y fragmentos

de raiz micorrizada.

6.2. Inoculacion de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica se mantuvo en placas de patata-dextrosa agar. A partir de esta placa se
tomo6 una alicuota de clones de levadura y se hizo crecer en medio liquido cuya
composiciéon era (g/l de agua destilada): glucosa, 60; NHiCl, 3.0, KH2POs 0.4;
MgS04.7H20 0.5; extracto de levadura 0.5; el pH se estabilizé entre 4.5-5.5 con 7 g/l
CaCO:s. Se incubd a 30° C hasta obtener una concentracion de 1.7 106 ufc ml-.

La inoculacién se realizé aplicando 1 ml del cultivo liquido (1.7 10° ufc) sobre la

radicula de la planta.

6.3. Inoculacion de Rhizobium

El cultivo de Rhizobium se llevd a cabo en el medio Ty durante 24 h a 28 °C hasta
alcanzar su fase logaritmica de crecimiento.

La composicién del medio Ty es en gl-! de agua destilada: CaCl22H20 0.9; triptona 5;
Extracto de levadura 3; agar 15)

La inoculacién se realizé afiadiendo 1 ml de cultivo bacteriano de Rhizobium sp con

una poblacién bacteriana de 10% ufc/ml de manera homogénea directamente sobre las

semillas de trébol o sobre a la raiz de las plantulas de Dorycnium pentaphylum.
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7. CONDICIONES EXPERIMENTALES DE CRECIMIENTO

El tamafio de los contenedores para cultivo de las plantas nunca excedié de 1L. En
algunos ensayos, las plantas crecieron en invernadero con temperaturas entre 19-25 °C,
fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad y humedad relativa de 70-90%. En los ensayos en los
que las plantas crecieron en cdmara de cultivo, las condiciones de la cdmara fueron: 50%
de humedad relativa, con temperaturas entre 18-27 °C, fotoperiodo de 14h. Las plantas
fueron regadas diariamente segtin necesidades, a excepcion de aquellos ensayos en los
cuales se pretendid estudiar el efecto del estrés hidrico, en cuyo caso las macetas se
regaron diariamente ajustandose a la cantidad de agua requerida (70 % 6 100% de la

capacidad de campo, segun tratamientos).

8. DETERMINACIONES DE CRECIMIENTO, PARAMETROS
SIMBIOTICOS Y ESTADO NUTRICIONAL DE LA PLANTA

Tras la cosecha de cada ensayo se secaron las muestras de parte aérea en un horno a

65 °C durante 48 horas para la determinacion de peso seco de parte aérea.

Posteriormente, se procedid a la molienda del material vegetal recolectado en un

molinillo Wiley hasta alcanzar un tamafo de 0.5 mm.

La concentracion foliar de nutrientes (N, P, K) y de metales pesados (Cd, Zn) se
analiz6 mediante la técnica descrita por (Mingorance, 2002). Previamente se procedi6 a la
digestion del material con acido sulftrico y perdxido de hidrégeno en microondas abierto

de acuerdo con los métodos del Comité Analitico.

El contenido de nitrégeno y fosforo en el material vegetal se determinaron por
colorimetria utilizando un analizador automatico de aire segmentado de flujo continuo
(Bran +Luebbe TRACCS 2000, Bran+Luebbe, GMBH, Norderstedt, Alemania). El potasio
se determiné por fotometria de llama (Jenway Ltd. PFP7, Essex, Reino Unido).

Cadmio y Zinc se determinaron por espectrometria de absorcion atomica (Parking-
Elmer 5000, Connecticut, Estados Unidos).

El recuento de ntimeros de nodulos, se hizo en raices limpias por observacion directa

usando un microscopio binocular.

8.1. Tincion de raices

8.1.1. Tincion de raices con Azul tripdn segiin protocolo de (Phillips & Hayman, 1970)

Este método consiste en calentar las raices en KOH al 10% durante 20 min., al bafio
Maria, pasados los cuales se lavan con abundante agua y se acidifican con HCI al 1%
durante 10 min. Una vez eliminado el HCl se adiciona una solucién de azul tripan al

0.05% en acido lactico y se mantiene nuevamente al bafio Maria durante 10 min. Se
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elimina el exceso de colorante y las raices se conservan en acido lactico hasta posterior
observacion. De esta forma se tifien los componentes del hongo en el interior de la raiz,

permaneciendo esta sin colorearse.

8.1.2. Tincion vital de raices (succinato deshidrogenasa, SDH)

La tincién con succinato deshidrogenasa, SDH, revela las estructuras fungicas MA
vivas (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1990). Las raices recién cortadas y depositadas en
bafio de hielo, se dejaron incubando en solucién incubadora adecuada a 37 °C durante 16-
18 horas. Transcurrido este tiempo se elimind la solucién incubadora, las raices se
cubrieron con hidrato cloral al 75% y se dejaron durante 15 min al bafio maria. En lugar
de hidrato cloral se puede usar hipoclorito sédico al 3% de cloro activo, en cuyo caso,
después de eliminar la solucién incubadora, las raices se lavan y se dejan en la solucién
de hipoclorito a temperatura ambiente durante 15-20 min, pasados los cuales se eliminara
el hipoclorito y lavaran las raices nuevamente, Las raices se conservan en acido lactico

durante no mas de 2 semanas.

Solucién incubadora tincion SDH (50mL)

Succinato de sodio hexahidratado 2.5 M..... 5mL

Azul de tetrazolio (4 mg/mL) ......ccccovvernnen. 12.5mL
Tris-HCI0.2M PH 7 oo 125 mL
MGCl2 5 MM 5mL
Agua destilada ..........cceeviiiieniiii 15 mL

Tabla 5: composicién quimica de la solucién incubadora utilizada en la tincién vital SDH.

8.2. Estimacion de la colonizacion micorricica segiin el método de (Trouvelot et
al., 1986).

Este método valora la biomasa flingica presente en la raiz vegetal.
Se colocaron en un portaobjetos 30 fragmentos de raiz de 1 cm elegidos al azar.

A cada fragmento se le asignaron dos valores; el primer valor, entre un rango del 0 al
5, se refiere al nivel de colonizacion MA y el segundo valor que puede estar comprendido
entre A0 y A3 se refiere a la riqueza de arbuisculos formados en el fragmento micorrizado,

segun la figura 1.
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Nivel de colonizacion

Hay 6 niveles (del 0 al 5) segtin el grado de infeccién del hongo (figura 1).

S8 e e

0 1 2 3 4 5

0% <1% <10% <50% >50% >95%

Figura 1: niveles de colonizacién segin método de Trouvelot

Riqueza de arbiisculos

Hay 4 niveles (A0 al A3) segun la riqueza de arbusculos en el fragmento de raiz.

¥
ﬁ

At A2

(figura 2)

f====e= TS

Figura 2: niveles de riqueza de arbusculos segin método de Trouvelot.

Con posterioridad un programa informatico calcula los siguientes parametros: %F,
%m, %M, %A, %a. La estimacion de la longitud de raiz colonizada por el hongo
(frecuencia de colonizacion, %F) viene dada como la proporcién entre los fragmentos de
raiz micorrizada y el nimero total de fragmentos observados; %m es una estimacion de
la intensidad de micorrizacion relativa sélo a la fraccion de raiz micorrizada, mientras

que %M es la intensidad de colonizacién relativa al conjunto total de raices. La
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abundancia de arbusculos (%a y %A), es una estimacion de la riqueza de arbusculos en la

fraccion de raiz micorrizada y en el conjunto total de raices, respectivamente.
Para mas informacién consultar la siguiente pagina:

http:// www.dijon.inra.fr/bbceipm/Mychintec/Mycocalc-prg/).

9. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES Y PROLINA EN PARTE
AEREA DE LA PLANTA.

La extraccion de los aztcares totales y la prolina se hace a partir de 1 g de hoja segtin
el protocolo descrito por (Bligh & Dyer, 1959). Para ello, la muestra se homogeneiza con
3.75 ml de metanol durante 1 min en el vdrtex. Este proceso se repite dos veces.
Seguidamente esa mezcla se homogeneiza con 7.5 ml de cloroformo durante un minuto.
Se anade 3.75 ml de una solucién de H20 salada al 0.88 % (p/v) y se agita. Centrifugamos
a 5000 rpm durante 10 min a 0°C en una centrifuga refrigerada. En la capa superior se

encuentra la fase metabdlica que contiene azucares totales, prolina, acidos organicos, etc.

Para la determinacién de azucares totales, 0.1 ml de la fase metandlica obtenida en la
extraccion se hace reaccionar con 3 mL de antrona preparada extemporaneamente (200
mg antrona + 100 ml 72% (p/p) H2504). Se calienta al bafio Maria durante 10 min segtin el
protocolo descrito por (Irigoyen et al., 1992). Tras enfriar se mide la absorbancia a 620 nm
en un espectrofotometro Shimadzu UV-1603 (Shimadzu, Tokio, Japoén). La curva de

calibracion se hace con glucosa (20-400 g ml!) y como blanco se utilizé agua destilada.

El contenido de prolina se determina por colorimetria (Bates et al., 1973). Para ello se
toman alicuotas de 1 mL de la fase metandlica del extracto vegetal que se hace reaccionar
con 1 mL de ninhidrina dcida (se prepara calentando 1.25 g de ninhidrina en 20 mL de
acido fosforico 6M y 30 mL de 4cido acético glacial; la mezcla resultante, se conserva a 4
°C durante no mas de 24 horas) y 1 mL de acido acético glacial durante 1 hora a 100 °C. La
reaccion se detiene introduciendo los tubos en bafio de hielo. La mezcla de reaccién se
extrae con 2 mL de tolueno, agitando vigorosamente durante 20 s. El cromdforo obtenido,
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 patron elaborada con concentraciones conocidas de este aminoacido y valoradas

del mismo modo que las muestras problemas
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10. DETERMINACIONES EN SUELO

10.1. Determinacion de la capacidad de campo y del punto de marchitamiento
segun el método de la membrana (Richards, 1954)

Tanto la capacidad de campo como el punto de marchitamiento se calcularon segun
el método de la membrana de (Richards, 1954).

La capacidad de campo se define como la cantidad de agua, expresada como unidad
gravimétrica, de un suelo que ha sido humedecido abundantemente por riego o por

lluvia, y al que después se ha dejado drenar libremente durante 48 horas.

El punto de marchitamiento es el contenido de humedad en la zona de las raices,
para el cual la planta se marchita y no puede recobrar igual turgencia al colocarla en una

atmosfera saturada de humedad durante 12 horas.

A partir de los valores de la capacidad de campo y del punto de marchitamiento se
calcula el intervalo de agua disponible (IDH), que se define como el agua del suelo que
puede ser absorbida a un ritmo adecuado para permitir el crecimiento normal de las
plantas que viven sobre dicho suelo. Se calcula restando al valor de la capacidad de
campo el valor correspondiente al punto de marchitamiento, expresado en unidad

gravimétrica.

El método de la membrana de Richards es un método de presion, que consiste en
aplicar a la muestra previamente saturada en agua y colocada sobre una membrana
porosa, una presion determinada. De esta forma se extrae de ella toda el agua que esta
retenida con un potencial matricial mas bajo que la presién aplicada. Para el calculo de la
capacidad de campo la presion aplicada es de 1/3 atmosferas, y para la del punto de

marchitamiento de 15 atmosferas.

En primer lugar, se colocan las arandelas sobre la membrana porosa y se ponen en su
interior una cantidad suficiente de suelo molido y tamizado a 2 mm. Las muestras se
saturan a continuacion con agua durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se elimina el
exceso de agua y se introduce el conjunto (membranas, arandelas y muestras) en la olla
de presiéon (Figura 3). Se regula la presion deseada (1/3 6 15 atmosferas, segun la
determinacién) y se mantiene 24-48 horas. Al cabo de ese tiempo se determina el
porcentaje de humedad de las muestras segin el método gravimétrico. Este método se
basa en estimar la cantidad de agua presente en el suelo por diferencia de pesada entre el
suelo himedo y el suelo seco. El procedimiento es el siguiente, una vez tarados los pesa-
sustancias (tara= P1), se pone en ellos una cantidad de muestra de suelo (himedo) y se
pesa el conjunto (peso=P2). El pesa-sustancias se introduce destapado en la estufa a 105
oC, y se mantiene alli hasta peso constante (24 horas). Cuando la muestra esté seca, se
lleva a secador para evitar su rehidratacion durante el enfriamiento, y se vuelve a pesar
(peso=P3).
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Finalmente se aplica esta formula:

P2_P3

P3Py

Figura 3: esquema del equipo de laboratorio para la extraccion de la humedad del suelo

10.2. Determinacion de pH y conductividad eléctrica

A partir de la obtenciéon de un extracto acuoso en la relacion 1:5 (sélido:liquido)
mediante agitacion mecanica durante 2 horas, se midié el pH utilizando un pH-metro
Crisol, modelo Basic 20 y la conductividad eléctrica, utilizando un conductivimetro

Crisén, modelo 522.

10.3. Determinacion de carbono hidrosoluble y carbohidratos hidrosolubles
Ambas propiedades quimicas se miden a partir de un extracto acuoso en la relacion
1:5 (solido:liquido) obtenido por agitacion mecanica.
El carbono hidrosoluble se determina con el analizador de carbono organico total
modelo TOC-5050 A, dando la medida directamente.

Para la determinacion de carbohidratos hidrosolubles se sigue el método descrito por
(Brink et al., 1960), para ello, a 1 ml del extracto de suelo se le afiade 4 ml del reactivo de
antrona, se agita y posteriormente se calienta al bafio Maria durante 10 minutos a 80 °C.
Después se enfria en hielo y se mide en espectrofotometro a 630 nm. Se realiza una recta

de calibrado utilizando distintas concentraciones de glucosa.
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10.4. Determinacion de estabilidad de agregados estables del suelo al impacto
de una lluvia artificial de energia conocida, segun protocolo de (Kemper &
Rosenau, 1986)

El equipo de andlisis consta de dos bases circulares de metacrilato, con orificios en la
base superior para insertar los vasos de metacrilato (cuyo fondo es un tamiz de 0.25 mm
de luz) y en la base inferior los vasos metalicos. Estas dos bases estan conectadas a un

motor que permite el ascenso y descenso de la base superior sobre la inferior. Fig 4.

Vasos metilicos

Figura 4: Equipo de analisis para la determinacién de agregados estables

Se pesan 4 g de suelo de entre 1 y 2 mm y secados al aire libre. Se depositan en los
vasos de metacrilato cuyo peso es P. Se humedece el suelo mediante pulverizacion
durante 10 minutos. A los vasos metalicos numerados (cuyo peso es P) se les afiade 25 ml
de agua destilada estéril y ambos vasos se colocan en su lugar correspondiente del
equipo. Se pone en marcha el motor, durante 3 min (35 ciclos/min) para completar 105
inmersiones de los vasos de metacrilato en los vasos metalicos. Los vasos de acero se
cambian por otro set conteniendo esta vez 25 mL de una solucién dispersante (2 g de
hexametafosfato sddico/L). Finalmente se procede a la evaporacion del agua contenida en

los vasos metalicos, y al pesado de estos (P1, P2).
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Cdlculos

El porcentaje de agregados estables se calcula con la siguiente formula:

%EA= — 1 X100

Ph + Pa

Donde Pa es el peso suelo obtenido tras agitacion en agua: Pi-Py

Ph es el peso del suelo obtenido tras agitacién en hexametafosfato sédico: P>-P-0.05 g

(peso del disgregante afadido/recipiente metalico).

10.5. Determinacion de actividades enzimaticas en suelo

Los métodos de deteccion de las distintas enzimas que se describen a continuacion se
realizaron sobre muestras de suelo rizosférico previamente aireado para eliminar el
exceso de humedad si la hubiera y conservados a 4 °C hasta su utilizacion. Para cada
determinacion se afiadieron los controles correspondientes, que permitieron deducir la
descomposicion no enzimatica del suelo, valor que se le restara al obtenido para cada
problema. La concentraciéon del producto de la hidrolisis enzimatica se determind
leyendo la densidad éptica, a la longitud de onda que posteriormente se sefiala para cada
actividad, y comparando los resultados con los obtenidos en una curva patrén de

concentraciones conocidas.

Deshidrogenasa (Garcia et al., 1997)

Para la determinacion de la actividad deshidrogenasa, a 0.1 g de material organico ¢
1 g de suelo se le ahaden 0.2 mL de INT (Iodofenil-3-p-nitrofenil-5 tetrazolium cloruro) al
0.4% (p/v). Posteriormente se deja incubar durante 20 horas a 25 °C en oscuridad.
Transcurrido este tiempo el producto de la reaccion INTF (lodonitrotetrazolium
formazan) se extrae con una mezcla de acetona:tetracloroetileno (1:5) y se mide la
absorbancia en espectrofotometro a longitud de onda A= 490 nm. Este método surge
como una combinacion de dos métodos anteriores (Benefield et al., 1977; Trevors, 1984).

Los resultados se expresan como pg INTF g h!

Fosfatasa (Nannipieri et al., 1982)

Para la determinacion de la actividad fosfatasa, a 0.1 g de material organico 6 1
gramo de suelo se le afiaden 0.5 mL de p-nitrofenilfosfato 0.115 M y 2 mL de tampén
Maleato 0.1 M pH 6.5 se incuba a 37 °C durante 2 horas. Posteriormente se extrae el
producto de la reaccién PNP (p-nitrofenol) con NaOH 0.5 M y CaCl 0.5 M y se mide la

68



/ll. Materiales y Métodos

absorbancia en espectrofotémetro a longitud de onda A= 398 nm. Los resultados se

expresan como pg PNP g1 h

B-glucosidasa (Hayano & Tubaki, 1985)

Para la determinacion de la actividad $-glucosidasa, a 0.1 g de suelo rizosférico se le
afladié 0.5 mL de sustrato PNG (4-nitrofenil -D-glucopiranoside) 0.05 M y 2 mL de
tampon maleato 0.1 M pH 6.5. A continuacién se incubd 37 °C, durante 2 horas y se
extrajo el producto de la reaccion PNP (p-nitrofenol) con NaOH 0.5 M y CaCl> 0.5 M.

Finalmente el PNP producido se midid en espectrofotometro a longitud de onda A=
398 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Las unidades mediante
las cuales se expresan los valores estan referidos al peso seco de las muestras. En este

caso los resultados se expresan en pg PNP g h.

Ureasa (Nannipieri et al., 1980)

Para la determinacién de la actividad ureasa, a 0.5 g de suelo se le afiaden 2 ml de
tampon fosfato 0.1 M pH 7 y 0.5 ml de disolucion de urea 6.4%. Para cada muestra se
prepara un control al que no se afiade urea. Se incuba en bafio de agua a 30 °C durante
una hora y media, llevando a continuacion el volumen hasta 10 ml con agua destilada. Se
centrifuga a 3400 r.p.m. durante 8 minutos. Luego se coge 1 ml del sobrenadante y se
lleva a un volumen de 10 ml con 0.8 ml de citrato sédico, 1.6 ml de mezcla A (15.62 g
salicilato sddico + 4 ml nitroprusiato sédico 1% en 200 ml) 0.8 ml de mezcla B (0.5 g
dicloroisocianurato de sodio + 4 g de NaOH, en 100 ml) y se completa con agua destilada.
A continuacién se guarda en oscuridad durante 45 minutos. La lectura se realiza en el

espectrofotéometro a 660 nm.

Proteasa- BBA (Nannipieri et al., 1980)
A 0.5 g de suelo se le anaden 2 ml de tampoén fosfato 0.1 M pH 7 y 0.5 ml de BAA (N-

o-benzoil-L-argininamida) 0.03 M. Para cada muestra se prepara un control al que no se
le afiade sustrato. Se incuba en bafio de agua a 40 °C durante una hora y media, llevando
a continuacion el volumen hasta 10 ml con agua destilada. Los siguientes pasos coinciden

con los descritos en la técnica anterior.

10.6. Determinacion de Acido Indol Acético (AIA) rizosférico segun el método
colorimétrico desarrollado por (Mitchell & Brustetter, 1939; Gordon & Weber,
1950)

A 2.0 g de suelo seco, colocados en tubos de centrifuga de 50 ml, se les afiade 6 ml de
un tampon fosfato (pH 7.5) con glucosa, (1 g glucosa/100 ml tampon fosfato) y 4 ml de L-
triptofano (1 g triptéfano/100 ml H20O). Como controles se realizaron las mismas mezclas

pero sin adiciéon de L-triptéfano. Las mezclas se agitaron, y seguidamente se incubaron

69



/Il Materiales y Métodos

en resposo a 37 oC durante 24 h en la oscuridad. Para la extraccién, primero se afiadio 2
ml de una solucién de acido tricloroacético para inactivar a las enzimas involucradas en
la formacion de auxinas. Posteriormente, se afiadié 1 ml de una solucién 0.5 M de CaCl2.
La solucién del suelo se centrifugd a 5000g. Se tomaron 3 ml del sobrenadante y se
anadieron a un tubo de ensayo, haciéndolas reaccionar con 2 ml de reactivo de Salper (2
mL cloruro férrico 0.5 M y 98 ml de 4cido perclorico al 37%), dejandose en incubacion en
la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min, (Wohler, 1997). Posteriormente se
midi6é la absorbancia de la mezcla de reaccion a 535 nm, en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1603. La concentracion de acido indol acético se determind a partir de una
curva patrén elaborada con concentraciones conocidas de esta auxina y valoradas del

mismo modo que las muestras problemas.

10.7.Determinacion de longitud de micelio MA extraradical en suelo (Jakobsen
et al., 1992)

Tras homogeneizar las muestras de suelo de cada tratamiento, se pesaron 2 g (dos
repeticiones) y mezclaron con 250 ml de agua en una licuadora durante 30 segundos.
Inmediatamente se transfirié a un matraz Erlenmeyer con tapdn. Se agit6 vigorosamente
y se dejo en reposo durante 60 segundos. Se tomaron dos alicuotas de 3 ml cada una y se
transfieron a los filtros (25 mm y 1.2 pm de didmetro) colocados en el aparato de filtracion
multiple(Millipore). Tras la filtracién a vacio, se afiadié 2 ml de azul tripan al 0.1%, y se
dejo en tincién durante 5 minutos. Se filtr6, y se procedié al lavado del filtro con agua.
Los filtros se transfieron a los portaobjetos y se dejaron secar. Antes de cuantificar se
afladieron unas gotas de glicerol y se cubri6 con el cubreobjetos. Para la medida de la
longitud de la hifa, se contaron en 25 campos de vision, todas las intersecciones entre la

hifa y las lineas de un area cuadriculada a 160-200 x de aumento.

Utilizando la férmula de (Tennant, 1975), se calculd la longitud de hifa en los 25

campos de visién:
Longitud = 11/14 x N x Unidad de la cuadricula.
N = ntimero de intersecciones por cuadricula.
Unidad de cuadricula = longitud de un lado de la cuadricula.

Finalmente se extrapolaron los datos a longitud de hifa por g de suelo.
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10.8. Analisis de acidos grasos en suelo

Tras el secado al vacio del suelo, se procedié a la extraccion de los acidos grasos
totales a partir de 2.5 g de suelo de ambos compartimentos laterales utilizados en el
disefio experimental: La extraccion se llevo a cabo mediante un proceso de extraccion de
cuatro fases: Saponificacion, metilacion, extraccion y lavado basico, de acuerdo con el
método de (Sasser, 1990).

Durante la saponificacion, se produce la lisis de las células, la escision de los acidos
grasos de los lipidos celulares y su conversion en sus correspondientes sales sodicas.
Cada tubo de ensayo contenia 2.5 g de suelo liofilizado y 150 ml de una base metabdlica
(150 g L de hidroxido sédico 1:1 v/v metanol: agua destilada desionizada). Se les
colocaron sus correspondientes tapones a los tubos de ensayo y se colocaron al bafio

Maria a 100 °C durante 30 minutos.

En el proceso de metilacién las sales sodicas de los acidos grasos se convierten en
esteres metilicos para incrementar la volatilidad de los dcidos grasos para el analisis por
cromatografia de gases. Para ello, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente en un
bafio de agua y posteriormente se afiadié 2 ml de un reactivo de metilacion (54% 6N HCI
en metanol v/v). Después de agitar en el vortex durante 10 segundos los tubos de ensayo
se colocaron en un bafio de agua a 80 °C durante 10 minutos y se enfriaron rapidamente a

temperatura ambiente en un bafio de hielo.

El paso siguiente es la extraccion, en la que los esteres metilicos se transfieren de la
fase acuosa acidica a la fase organica con la técnica de extraccion liquida-liquida. Para
ello, se anadid 1.25 ml de solvente de extraccion (1:1 v/v hexano: eter metil terbutilico). Se

rotaron los tubos durante 5 minutos.

Para permitir la cuantificacion de los esteres metilicos de los acidos grasos, se afadid
a cada muestra un estandar interno, una cantidad conocida del ester metilico del acido
graso nonadeconoato 19: 0. Los tubos se volvieron a rotar durante 10 minutos y se

centrifugaron durante 2 min (2000 rpm a 20 °C).

En el lavado basico se eliminan los acidos grasos libres y los agentes residuales. A
cada tubo se afiadié 3 ml de una solucion bésica de hidroxido sddico diluido (12 g 'L
agua destilada desionizada) y se agité durante unos cuantos segundos. Posteriormente
los tubos se rotaron durante 5 minutos y se centrifugados durante 3 minutos (2000 rpm a
20°C). Para precipitar la capa de materia organica de la superficie, se afadieron
aproximadamente 6 gotas de NaCl. Posteriormente se agitaron los tubos y se dejaron en
reposo durante unos minutos para seguidamente transferir 2/3 de la fase superior a unos
tubos limpios. A partir de este paso los tubos se pueden almacenar a 5°C o se puede
continuar con el procedimiento. Se afiadié gas nitrégeno para acelerar la evaporacion y
asi concentrar los acidos grasos. El “pellet” obtenido consistia en los esteres metilicos de

los acidos grasos y se resuspendieron en 200 ml de hexano. 40 ml de la solucion se
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transfirieron a un vial pequefio colocado sobre otro vial de cristal que tenia 200 ml de
hexano. Las muestras se taparon con sus tapones correspondientes y se almacenaron a

50C hasta su inyeccién en el cromatdgrafo de gases.

Los andlisis de la cromatografia de gases y la identificacion de los acidos grasos se
realizaron de acuerdo a la base de datos TSBA 41 (Parsley, 1996). Los acidos grasos se
identificaron segiin su tiempo de retencidén relativo a un estandar conocido y se
cuantificaron en relacion a los datos de area y anchura de los picos del resto de acidos
grasos en la muestra. Las cantidades relativas del pico de cada ester metilico de acidos
grasos se expresd como porcentaje con respecto al area del pico de todos los esteres
metilicos de los acidos grasos. Los acidos grasos totales marcadores utilizados en este
experimento estan resumidos en la tabla 6. El acido graso 16:1 w5 se utilizé para los
hongos MA (Olsson et al., 1998), 18:2 ® 6,9 para hongos saprofiticos (Frostegard & Baath,
1996; Larsen et al., 1998), la cadena ramificada localizada en la posicion iso y anteiso (i14:0,
i15:0, i16:0, i17:0, i19:0) para bacterias Gram positivas (Ratledge & Wilkinson, 1988; Zelles,
1997), el acido graso ciclopropilico (cy 17:0, cy 19:0) para las bacterias Gram negativas
(Wilkinson, 1988, Zelles, 1997), y 10 Me 170 y 10 Me 180 para
actinomicetos.(Kroppenstedt, 1985; Ravnskov et al., 1999; Frostegérd et al., 1992)
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Acido graso Especificidad
Grupo Dentro del grupo Marcador

10:0 30OH Bacteria Gram negativa

12:0 20H Bacteria Gram negativa

12:0 30H Bacteria Gram negativa

16:0 20H Bacteria Gram negativa

16:0 30H Bacteria Gram negativa

17:0 ciclo Bacteria Gram negativa

19:0 ciclo Bacteria Gram negativa

14:0 iso Bacteria Gram negativa

15:0 iso Bacteria Gram negativa

15:0 antiiso Bacteria Gram negativa

16:0 iso Bacteria Gram negativa

17:0 iso Bacteria Gram negativa

17:0 antiiso Bacteria Gram negativa

19:0 iso Bacteria Gram negativa

16:1w 5 Bacteria Gram negativa Glomus
y hongo Zigomicetos

18:2w 6,9 hongo hongos saprofitos

16:0 10 metil Bacteria Actinomicetos

17:0 10 metil Bacteria Actinomicetos

18:0 10 metil Bacteria Actinomicetos

Tabla 6. Acidos grasos marcadores utilizados en este ensayo.

11. ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS MONOXENICOS

Para el desarrollo del ensayo en cultivo monoxénico, se han utilizado placas petri

bicompartimentadas.

Como material vegetal se utilizaron raices de zanahoria (Daucus carota L) DC1
transformadas con Agrobacterium rhizogenes y como material fingico se utilizé el hongo
micorricico Glomus intraradices Smith & Schenck (DAOM 197198, Biosystematic Research

center, Ottawa, Canada).

El establecimiento de los cultivos se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por (St
Arnaud. et al.,, 1996), con algunas modificaciones. En uno de los compartimentos de la
placa, denominado de la raiz o CR, se afiadi6 medio M, mientras que en el otro,
compartimento de las hifas o CH, se puso medio sin sacarosa (medio M-C). En el
compartimento de la raiz se colocé un fragmento de unos 3-4 cm de una raiz joven

procedente de un cultivo axénico de raices en medio M y el indculo fungico, consistente
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en un cubo de unos 0.5 cm® de medio que contenia al menos unas 50 esporas de Glomus

intraradices. Las placas se mantuvieron a temperatura constante de 24°C.

11.1. Composicion del medio M (Chabot et al., 1992) para el cultivo
monoxénico de los hongos micorricicos.

1.21mM  Ca(NOs),
21.8 mM NaFe/EDTA
451 um  KI
10% Solucién de macroelementos
0.10%  Solucion de microelementos
1% Vitaminas
1% Sacarosa

0.35% Phytagel

Finalmente se ajusto el pH a 5.5 con NaOH y el medio se esterilizo en autoclave a
120°C durante 20 min.

Solucién de macroelementos: Solucion de microelementos

30mM MgSO,
30 mM  MnCl,

9.3mM ZnSO,
242 mM H3BO;

7.9mM  KNO,

8.7mM KCI

0.35mM  KH,PO,

5mM CuSO,
1.4 mM NaH,PO,

10 uM  Na,MoO,

14mM NaSO,
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Vitaminas (100x)

4mM  glicina
29.6 M  hidrocloruro de tiamina
49 uM  hidroclururo de piridoxina
0.4 mM  &cido nicotinico

27.7mM  mio-inositol

11.2. Cuantificacion de la longitud de micelio MA extrarradical, nimero de
BAS y esporas en cultivo monoxénico.

La longitud de micelio se calcul6 en el estereomicroscopio utilizando el método de
interseccién lineal (Newman, 1966). Sobre un nimero de puntos seleccionados al azar en
el CH de la placa petri, se contaron todas las hifas que cruzaban la linea del ocular, cuya
longitud era de 2.2 mm. El nimero de puntos seleccionados oscilaron de veinte a
cuarenta para cada placa, dependiendo de la variabilidad obtenida; es decir, hasta que el

coeficiente de varianza se mantuvo constante.

El niimero total de esporas y de BAS (referidas a un cm?) también se contabilizaron al
estereomicroscopio. Sobre un niumero de puntos seleccionados al azar segin el mismo
protocolo seguido para la longitud de hifas, se contaron todas las estructuras (esporas y

BAS) presentes en el area de un rectangulo del ocular, que correspondia a 0.0126 cm2.

12. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DEL RESIDUO DE
AZUCAR DE REMOLACHA POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADO AL ESPECTROMETRO DE MASA (CG/EM)

El analisis GC/MS se realizé en un cromatografo de gas Varian 3800 acoplado a un
espectrémetro de masas secuestrador de iones Saturn II. La separacién de los compuestos
se realizo utilizando un programa de temperatura de 50 a 270 °C y una columna de silica
gel WCOT cubierta con DP-SIL 8CB de un grosor de 0.25 um. Las muestras se

introdujeron por inyeccion (1:50) a 250 °C.

12.1. Preparacion de las muestras para inyeccion en CG/EM
Se realizaron dos analisis de CG/EM.

Para el primer analisis, los componentes de la muestra se extrajeron con dietileter 1:1

(v/v) (25ml de muestra: 25 ml de dietileter). La fase etérea se aislé y se secé con NazSOy, y
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posteriormente se evapor6 hasta aproximadamente 0.1 ml para su posterior inyeccion en

el aparato.

Para el segundo analisis, de nuevo una alicuota (25 ml) de las muestras se extrajeron
con 25 ml de dietileter. La fase etérea se sec con Na:NOs y el eter se evaporo bajo presion
reducida. El residuo se disolvio en metanol que contenia HCl seco (1.25 M). La soluciéon
se dejo a temperatura ambiente toda la noche y se evapord bajo presion reducida. El
residuo se redisolvid en 0.5 ml de acetona y se analiz6é por CG/EM utilizando los mismos

parametros descritos anteriormente.

La identificaciéon confirmada del acido ferulico se llevd a cabo mediante la
comparacion con el tiempo de retenciéon y el espectro de masas del autentico acido
fertlico. Para el analisis del acido fertdlico auténtico, se disolvié aproximadamente 1 mg
de 4cido fertlico, en 10 ml de metanol que contenia HCl seco (1.25 M). La solucién se dejo
a temperatura ambiente durante toda la noche y se evapor6 bajo presion reducida. El
residuo se suspendié en 10 ml de acetona y se analizé por CG/EM utilizando los mismos

parametros descritos anteriormente.
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IV INTERACCION DE INOCULANTES MICROBIANOS
Y RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
BIOTRANSFORMADOS EN REVEGETACION.
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IV. 1. Introduccion

1 INTRODUCCION A LA PROBLEMATICA DE LOS ECOSISTEMAS
MEDITERRANEOS. JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES.

Los medios geograficos semiaridos mediterraneos se caracterizan por unas
condiciones climaticas severas, con una precipitacion anual baja (alrededor de 289.8 mm)
y una temperatura media anual relativamente alta (16 °C aproximadamente) existiendo
por tanto un déficit anual de agua bastante importante (537.6 mm). Este hecho, unido a la
ascendente deforestacion de estos ecosistemas, conduce a un proceso de desertificacion
de los mismos (Francis & Thornes, 1990); (Morgan et al., 1990). La desertificacion es, por
tanto, el resultado de una progresiva degradacion tanto de la calidad del suelo
(disponibilidad de nutrientes, actividad microbiana, estructura del suelo, etc) como de la
cubierta vegetal (Barea & Jeffries, 1995). Consecuentemente, la desertificacién implica una
pérdida de la vegetacion existente y un incremento en la erosion del suelo, especialmente
ante la accién de las aguas de escorrentia superficial (Francis and Thornes, 1990; Morgan
et al., 1990).

Uno de los objetivos prioritarios del Acta Unica Europea es la conservaciéon y mejora
del medio ambiente, dando especial énfasis en la biodiversidad y proteccién de la
naturaleza. En este sentido, Espafa, a través de convenios y acuerdos internacionales
resultantes de la Conferencia de Rio de 1992, establecid como areas de accion prioritaria,
entre otras, la lucha contra el avance de la desertificacion. Para ello, el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), a través del Instituto de Conservacion de la
Naturaleza (ICONA) y en colaboracion con las Comunidades Auténomas, determiné la
necesidad de reforestar, como estrategia de restauraciéon de ecosistemas degradados,
mediante la introduccién de especies autoctonas que permitieran mantener y potenciar la
biodiversidad. Dentro de este contexto, se incluye el proyecto I+D, CICYT REN 2000-
1724-CQO3, bajo cuyo amparo se enmarca las investigaciones realizadas en este capitulo de
esta tesis doctoral. El objetivo de este proyecto era el incremento de la diversidad

bioldgica en masas de pino carrasco procedentes de repoblacion.

A partir de 1900, pero mas intensamente, desde 1950, se procedi6 a la repoblacion con
caracter protector de la vertiente Mediterranea espafiola con pino carrasco (Pinus
halepensis Mill). Durante esta repoblacion se favorecié las masas monoespecificas de
P.halepensis, en detrimento del matorral, que fue parcialmente eliminado bien para evitar
competencia o bien como método de prevencién frente a incendios forestales. Ello
condujo a la implantacion en el Mediterraneo semiarido espafiol de grandes masas
forestales artificiales de pino carrasco con estructura simple y muy escasa diversidad,
provocando suelos compactos y con escaso contenido en materia organica. Hoy dia, bajo

el marco implantado por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), en
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el que se encuentra este proyecto CICYT, al objetivo principal de correccion de la erosion,
mediante la implantaciéon de pinares, se suma otra serie de objetivos basados en la
conservacion de la biodiversidad y el mantenimiento de los procesos ecoldgicos
esenciales. Debido a que la regeneracion natural de la vegetacion tiende a ser lenta en este
tipo de ecosistemas, donde la escasez de agua limita el establecimiento de plantas y su
crecimiento, se hace necesario llevar a cabo estrategias de reclamacion/recuperacion de
estos suelos, mediante la implantacion de las comunidades de plantas autdctonas

originales, acelerando asi la sucesion natural de las especies (Herrera et al., 1993).

De acuerdo con diversos autores, la estrategia de revegetacion mas apropiada para la
Cuenca Mediterranea debe basarse en la implantacion de especies arbustivas,
subarbustivas y herbaceas mas que de arbdreas, ya que son de crecimiento rapido y
poseen una alta capacidad de enraizar profundamente y de mejorar la calidad del suelo
mediante la formacién de agregados estables. Estudios de Herrera et al., (1993)
recomiendan la utilizaciéon de plantas lefiosas leguminosas, debido a su capacidad para
fijar N2, mediante la asociacién con especies de Rhizobium, y de formar simbiosis
micorricica arbuscular. Entre estas leguminosas, destaca Dorycnium pentaphylum, un
arbusto de crecimiento lento, que pertenece a la sucesion natural de las comunidades de
plantas de los ecosistemas mediterraneos semiaridos del Sureste de Espafia. Es una
planta bien adaptada a las condiciones de limitacion hidrica, propia de estas zonas, y por

tanto candidata a ser podria utilizada en programas de reforestacion.

La restauracion vegetal en estas areas, se enfrenta a un grave problema, consistente
en la existencia de suelos degradados con baja tasa biologica y escasa actividad
microbiana lo que incluye la pérdida del componente simbionte microbiano. Por tanto,
para asegurar el establecimiento de las plantas en dichas condiciones se aconseja tanto la
inoculaciéon de hongos micorricicos arbusculares y otros microorganismos beneficiosos
como la realizacion de labores previas de preparacion del suelo, lo que puede conseguirse
con la incorporacién de una enmienda organica (procedente de la transformacién
biolégica de un residuo organico).

2. SIGNIFICADO DE LOS MICROORGANISMOS DEL SUELO EN UN

PROCESO DE REVEGETACION.

El funcionamiento de un ecosistema edafico depende en gran medida de la actividad
microbiana del suelo, dado que los ciclos biogeoquimicos que ocurren en la naturaleza
son propulsados por microorganismos que ademas, protagonizan otras diversas acciones
que también producen beneficios para las plantas a las que se asocian; entre ellas destaca
el facilitar la captacion de nutrientes, la producciéon de fitohormonas que estimulan el
enraizamiento, la proteccion de la planta frente patdgenos, la descomposicion de
sustancias toxicas en el ecosistema y la mejora de la estructura del suelo (Smith &

Papendick, 1993; Barea & Jeffries, 1995); En suelos degradados ocurre un descenso en el
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numero de propagulos de la microbiota del suelo y/o de su actividad. Esto se debe a que
las plantas regulan en los procesos microbioldgicos que se llevan a cabo en la rizosfera, ya
que éstas son las principales suministradoras de sustratos energéticos al suelo. El
deterioro de los sistemas suelo-planta afecta a las relaciones planta-microorganismos lo
cual representa un factor ecolégico critico en el crecimiento de las plantas en ecosistemas
degradados desencadenando un circulo vicioso de efectos negativos (Requena et al.,
2001). Si no hay plantas, se degrada la vida microbiana y si no hay propagulos
microbianos, cualquier proceso natural o inducido de revegetacion presenta problemas

para prosperar adecuadamente.

La interaccion microorganismo-planta presenta otros aspectos decisivos en la
recuperacion de la cobertura vegetal, ya que la accion microbiana es, también, uno de los
factores que mas influyen en la formacién y mantenimiento de los agregados estables lo
que se traduce en una mayor resistencia del suelo frente a los fenémenos erosivos. Los
mecanismos de agregacion inducidos por los microorganismos pueden ser meramente
fisicos (Sauerbeck, 1987) o bien fisiologicos, mediante la formacién y excreciéon de

polisacaridos que actiian como elementos cementantes (Lynch & Bragg, 1985).

En los sistemas suelo-planta existen una serie de microorganismos beneficiosos que
son claves en el contexto de la sostenibilidad de tales sistemas, entre los que se
encuentran los hongos formadores de micorrizas y los microorganismos promotores del
crecimiento de la planta. Se ha demostrado que ambos grupos son importantes en

estudios de revegetacion (Barea ef al., 1996).

2.1. Aplicacion de los hongos MA en revegetacion.

Las micorrizas desempenan un papel crucial en las primeras etapas de la vida de las
plantas, sobre todo en suelos degradados por procesos erosivos, incendios forestales,
laboreo excesivo, contaminacidn, y en suelos sometidos a condiciones de estrés (sequia,
salinidad, cambios bruscos de temperatura, deficiencia de nutrientes), caracteristicos de
los ecosistemas mediterraneos del Sudeste Ibérico. Centrandonos en el estrés hidrico, que
es uno de los principales condicionantes del establecimiento de las plantas en la vertiente
Mediterranea, diversos estudios a nivel fisiolégico han demostrado que la simbiosis MA
origina una alteracién en las tasas de movimiento de agua dentro, hacia y fuera de las
plantas hospedadoras, con los consiguientes efectos sobre la hidratacion de los tejidos y
la fisiologia de la planta (Augé, 2001). En los primeros trabajos sobre este tema, (Safir &
Boyer, 1971), se concluia que la simbiosis MA probablemente afectaba las relaciones
hidricas de las plantas de manera indirecta, a través de una mejora de la nutricion
fosforada de las mismas. Pero evidencias experimentales demostraron que los efectos de
las MA sobre las relaciones hidricas e intercambio gaseoso de las plantas podia llevarse a

cabo de forma independiente de la nutricién fosforada. Esto supuso un paso decisivo en
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el conocimiento de las relaciones hidricas en la simbiosis MA. Asi, hoy en dia esta
totalmente aceptado que la simbiosis MA modifica las relaciones hidricas de las plantas,
de una forma totalmente independiente al efecto producido por el incremento en la
captacion de P (Augé, 2001; Ruiz-Lozano et al., 2003).

Los estudios realizados han permitido sugerir posibles mecanismos a través de los
cuales la simbiosis MA incrementa la tolerancia de las plantas frente a estreses de tipo

osmotico (Ruiz-Lozano, 2003). Entre estos mecanismos destacan:
e Absorcién y transferencia de agua a través de las hifas flingicas.
e Ajuste osmdtico
e Mejora del intercambio gaseoso
e Cambios en la capacidad de retencion de agua del suelo
e  Estimulacion de actividades asimilativas esenciales para la planta
e Cambios hormonales
e Proteccidn frente al dafio oxidativo generado por la limitacion hidrica.

Los hongos formadores de micorrizas son claves en estrategias destinadas a frenar la
erosién y la desertificacion. En ecosistemas Mediterraneos, se acepta que la revegetacion
debe iniciarse con especies arbustivas autoctonas de tales ambientes; de la misma
manera, se ha demostrado que el maximo beneficio de la inoculaciéon con hongos
formadores de micorrizas arbusculares se alcanza tras una seleccion controlada de
aquellos hongos que muestren un mayor nivel de compatibilidad funcional y ecologica
con el area y especie vegetal a restaurar. Puesto que la erosion, especialmente la que sufre
el sudeste ibérico, produce una importante disminucién, e incluso desaparicion, de
propagulos microbianos del suelo, la reintroduccion de dichos microsimbiontes
autoctonos puede ser clave en un programa de revegetacion. En este sentido, se ha
apuntado la importancia de las llamadas “islas de fertilidad y recursos”, que se generan
en las rizosferas de plantas que crecen aisladas en areas degradadas como fuente de
in6culo de microsimbiontes. Requena et al., (2001) estudio, en un ensayo de campo en
condiciones naturales, la influencia de distintos hongos micorricicos (aléctonos y
autdctonos) sobre el desarrollo de Anthyllis cytisoides con fines de revegetacion. Los
resultados pusieron de manifiesto que la efectividad inicial de la inoculacién con hongos
MA de coleccidén fue superada por los efectos de la mezcla de hongos nativos a medida
que transcurre el proceso de restauracion. Estas conclusiones corroboran la importancia
de utilizar hongos propios del ecosistema, confeccionando indculos mixtos en una
proporcion que simule la diversidad natural, para incrementar el tamano de las
poblaciones naturalmente existentes y obtener el maximo beneficio de su actividad sobre

el desarrollo vegetal.
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3. SIGNIFICADO DE LAS ENMIENDAS ORGANICAS EN UN PROCESO
DE REVEGETACION.

Cuando el estado de degradacion es acusado, el suelo no sélo ha perdido la gran
parte de su potencial bioldgico, sino que la mayoria de sus propiedades fisicas y de
fertilidad estan tan mermadas que no permiten la instauracién de la cubierta vegetal
deseada. En estas condiciones, se plantea la realizacion de un acondicionamiento previo
del suelo que permita o favorezca la implantacion del material vegetal, y en su caso, de
los microorganismos inoculados. La metodologia mas utilizada, y que al mismo tiempo
se ha mostrado mas efectiva, es la aplicaciéon de enmiendas organicas (Caravaca et al.,
2004). Se ha demostrado que las enmiendas organicas mejoran la calidad del suelo
(Bastian & Ryan, 1986) e incrementan su fertilidad (Diaz, 1992).La introducciéon de una
enmienda organica en el suelo promueve el desarrollo de reacciones quimicas, fisico-
quimicas y procesos microbioldgicos. Estas reacciones conducen a modificaciones en las
caracteristicas fisicas del suelo, que se traducen en aumentos de la capacidad de retencién

de agua, infiltracidn, porosidad y estabilidad estructural (Albaladejo ef al., 1996)

3.1. Principales funciones de la materia organica en el suelo.
a) Estructura

La formacion y estabilidad de agregados del suelo se ve favorecida por la materia
organica, basicamente por la accion promotora que ésta tiene sobre las poblaciones de los
microorganismos. Por un lado, los polisacaridos y otras sustancias mucilaginosas
procedentes del metabolismo microbiano juegan un papel importante en la agregacion de
las particulas del suelo (Lax & Garciaorenes, 1993), y por otro, las hifas y micelios de los
hongos microscopicos también actian manteniendo unidas las particulas del suelo
(Miller & Jastrow, 1990; Roldan & Albaladejo, 1994);. La formacion de agregados y su
estabilidad permiten hacer mas permeables los suelos pesados y mas compactos los
ligeros. La adicion de enmiendas organicas también produce un aumento en la porosidad
y una reduccién de la densidad del suelo, efectos que se ha comprobado persisten
durante anos incluso con bajas dosis de aplicacion (Wei et al., 1985). Todas estas acciones
sobre la estructura del suelo contribuyen a que éste sea mas resistente a la erosiéon y se
aleje el peligro de la desertificacion.

b) Capacidad de retencion hidrica

La materia organica, ademas de contribuir al aumento de la capacidad de retencién
hidrica del suelo mediante la formacion de agregados, tiene la capacidad de embeber y
retener grandes cantidades de agua debido a sus propiedades coloidales y a su
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno con el agua que parcialmente luego ponen a

disposicién de la planta(Allison, 1973).
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c) Aporte de nutrientes

La materia orgdnica aporta macro y micronutrientes al suelo mediante su
degradaciéon y también mediante la reaccién de los compuestos organicos recién
formados con la fracciéon mineral del suelo.

d) Accion bioldgica

Los sistemas semidridos del mediterraneo espafiol presentan suelos bastante
degradados, en los que la actividad de la microbiota es baja. La materia organica juega un
papel fundamental en el desarrollo de los ecosistemas edaficos y en su funcionamiento
(Smith & Papendick, 1993). El contenido de materia organica de un suelo, asi como la
dindmica de dicha materia organica, va a incidir sobre el conjunto de poblaciones
microbianas que existen en dicho suelo, y por tanto, sobre la fertilidad del mismo. La
productividad potencial de un suelo se relaciona directamente con la concentracién de
materia orgénica y su tasa de renovacion. Los microorganismos, mediante reacciones
diversas (oxidacién, reduccion, hidrolisis, etc.) participan activamente en la dindmica de
los ciclos biogeoquimicos de los elementos fundamentales (C, N, P, S, etc.). Estos
mecanismos estan muy deprimidos en zonas semidridas y ecosistemas como los que nos

ocupan por la ausencia de materia organica (Garcia et al., 1997).

3.2. Utilizacion de residuos agroindustriales biotransformados con fines de
revegetacion.

El vertido al medio de residuos agroindustriales, tales como el producido en la
extraccion del aceite de oliva (alpeorujo (DOC del inglés dry olive cake)) o el de la
obtencion del aztcar de remolacha (SB, del inglés sugar beet) [ambas industrias
ampliamente extendidas en Espafa] puede constituir un problema medioambiental por
su dificil eliminacién debido a la estabilidad de sus constituyentes y su toxicidad en
algunos casos [DOC] (Vassilev et al., 1996). Sin embargo, estos residuos pueden ser
utilizados como fertilizantes si se someten a un proceso biolégico previo de degradacion.
Se ha comprobado que las propiedades lignoceluloliticas de Aspergillus niger, le permite
crecer en dichos sustratos mineralizdndolos, mediante un proceso de fermentacién
estatica. Ademas, si previamente se le afiade al medio fosfato de roca (una fuente de
fésforo insoluble abundante y de bajo coste) el fosforo se solubilizara gracias a la
capacidad metabolica de A. niger de secretar acidos organicos (acido citrico en particular)
y por tanto de disminuir el pH del medio en el proceso de mineralizacion del residuo
(Vassilev et al., 1995).

La utilizacién de estos residuos agroindustriales presentan una serie de ventajas

frente a otros enmendantes organicos: son un material barato y ampliamente disponible.
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Ademas, el uso de fosfato de roca constituye una fuente de fésforo para las plantas al ser
solubilizado en el proceso de biotransformacion de dichos residuos.

4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS COMO INDICE DE RECUPERACION
DEL SUELO

En los tultimos afos se ha desarrollado un enorme interés por el papel que
desempenan las enzimas del suelo, afectando la calidad del mismo. En este sentido, el
estado microbiologico y bioquimico de un suelo ha sido propuesto como indicador fiable
y rapido del estado biologico real de ese suelo, asi como de procesos de recuperacion de
los mismos, tanto en ecosistemas naturales como en agroecosistemas(Dick & Tabatabai,
1993b) La determinacion de ciertas actividades enzimaticas, junto con el uso de
parametros agroquimicos tradicionales, parece ser uno de los mejores métodos para
evaluar el estado de la actividad microbiana del suelo y para comprender la respuesta del
mismo a diferentes practicas de cultivo, enmiendas organicas o cambios ambientales
(Nannipieri et al., 1990). El analisis de actividades enzimaticas concretas no refleja el nivel
de actividad microbioldgica del suelo, ya que las enzimas son especificas de un
determinado sustrato y estan relacionadas con reacciones particulares. Por tanto, la
medida simultanea de varias actividades enzimaticas en el suelo puede ser mucho mas
valida e ilustrativa que la determinacion de una sola actividad para estimar la actividad
microbioldgica total del mismo y dinamica de nutrientes, asi como la respuesta a
practicas de cultivo, estreses ambientales y cambios en las condiciones climaticas
(Nannipieri et al., 1990). En este sentido, Ceccanti et al., 1994, proponen el uso de una
oxido-reductasa (deshidrogenasa) y de una serie de hidrolasas (ureasa, proteasa,
fosfatasa, pB-glucosidasa) para evaluar con precision y rapidez los efectos de diferentes
practicas de cultivo (agricultura intensiva o periodos de barbecho). Los resultados del
estudio de estos grupos enzimaticos se relacionaron con diferentes propiedades del suelo:
nivel de fertilidad bioldgica en el suelo, transformacion metabodlica de macrocompuestos

en compuestos minerales simples y presencia de nutrientes disponibles para la planta.

Actividad deshidrogenasa

La deshidrogenasa es un cofactor de numerosas enzimas y funciona solo
intracelularmente (Nannipieri et al., 1990). Su actividad representa la energia transferida
a través de la cadena respiratoria. Por esta razon, la actividad deshidrogenasa en suelo, es

un indice de la actividad microbiana global del mismo.

Actividad ureasa

Es una enzima microbiana que hidroliza las uniones peptidicas de amidas lineales de

sustratos nitrogenados propocionando CO2 y NHs (Tabatabai, 1994)
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Actividad proteasa

Acttia en la hidrolisis de proteinas hasta amonio, utilizando sustratos peptidicos

simples. Junto con la actividad ureasa esta involucrada en el ciclo del N.

Actividad fosfatasa

La asimilacién del fosforo para las plantas depende en gran parte de la
mineralizacion que experimenten las diferentes fracciones de dicho fésforo unidas a las
formas organicas. Las enzimas fosfatasas son las encargadas de hidrolizar fésforo en
forma organica (esteres de fosfato) hasta formas inorganicas, haciéndolo por tanto

asimilable para las plantas.

Actividad [T-glucosidasa

La enzima B-glucosidasa esta involucrada en el desarrollo del ciclo del carbono en el
suelo, y se encarga de catalizar reacciones de hidrdlisis de cadenas no reducibles de B-D-
glucosidos para formar B-glucosa. Esta enzima refleja el estado de la materia organica en
el suelo y todos los procesos que tengan lugar en ella, desde mineralizacion hasta la
humidificaciéon (Hayano & Tubaki, 1985).

IV. 2. Parte experimental

1. INFLUENCIA DEL RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA (SB)
SOBRE CRECIMIENTO DE TRIFOLIUM REPENS

1.1. Objetivo.

Evaluar la influencia que ejercen el residuo de azticar de remolacha sin tratar o tras la
biotransformacién con A.niger, en plantas micorrizadas o no sobre el crecimiento de la

planta.

1.2. Condiciones experimentales
El sustrato utilizado fue una mezcla suelo natural: arena 5:2 (v:v). La arena se

esteriliz6 en autoclave a 120 °C durante 20 min.

Para el proceso de fermentacion se utilizd como sustrato residuo de aztcar de
remolacha (SB) suplementado con 0.75 g de fosfato de roca. La preparacién del sustrato
asi como la inoculacidon con A.niger y las condiciones de la incubacién, se realizaron

siguiendo los pasos descritos en el capitulo de materiales y métodos.
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Las enmiendas se mezclaron con la mezcla suelo-arena en una proporcion de 5%

cuando fue requerido, y se dejaron durante tres semanas a temperatura ambiente.

A aquellas macetas cuyos tratamientos no incluian el fermentado se les afiadi6 0.75 g
de RP.

Las plantas crecieron en condiciones de invernadero (descritas en el capitulo de
materiales y métodos) durante 6 meses y se regaron todos los dias hasta alcanzar el 100%

de la capacidad de campo.

1.3. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas de 500 cc de
capacidad. Cuando correspondid, el sustrato habia recibido el residuo de aztcar de
remolacha (fermentado o no) y/o el indculo MA. Los tratamientos micorrizados
recibieron 10 g de indculo de una mezcla de tres hongos micorricicos arbusculares
autoctonos previamente seleccionados: Glomus mosseae (EEZ-43), G.coronatum (EEZ-44), y
G.claroideum (EEZ-47).

1.4. Disefio experimental

Los dos factores considerados en el disefio experimental fueron: (1) enmienda
agricola [control (sin enmienda), SB (residuo de aztcar de remolacha) SBA (residuo de
azucar de remolacha fermentado con A.niger)] y (2) inoculaciéon micorricica (M),

resultando un total de 6 tratamientos con 4 repeticiones cada uno.

1.5. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Las barras en las
columnas indican el error estandar y los valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente distintos segtin el test LSD o0s. Se realizd un andlisis de varianza

multifactorial ANOVA entre los distintos tratamientos

1.6. Resultados.

Tanto el desarrollo de parte aérea como de la raiz de las plantas de Trifolium repens
presentaron la misma pauta de crecimiento en respuesta a los distintos tratamientos
aplicados. El residuo de azticar de remolacha fermentado con A.niger (SBA) fue efectivo e
incremento el crecimiento de parte aérea de las plantas de Trifolium repens en un 1611 %,

y el desarrollo de raiz en un 1193 % con respecto al control sin enmienda y sin micorrizar
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(figura 1 y 2). Sin embargo, el mayor crecimiento tanto de raiz como de parte aérea se
alcanzo en las plantas micorrizadas que crecieron en presencia de esta enmienda (SBA)
(figura 1,2). A nivel de crecimiento de parte aérea se observa una interaccion positiva
entre la enmienda y la micorriza, como indica los valores de varianza del analisis

multifactorial (tabla 1).

3000 d
2500 - C
2000 - O cosecha4
1500 1 B cosecha 3
1000 - 2 ha 2
500 1 ab b a ab cosecha
0 | = = =7 @ cosechal
clM|c|m|c|wm
C SB SBA

Figura 1: Peso seco parte aérea de plantas de Trifolium repens micorrizadas (M) y sin micorrizar (C)
adicionadas de residuo de azticar de remolacha sin fermentar (SB), fermentado con Aspergillus niger

(SBA) o sin residuo (C). Los valores representan los promedios seguidos del error estandar (n=4).
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Figura 2: peso fresco raiz de plantas de Trifolium repens micorrizadas (M) y sin micorrizar (C),
adicionadas de residuo de azucar de remolacha sin fermentar (SB), fermentado con Aspergillus niger

(SBA) o sin residuo (C). Los valores representan los promedios seguidos del error estandar (n=4).

Enmienda(A) Micorriza(B) AxB

Peso seco parte aérea 0.0000 0.0000 0.0002
Peso fresco raiz 0.0000 0.0047 0.7288
%% 3% ns

Tabla 1: Valores del andlisis de varianza multifactorial para los pardmetros de crecimiento de parte aérea y raiz

de plantas de Trifolium repens cultivadas en presencia o no de enmienda y micorriza

El porcentaje de colonizacion MA fue menor en presencia de SB y se mantuvo sin
cambios con respecto al control en las plantas que crecieron en suelos adicionados de
SBA (figura 3).
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Figura 3: Colonizacién micorricica raiz de plantas de Trifolium repens micorrizadas (M) y sin
micorrizar (C) adicionadas de residuo de azticar de remolacha sin fermentar (SB), fermentado con
Aspergillus niger (SBA) o sin residuo (C). Los valores representan los promedios seguidos del error

estandar (n=4).

2. ESTUDIO DIFERENCIAL DE LA APLICACION DEL EXTRACTO
ACUOSO O DEL RESIDUO SOLIDO DE AZUCAR DE REMOLACHA
(FERMENTADO CON A. NIGER O SIN FERMENTAR) SOBRE
CRECIMIENTO DE TRIFOLIUM REPENS Y SU INTERACCION CON LOS
HONGOS MA AUTOCTONOS

2.1. Objetivo.

Efecto del extracto acuoso o del residuo sélido de SB y SBA sobre el crecimiento de

las plantas de Trifolium repens y el nivel de micorrizacion.

2.2. Condiciones experimentales
El sustrato utilizado fue una mezcla suelo de Murcia natural: arena 5:2 (v:v). La arena

se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 min.

Para el proceso de fermentacion se utiliz6 como sustrato residuo de aztcar de
remolacha (SB) suplementado con 0.75 g de fosfato de roca. La preparacion del sustrato
asi como la inoculacién con A. niger y las condiciones de la incubacion, se realizaron

siguiendo los pasos descritos en el capitulo de materiales y métodos.
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Las plantas crecieron en condiciones de invernadero (descritas en el capitulo de
materiales y métodos) durante 5 meses y se regaron todos los dias hasta alcanzar su

capacidad de campo.

2.3. Preparacion del extracto acuoso y aplicacion de los residuos sélidos y
acuosos.

El extracto acuoso se prepard siguiendo el protocolo descrito por (Calvet ef al., 1992).
Matraces Erlenmeyers con agua destilada estéril a la que se le afiadieron los residuos
organicos (SB o SBA) al 20%, se agitaron durante 30 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, se procedio a la filtracion de estas soluciones acuosas (0.45 pm).

Tanto las enmiendas como los extractos acuosos de estas, se mezclaron con la mezcla
suelo-arena en una proporcion de 5% cuando fue requerido, y se dejaron durante tres

semanas a temperatura ambiente.

A aquellas macetas cuyos tratamientos no incluian el fermentado se les afiadi6 0.75 g
de RP.

2.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas de 330 ml de
capacidad, a las que se les afiadid el fermentado sélido o el extracto acuoso de este y/o el
inéculo MA, cuando correspondié. Los tratamientos micorrizados recibieron 10 g de
indculo de una mezcla de tres hongos micorricicos arbusculares autoctonos: Glomus
mosseae (EEZ-43), G. coronatum (EEZ-44), y G .claroideum (EEZ-47).

2.5. Disefio experimental

Los tres factores considerados en el disefio experimental fueron: (1) enmienda
agricola [SB (residuo de azticar de remolacha), SBA (residuo de azticar de remolacha
fermentado con A. niger)], (2) naturaleza de la enmienda aplicada [(extracto acuoso (L) o
residuo sdlido (S)] y (3) inoculaciéon micorricica (M), resultando un total de 8 tratamientos
con 5 repeticiones cada uno. Ademas se prepararon 10 macetas mas como controles (-) a
las que no se les afiadié ningun tipo de enmienda. De esas 10 macetas 5 estaban

micorrizadas y 5 sin micorrizar.

2.6. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en

este ensayo fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Las barras en las
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columnas indican el error estandar y los valores seguidos de letras diferentes son

estadisticamente distintos segtin el test LSD o.s.

Se realiz6 un analisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos
tratamientos a los que se les habia aplicado enmienda para las variables determinadas en

el ensayo (peso seco parte aérea, peso fresco raiz y nimero de nédulos).

Para la realizacion de estos andlisis se wutilizo el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

2.7. Resultados

Observamos un efecto diferente en el desarrollo de parte aérea segtn el tipo de

enmienda aplicada.

En las plantas no micorrizadas, la mayor biomasa de parte aérea se alcanzo en las
plantas que crecieron en suelo con SBA afiadido en forma solida. No se observaron
diferencias significativas en los demas tratamientos no micorrizados. Sin embargo, en las
plantas micorrizadas, el mayor desarrollo de parte aérea se alcanzo en las plantas que
crecieron en suelo adicionado de SBA, tanto liquido como sdlido (figura 4). Mientras que
en las plantas sin micorrizar el factor determinante de la diferente biomasa cosechada fue
la naturaleza del enmendante (residuo sdlido o extracto liquido del mismo), en las
plantas micorrizadas fue mas importante el tipo de enmienda aplicada (SB o SBA) y no su
naturaleza (tablas 2 y 3).). Asi, el efecto de la micorrizacién sobre el crecimiento de parte
aérea de la planta solamente se expreso en presencia de la enmienda SBA, tanto en forma
solida como en forma de extracto acuoso. Ambos tratamientos provocaron los maximos
desarrollos de biomasa. Sin embargo, en ausencia de micorriza, los tratamientos con
enmienda sélida alcanzaron un mayor desarrollo que aquellos a los que se les afiadid el

extracto acuoso (fig 4).
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Figura 4: Peso seco de parte aérea de Trifolium repens micorrizadas y no micorrizadas crecidas en
ausencia de residuo (C) 6 en presencia de residuo de azucar de remolacha sin fermentar (SB) o
fermentado (SBA) aplicado como extracto acuoso (L) o como residuo sélido (S). Los valores

representan los promedios (n=5).

La presencia del residuo so6lido increment¢ el desarrollo radical mas que el extracto
acuoso, especialmente en las plantas no micorrizadas. La mayor biomasa de raiz se

alcanzo en las plantas que crecieron en presencia de SBA sdlido (fig 5 a).

La micorrizacion increment6 el nimero de noédulos y el maximo ntimero de nédulos
se alcanz6 en presencia de SBA aplicado como extracto acuoso. El SB inhibid la formacion
de nddulos (fig 5 b). Los valores del andlisis multifactorial ANOVA realizado para los
parametros de crecimiento y nimero de nddulos en las plantas de T. repens indican que la
enmienda utilizada y en particular la forma en la que se aplica dicha enmienda afecta
significativamente el desarrollo de radical de las plantas de T. repens (tabla 2). Sin
embargo, el andlisis ANOVA parcial muestra que dicho efecto no es significativo en las
plantas micorrizadas (tabla 4). El nimero de nédulos se afect6 por la enmienda utilizada
pero el factor que influyé mas significativamente sobre este parametro fue la

micorrizacion (Tabla 2).
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Figura 5: Peso fresco raiz (a) y ntimero de nddulos de Trifolium repens micorrizadas y no

micorrizadas crecidas en ausencia de residuo (C) o en presencia de residuo de azticar de remolacha

sin fermentar (SB) o fermentado (SBA) aplicado como extracto acuoso (L) o como residuo sélido (S).

Los valores representan los promedios (n=5).

Enmienda (A) Naturalezadel Micorriza (M)  AxB AxM  BxM AxBxM
enmendante (B)
Peso seco 0.0002 0.066 0.0485 0.7418 0.0025 0.2095 0.4574
parte aérea o ns * ns ** ns ns
Peso fresco 0.0282 0.0082 0.7043 0.4826 0.9153 0.3791 0.431
raiz * ** ns ns ns ns ns
N® nédulos 0.0507 0.8751 0.0005 0.3142 0.1636 0.6378 0.1899
* ns e ns ns ns ns

Tabla 2: Analisis de varianza multifactorial de los parametros de crecimiento y simbiéticos de las

plantas de Trifolium repens.
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Enmienda (A) Naturaleza AxB

del enmendante (B)

Peso seco 0.372 0.0084 0.6971
parte aérea ns * ns
Peso fresco raiz 0.0779 0.012 0.2669
ns i ns
N noddulos 0.0879 0.3552 0.3552
ns ns ns

Tabla 3: Analisis de varianza multifactorial de los parametros de crecimiento y simbioticos de las

plantas de Trifolium repens no micorrizadas.

Enmienda (A) Naturaleza AxB

del enmendante (B)

Peso seco 0.0005 0.7231 0.5395
parte aérea e ns ns
Peso fresco raiz 0.1584 0.2233 0.955
ns ns ns
N¢?ndédulos 0.0988 0.7521 0.2485
ns ns ns

Tabla 4: Analisis de varianza multifactorial de los parametros de crecimiento y simbidticos de

plantas de Trifolium repens micorrizadas.

3. EFECTO DE BIOFERMENTADOS, HONGOS MA NATIVOS Y LA
LEVADURA YAROWIA LIPOLYTICA SOBRE EL DESARROLLO DE
DORYCNIUM PENTAPHYLUM Y LAS CARACTERISTICAS DEL SUELO.

3.1. Objetivo

El objetivo de este estudio es determinar la capacidad como fertilizante de dos
residuos agroindustriales biotransformados, residuo de azticar de remolacha (SB) y
alpeorujo (DOC), aplicados por separado o conjuntamente, sobre un suelo natural

degradado de la vertiente Mediterranea. Dicho efecto se evaltia en presencia o ausencia
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de hongos micorricicos arbusculares autéctonos seleccionados y una levadura promotora

del crecimiento de la planta.

3.2. Disefio experimental

El experimento consistio en un bloque factorial disehado completamente al azar, con
tres factores: (1) inoculacién micorricica (M), (2) inoculacién con Y. lipolytica (Y) y (3)
residuo agroindustrial (SB y/o DOC). De manera que los tratamientos de este
experimento fueron los siguientes: suelo sin enmienda: control (i), suelo enmendado con
SB (ii); con DOC (iii); o con SB+DOC (iv); inoculados o sin inocular con MA o con Y.
lipolytica. Todos estos tratamientos tuvieron 5 repeticiones lo que dio lugar a un total de

40 macetas.

3.3. Condiciones experimentales

El sustrato utilizado fue una mezcla de suelo natural (adicionado o no de fermentado
correspondiente DOC y/o SB): arena 5:2 (v:v). La arena se esteriliz6 en autoclave a 120 °C

durante 20 min.

Para este ensayo se utilizaron biofermentados de alpeorujo (DOC) y residuo de
azucar de remolacha (SB), que se prepararon segtn el protocolo descrito en materiales y
métodos. A cada matraz Erlemmeyer se le afiadi6 5 g de cada residuo por separado 65 g
de una mezcla de ambos 1:1 (w/w) junto con 0.75 g de fosfato de roca (RP) y 40 ml de la
solucién mineral Czapek-Dox. Tras autoclavar los matraces a 120 °C durante 30 min, se
inocularon con 3 ml de una suspension de esporas de Aspergillus niger (1.2 106 sporas). La
fermentacion se llevo a cabo mediante incubacién a 30 °C durante 20 dias.

Tales enmiendas, separadamente o mezcladas en igual proporcién, se mezclaron con
la mezcla suelo-arena en una proporcion de 5% cuando fue requerido, y se dejaron
durante tres semanas a temperatura ambiente para que alcanzaran el equilibrio y

estabilizacion con los componentes del suelo.

A aquellas macetas, cuyos tratamientos no incluian la adicion del fermentado, se les

anadio la cantidad correspondiente de RP.

Las plantas crecieron en macetas de 500 cc, en condiciones de invernadero (descritas
en materiales y métodos) durante 2 meses y se regaron todos los dias hasta alcanzar la

capacidad de campo.

3.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,

fue Dorycnium pentaphylum Scop. Una plantula de D. pentaphylum, germinada en sustrato
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inerte, se traspas6 a cada maceta (d= 12.2 cm; 500 ml). Los tratamientos micorrizados
recibieron 10 g de inoculo de una mezcla de siete hongos micorricicos arbusculares
autoctonos: Glomus mosseae (EEZ-43), G. constrictum (EEZ-42), G. coronatum (EEZ-44), G.
microagregatum (EEZ-40), Glomus sp (EEZ-41), G. albidum (EEZ-39), G. claroideum (EEZ-47).

Yarowia lipolytica se inoculd, cuando fue requerido, en forma de suspension (1ml por

maceta, que contenia 1.7 106 ufc ml-)

3.5. Determinaciones

Tras cosechar, a los 60 dias de crecimiento, se determiné el peso seco de la parte
aérea. La parte aérea se molié en un molinillo Wiley hasta alcanzar un tamafio de 0.5 mm,
para proceder a la determinacion del contenido de N y P. La concentracién de N se midié
colorimétricamente con un autoanalizador, siguiendo las instrucciones del manual
(Technicon, 1974). El contenido de P se determiné por el método del molibdato-vanadato
descrito por (Lachica et al., 1973)

Las raices fueron cuidadosamente lavadas y se determin¢ el peso fresco y el nimero
de nédulos formados. Posteriormente se procedié a la tinciéon y determinacion de la
extension de longitud raiz colonizada segiin el método descrito en Materiales y Métodos.

En suelo rizosférico se determind si los tratamientos aplicados (enmiendas y/o
inoculaciéon microbiana) habian afectado a los siguientes parametros:

e Propiedades fisico-quimicas del suelo: pH y conductividad eléctrica.

e Propiedades quimicas del suelo: carbono hidrosoluble y carbohidratos
hidrosolubles.

e Propiedades fisicas del suelo: estabilidad de agregados.

e Propiedades bioldgicas del suelo: actividades enzimaticas (deshidrogenasa,
B-glucosidasa, fosfatasa, proteasa y ureasa).

e Numero de esporas de los hongos MA.

3.6. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos, sobre cada una de las variables analizadas
en este ensayo, fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Los valores

seguidos de letras diferentes son estadisticamente distintos segtin el test LSD o.s.

Para la realizacion de estos analisis se wutiliz6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).
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3.7. Resultados
Crecimiento vegetal

La efectividad de la aplicaciéon del residuo de azticar de remolacha (SB) sobre el
crecimiento de la planta fue mayor que la del alpeorujo. El alpeorujo incrementd la
biomasa de la parte aérea. La mezcla de ambos residuos no aport6é ninguna diferencia
significativa en comparacion con la aplicacion de alpeorujo solo. En suelos sin enmienda
agricola, el crecimiento de la planta estuvo muy limitado, y las inoculaciones microbianas
no lo mejoraron (fig 6 a). Sin embargo, el desarrollo radical se estimuld en algunos
tratamientos (C y DOC) por la colonizaciéon MA. La colonizacién MA o la inoculacién con
Y. lipolytica incremento el crecimiento de la raiz en las plantas enmendadas con DOC en
un 192% y el indculo MA en un 184% en comparacion con las plantas no inoculadas. Por
el contrario ambos tratamientos disminuyeron la biomasa radical en plantas adicionadas
de SB 6 SB + DOC (fig 6 b). El valor maximo de biomasa radical se alcanz6 en las plantas

que crecieron en suelo con SB y sin inoculacién microbiana.

1600 -

1200 +

800 4

400 A

peso fresco raiz (mg)

C DOC SB DOC+SB C DOC SB DOC+SB

Figura 6: Peso seco de parte aérea y peso fresco de raiz de Dorycnium pentaphylum sin tratar (C) o
tratadas con los fermentados de alpeorujo (DOC), residuo de azticar de remolacha (SB) o ambos
(DOC+SB). Efecto de la inoculacion con hongos MA (M), y/o Y. lipolytica (Y).

Desarrollos simbiéticos

En este suelo, la inoculacién micorricica fue un factor critico para obtener plantas
micorrizadas. Se encontraron grandes diferencias a nivel de longitud de raiz colonizada
entre plantas crecidas en suelo con enmienda y las crecidas en suelo sin enmienda (Fig 7).
En las plantas micorrizadas, el porcentaje de colonizacion MA en raiz, se incrementd por
la adicion de DOC, SB y DOC + SB. El maximo valor se alcanzd en suelo con enmienda en

las plantas coinoculadas con Y .lipolytica y los hongos MA. La inoculacién de Y. lipolytica
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incremento la infeccion MA en las plantas con cualquiera de las enmiendas aplicadas (SB,

DOC, DOC +SB) (fig 7 a).

No hubo formacién de noédulos en las plantas no inoculadas. DOC y SB

incrementaron la nodulacién, particularmente en plantas coinoculadas con Y. lipolytica y

hongos MA, pero la mezcla DOC + SB redujo la nodulacion hasta cero en todas las

plantas (fig 7 b).
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Figura 7: Porcentaje de micorrizaciéon (a) y numero de noédulos (b) en raices de Dorycnium

pentaphylum sin tratar (C) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azticar de

remolacha (SB) o ambos (DOC+SB). Efecto de la inoculaciéon con hongos MA (M), y/o Y. lipolytica

(Y).

Nutricion

La captaciéon de nitrégeno por la planta se incrementé por la adicion de las

enmiendas organicas. El efecto positivo de las inoculaciones microbianas en la

adquisicion de N por la planta solo se aprecid en las plantas inoculadas con micorriza en

suelo con SB (figura 8). Este tratamiento (SB+M) incremento en un 938 % el contenido de

este nutriente respecto a las plantas sin tratar (C).
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Figura 8: Contenido de N total en parte aérea de Dorycnium pentaphylum sin tratar (C) o tratadas
con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azucar de remolacha (SB) o ambos (DOC+SB).

Efecto de la inoculacién con hongos MA (M), y Y. lipolytica (Y).

La aplicacion de DOC 6 SB 6 la mezcla de ambos asociada con los inoculos
microbianos compensaron las condiciones limitantes de P en el suelo, y jugaron un papel

importante en la captacion de P por las plantas de Dorycnium (tabla 5).

Las inoculaciéon con Y. lipolytica u hongos MA no incrementd la concentracion de P en
parte aérea en suelos tratados con SB o DOC, pero si en los suelos con SB +DOC (tabla 5).
Sin embargo, el contenido de P en parte aérea se incrementé considerablemente por las
enmiendas aplicadas, particularmente por SB. La inoculacién con Y. lipolytica y/o los
hongos MA incrementaron en contenido de P, pero este efecto solo se observd en suelos
con enmienda. La colonizacién micorricica por los endofitos autoctonos afectd
positivamente el contenido de P, pero el efecto de la micorriza sobre la adquisicién de P
por las plantas de Dorycnium fue mas importante en las plantas que crecieron en suelos
con enmienda, y varié de acuerdo con la enmienda aplicada. De hecho, las plantas
micorrizadas incrementaron la captacion de P en un 120% (en suelo sin enmienda), 209%
(en suelo con DOC), 140% (en suelo con SB) o 179% (en suelo con DOC + SB)
respectivamente. La compatibilidad de las enmiendas tratadas con A. niger y los hongos
MA afect6 la capacidad colonizadora del indculo micorricico. La coinoculaciéon fue mas
efectiva que las inoculaciones simples incrementando el contenido de P en parte aérea
(Tabla 5).
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tratamientos microbianos

Y. lipolytica +
Control Y. lipolytica hongos MA poryce

enmendantes hongos MA
%P P (mg) %P P (mg) %P P (mg) % P P (mg)
Control 0.13e 0.15bc 0.09b 0.10 ab 021g 0.18cd 010c 0.08a
(DOC) 0.09b 0.22cd 0.10 cd 0.36 ef 011cd 046gh 0.07a 023d
(SB) 0221 238k 021 gh 2721 022 hi 33311 014e 186]j
DOC+SB 011d 034e 018f 052h 018f 0.61i 011d 041 fg

Tabla 5: Concentraciéon y contenido total de P en parte aérea de Dorycnium pentaphylum sin tratar
(C) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azticar de remolacha (SB) o ambos
(DOC+SB). Efecto de la inoculacion con hongos MA (M), y/o Y. lipolytica (Y).

Actividades enzimdticas en suelo rizosférico

La actividad deshidrogenasa se incrementd en los suelos con enmienda,
particularmente en los enmendados con SB. Los valores maximos se obtuvieron cuando
se inoculd Y. lipolytica, que incrementd esta actividad en un 136 % respecto al suelo no
tratado (C). Sin embargo en los tratamientos con DOC no se observo ningun efecto por la

inoculacion microbiana (tabla 6).

La actividad wureasa se incrementd en suelo rizosférico de las plantas tratadas con
DOC o SB. El maximo valor se obtuvo en el suelo donde crecieron las plantas
micorrizadas enmendadas con DOC (tabla 6), en €l, el incremento de esta actividad fue
del 177 %. La aplicacion de las enmiendas organicas también incremento la actividad
proteasa y la accién de Y. lipolytica supuso un aumento del 251% en los suelos
enmendados con DOC (tabla 6)

La actividad pglucosidasa, utilizada como indice de la transformacion de
carbohidratos, muestra que las enmiendas orgdnicas aplicadas incrementaron esta
actividad hidrolitica en el suelo rizosférico, particularmente en los tratamientos con SB e
inoculados con Y. lipolytica (con un aumento del 230 % sobre el suelo sin enmienda). Y.
lipolytica y la micorrizacion produjeron el mayor incremento en la actividad B-glucosidasa
en suelos con DOC (tabla 6).

La actividad fosfatasa (Tabla 6), fue incrementada en los suelos rizosféricos con
enmienda (230 % mayor en SB que en el control sin enmienda). SB fue el residuo organico
que incrementd en mayor proporcion la actividad fosfatasa. Los tratamientos

microbianos no incrementaron esta actividad hidrolitica.
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tratamiento microbiano Residuo organico

C DOC SB DOC+SB
Deshidrogenasa
Control 3891 a 75.38 bed 86.49 de 66.06 bc
Y 40.12 a 69.52 bc 91.83 e 64.58 b
M 42.04 a 76.37 bed 75.29 bed 78 cd
Y+M 46.57 a 73.44 bc 904 e 71.18 bc
Ureasa
Control 910 a 2160 ef 2100 def 1550 b
Y 1000 a 2150 ef 1980 cde 1720 bed
M 790 a 2520 f 1710 bed 1620 bc
Y+M 1140 a 2290 ef 2140 def 2030 cde
Proteasa
Control 530 a 1460 ¢ 1440 ¢ 1180 bc
Y 540 a 1860 d 1380 bc 1170 bce
M 570 a 1610 ¢ 1250 bc 1010 b
Y+M 610 a 1390 bc 1500 ¢ 1160 bc

B-glucosidasa

Control 46.97 a 75.67 cde 11145 g 74.17 cde
Y 40.5 a 102.62 fg 98.65 fg 67.98 bc
M 49.74 ab 104.64 fg 72.54 cd 68.13 bc
Y+M 57.22 abc 90.74 def 93.85 efg 75.13 cde
Fosfatasa

Control 21.82 a 40.04 bc 67.97 f 61.24 def
Y 2211 a 48.44 cd 72.01 f 63.73 ef
M 23.87 a 52.41 cde 39.03 bc 46.92 cd
Y+M 29.81 ab 41.09 bc 60.75 def 58.09 def

Tabla 6: Actividades deshidrogenasa (ug INF g h), ureasa (ug NHs g h!), proteasa (umol NHs g
h), B-glucosidasa (ug PNF g' h'') y fosfatasa (ug PNF g'! h') en suelo rizosférico de Dorycnium
pentaphylum sin tratar (Control) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azticar
de remolacha (SB) o ambos (DOC+SB). Efecto de la inoculacién hongos MA (M), y/o Y. lipolytica (Y).
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Caracteristicas fisico-quimicas del suelo

Los valores de pH en suelo rizosférico disminuyeron con la aplicacion de SB. Pero la
doble inoculacién con hongo MA y Y. lipolytica, incremento los valores de pH tanto en los

suelos sin enmienda como en los enmendados (tabla 7).

La conductividad eléctrica fue mayor por la adiciéon de la enmienda organica. Y.
lipolytica redujo este valor en suelos con enmienda, particularmente cuando se afiadié

conjuntamente con el indculo micorricico. (tabla 7).

tratamiento microbiano Residuo organico

C DOC SB DOC+SB
pH
Control 8.65 f 8.55 de 8.37 a 8.42 ab
Y 875 g 8.52 cd 8.39 ab 8.42 ab
M 8.61 ef 8.58 def 8.45 bc 8.45 bc
Y+M 8.88 h 873 g 8.58 def 8.55 de

Conductividad eléctrica

Control 358 ab 644 efg 712 fgh 759 h
Y 259 a 554 de 546 cd 601 ef
M 370 abc 699 fgh 750 gh 802 h
Y+M 299 a 454 bed 486 d 531 de

Tabla 7: pH y conductividad eléctrica (uS cm™) de suelo rizosférico de Dorycnium pentaphylum sin
tratar (Control) o tratado con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azucar de remolacha

(SB) 0 ambos (DOC+SB). Efecto de la inoculacion con hongos MA (M), y Y. lipolytica (Y).

Los carbohidratos hidrosolubles (Tabla 8), fueron mayores en los suelos enmendados
con DOC, aunque todas las enmiendas orgénicas incrementaron este parametro, al igual
que el C hidrosoluble (tabla 8). Sin embargo, las inoculaciones microbianas no afectaron o
incluso disminuyeron, particularmente la doble inoculacién, ambos valores en suelo

rizosférico (Tabla 8).

La aplicacién de los residuos organicos increment6 significativamente la estabilidad
de agregados en suelo. Y. lipolytica no alteré significativamente estos valores. La

inoculacion micorricica fue mas efectiva en suelo sin enmienda agricola. (tabla 9).

103



IV. Inoculacion y enmiendas en revegetacion

tratamiento microbiano Residuo organico
C DOC SB DOC+SB

Carbohidratos hidrosolubles

Control 69 ab 169 i 137 fgh 155 hi

Y 59 a 161 i 119 def 141 gh
M 77 ab 161 i 107 cd 133 efg
Y+M 79 b 134 fg 9 c 115 cde

C-hidrosolubles

Control 12 abc 22 defg 25 ghi 26 ghi
Y 11 ab 18 cde 16 bed 311

M 13 abc 23 efg 29 hi 24 fgh
Y+M 11 ab 11 ab 19 def 24 fgh

Tabla 8: Carbohidratos hidrosolubles (ug C g?) y C-hidrosoluble (ng g') en suelo rizosférico de
Dorycnium pentaphylum sin tratar (Control) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC),
residuo de azucar de remolacha (SB) o ambos (DOC+SB). Efecto de la inoculaciéon hongos MA (M),
y/o Y. lipolytica (Y).

tratamiento residuo organico
microbiano C DOC SB DOC+SB
Control 7.6 a 13.7 cd 13.8 cd 15.9 def
Y 7.8 a 12 bc 12.2 bc 18.3 f
M 12.1 be 13.8 cd 108 b 17.7 £
Y+M 10.1 ab 14 cod 14.8 de 17.1 ef

Tabla 9. Estabilidad de agregados (%) de suelo rizosférico de Dorycnium pentaphylum sin tratar (C)
o tratados con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azticar de remolacha (SB) o ambos

(DOC+SB). Efecto de la inoculacion con hongos MA (M), y/o Y. lipolytica (Y).

Las poblaciones naturales de esporas de hongos MA, se incrementé con la aplicacion
de la enmienda y todos los tratamientos inoculados con Y. lipolytica. Este efecto fue mas
significativo en los suelos enmendados con DOC. Sin embargo la coinoculacién conjunta
de Y. lipolytica y hongos MA no afectdé o incluso disminuyé (comparado con la

inoculacion simple con DOC 6 SB) el nimero de esporas en suelo rizosférico (Tabla 10).
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tratamiento residuo organico

microbiano C DOC SB DOC+SB
Control 36 a 223 bed 274 de 86 abc
Y 114 abced 553 f 434 ef 148 abcd
M 113 abed 255 cd 296 de 121 abed
Y+M 66 ab 115 abcd 54 ab 84 abc

Tabla 10: nimero de esporas de hongos MA en suelo rizosférico de Dorycnium pentaphylum sin
tratar (Control) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC), residuo de azticar de remolacha
(SB) 0 ambos (DOC+SB). Efecto de la inoculacién con hongos MA (M), y/o Y. lipolytica (Y).

4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD INFECTIVA Y
EFECTIVIDAD DE CADA UNO DE LOS HONGOS AUTOCTONOS
AISLADOS DE MURCIA EN DORYCNIUM PENTAPHYLUM

4.1. Objetivo

Evaluar, en microcosmos, el efecto de cada uno de los aislados fungicos con objeto de
seleccionar el in6culo mas efectivo para el crecimiento de Dorycnium pentaphylum en los

siguientes ensayos.

4.2. Condiciones experimentales

El sustrato utilizado fue una mezcla de suelo de la provincia de Murcia: arena 1:1
(v/v). El suelo y la arena se esterilizaron siguiendo el protocolo descrito en el capitulo de
materiales y métodos. Posteriormente, la mezcla suelo: arena se inoculé con 2 ml/maceta
del filtrado del suelo natural para reincorporar la microbiota exenta de propagulos de

micorriza.

Las plantas crecieron durante 4 meses en macetas de 500 cc en condiciones de
invernadero (descritas en el capitulo de materiales y métodos), y se regaron todos los dias

hasta alcanzar la capacidad de campo.

4.3. Diseiio experimental

El experimento consistio en 7 tratamientos correspondientes a cada uno de los
aislados micorricicos,: Glomus mosseae (mo), G. sp (sp), G. microagregatum (mi), G.
claroideum (cl), G. constrictum (C), G. coronatum (co), y G. albidum (al). Se pusieron 8

repeticiones de cada uno obteniendose un total de 56 macetas.
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4.4. Determinaciones

Las plantas se cosecharon a las 12 semanas de cultivo. Una vez cosechas se

determinaron las siguientes variables experimentales:
e DPeso seco de parte aérea
e Peso fresco de raiz.

e Extension de la colonizacion micorricica MA (% de micorrizacion)

4.5. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Las barras en las
columnas indican el error estandar y los valores seguidos de letras diferentes son

estadisticamente distintos segtn el test LSD o.s.

Para la realizacion de estos analisis se wutilizo el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

4.6. Resultados

La Figura 9 a,b,c muestra el efecto particularmente positivo de Glomus mosseae, G.
claroideum y G. coronatum, , tanto sobre el desarrollo de parte aérea y de raiz como sobre el

porcentaje de micorrizacién alcanzado.

En base a estos resultados se seleccionaron para los siguientes ensayos, una mezcla

de estos tres aislados autdctonos de hongos micorricicos arbusculares.
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Figura 9: Efecto de los distintos hongos MA autdctonos sobre peso seco parte aérea (a) peso fresco
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raiz (b), y colonizacion MA en raiz (c) en Dorycnium pentaphylum.

5. EFECTO DE LA INOCULACION DE HONGOS MA AUTOCTONOS Y
ALPEORUJO, TRATADO MICROBIOLOGICAMENTE CON
PHANEROCHAETE CRYSOSPORUM, SOBRE EL CRECIMIENTO DE
DORYCNIUM PENTAPHYLUM EN SUELO NATURAL PROVISTO DE
SU MICROBIOTA HABITUAL.

5.1. Objetivo

Los resultados del primer ensayo de este capitulo, demostraron que Ila
transformacion del alpeorujo por A. niger fue menos efectiva como enmienda que la del
residuo de azucar de remolacha, debido posiblemente a su mayor contenido de lignina.
Por ello, en este ensayo se estudia la efectividad de la fermentacion del alpeorujo con

Phanerochaete crysosporium, un hongo con gran capacidad lignocelulolitica (Tien & Kirk,
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1983)y su interaccion con los microorganismos inoculados (Yarowia lipolytica y hongos
MA)

5.2. Disefio experimental

El experimento consistid en cinco tratamientos basados en la adicién de alpeorujo
fermentado con P. crysosporium, inoculaciéon micorricica, e inoculaciéon con Y. lipolytica: C
(control sin enmienda ni indculos microbianos), DOC (alpeorujo fermentado), DOCY
(alpeorujo fermentado + Y. lipolytica)) DOCM (alpeorujo fermentado + inéculo MA),
DOCMY (alpeorujo fermentado + indculo MA + Y. lipolytica). Todos los tratamientos

tuvieron 5 repeticiones obteniendose un total de 25 macetas.

5.3. Condiciones experimentales

El sustrato utilizado fue una mezcla suelo natural de la provincia de Murcia: arena

natural 5:2 (v:v). La arena se esterilizé en autoclave a 120 °C durante 20 min.

Para el proceso de fermentacion con P. crysosporium se utilizé como sustrato
alpeorujo, el cual se prepard segtin previa descripcion

Las enmiendas obtenidas se mezclaron con la mezcla suelo-arena en una proporcién
de 5% cuando fue requerido, y se dejaron durante tres semanas a temperatura ambiente

para su estabilizacion.
A todas las macetas se les anadi6 0.75 g de RP

Las plantas crecieron en condiciones de invernadero (descritas en el capitulo de
materiales y métodos) durante 2 meses y se regaron todos los dias hasta alcanzar su

capacidad de campo.

5.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

Una plantula de D. pentaphylum, germinada en semillero, se traspasé a cada maceta
(d=12.2 cm; 500 ml). Los tratamientos micorrizados recibieron 10 g de indculo compuesto
por una mezcla de tres hongos micorricicos arbusculares autdctonos, previamente
seleccionados: Glomus mosseae (EEZ-43), G. coronatum (EEZ-44), y G. claroideum (EEZ-47).

Yarowia lipolytica se inoculd, cuando fue requerido, en forma de suspension (Iml por
maceta, que contenia 1.7 10° ufc ml') segin protocolo descrito en el capitulo de

materiales y métodos.XPreparacion de la suspension de Y. lip. (Vassileva et al., 2000).
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5.5. Determinaciones

Las plantas se cosecharon a las 16 semanas de cultivo. Una vez cosechadas se

determinaron las siguientes variables experimentales:

e Peso seco de parte aérea y peso fresco de raiz.
o  Contenido de P en parte aérea
e Numero de nédulos en raiz

e Extension de la colonizacién micorricica (% de micorrizacion) en raiz.

5.6. Resultados

El crecimiento y la nutricién (P) de las plantas crecidas sin enmienda fue muy limitado,
pero la adicion del alpeorujo fermentado con P. crysosporium incrementd tanto la biomasa
de parte aérea como radical de D. pentaphylum, especialmente en plantas micorrizadas,
donde se alcanzé un incremento del 829% en parte aérea y 527% en raiz con respecto las

plantas control (sin alpeorujo ni micorriza).

La inoculacién con Y. [lipolytica no afectdé ninguno de los dos pardmetros medidos
(figura 10 a, 11 a). El contenido de P total en parte aérea se incrementé en un 933 % con la
adicion de DOC, y el valor maximo se alcanzé en los tratamientos con la enmienda
inoculados con micorriza y levadura, pero no diferian significativamente de los

inoculados individualmente (figura 10 b)

La nodulacion se estimuld con la adiciéon de alpeorujo, pasando de ser nula en los
controles no tratados a una media de 28 nddulos en los tratamientos con enmienda.

Ninguno de los tratamientos microbianos afect6é dicho parametro (figura 11 b).

La infeccién MA en raiz se incremento por la adicién de la enmienda (figura 12).
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Figura 10: Peso seco parte aérea (mg) (a) y contenido de P en parte aérea (mg) (b) de Dorycnium
pentaphylum sin tratar (C) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC) sin inocular o

inoculadas con hongos MA seleccionados (M), y/o Y. lipolytica (Y).
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Figura 11: Peso fresco raiz (mg) (a) y nimero de nédulos en raiz (b) de Dorycnium pentaphylum sin
tratar (C) o tratadas con el fermentado de alpeorujo (DOC) y sin inocular o inoculadas con hongos

MA seleccionados (M), y Y. lipolytica (Y).
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Figura 12: Porcentaje de micorrizaciéon en raiz de Dorycnium pentaphylum sin tratar (C) o tratadas
con el fermentado de alpeorujo (DOC) y sin inocular o inoculadas con hongos MA seleccionados
(M), y Y. lipolytica (Y).

6. INFLUENCIA DE LA ADICION DEL RESIDUO DE AZUCAR DE
REMOLACHA SOBRE EL AGUA DISPONIBLE DEL SUELO

6.1. Objetivo

El objetivo en este experimento es estudiar si la adicion del residuo de aztcar de
remolacha fermentado con A. niger o sin fermentar, puede influir sobre la cantidad de
agua que queda retenida en el suelo y por tanto disponible para la planta (agua

disponible del suelo o agua utilizable).

6.2. Diseilo experimental
Los tratamientos en este ensayo fueron:
1) Suelo sin enmienda (control),
2) Suelo con residuo de azuicar de remolacha sin fermentar (SB) al 5%,
3) Suelo con A. niger (0.5 10¢ ufc ml') (A),

4) Residuo de aztcar de remolacha fermentado con A. niger (SBA) al 5% (seguin

descripcion previa).
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La proporcion del SB y la concentracion de A. niger inoculado fue la misma que la
utilizada en los ensayos en microcosmos. En el tratamiento con A. niger, se inocul6 una

suspension de riqueza similar a la afiadida para obtener la fermentacion del sustrato.

El suelo procendente de la provincia de Murcia, una vez aplicados estos tratamientos,

se dejo en incubacion a temperatura ambiente durante 15 dias.

6.3. Determinaciones
A los 20 dias de aplicados los tratamientos se determino:
o Capacidad de campo (CC)
e Punto de marchitamiento (PMP)
e Intervalo de agua disponible (IHD)

Tanto la capacidad de campo como el punto de marchitamiento se calcularon por el
método de la membrana de Richards (1945).

6.4. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Las barras en las
columnas indican el error estandar y los valores seguidos de letras diferentes son

estadisticamente distintos segtin el test LSD o.s.

Para la realizacion de estos andlisis se wutilizo6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

6.5. Resultados

Entre los distintos tratamientos aplicados, pese a los escasos dias de tratamiento, se
observa una tendencia a incrementar el intervalo de agua disponible en aquellos
tratamientos donde se aplico residuo de azticar de remolacha, tanto SB como SBA (figura
13). En el caso de SB este incremento fue de un 30 % y en el caso de SBA fue del 13.8 %.
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Figura 13: Porcentaje del intervalo de agua disponible (% IHD) en suelo

6. EFECTO DE LA INOCULACION DE HONGOS MA AUTOCTONOS
SELECCIONADOS Y RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA
TRATADO MICROBIOLOGICAMENTE CON ASPERGILLUS NIGER
SOBRE EL CRECIMIENTO DE TRIFOLIUM REPENS EN SUELO
NATURAL A DIFERENTES NIVELES HIDRICOS

6.1. Objetivo

Evaluar en suelo natural, el efecto de la interaccion de los hongos MA seleccionados
con el residuo de azticar de remolacha fermentado, en la disponibilidad hidrica de la
planta. Para ello, se ensayaron dos niveles hidricos (uno de ellos estresante). En este
ensayo se utilizé Trifolium repens, ya que al ser forrajera permite cortes sucesivos, y por
tanto la evaluacién de la efectividad del fermentado y los tratamientos bioldgicos

aplicados a lo largo del tiempo.

6.2. Diseilo experimental
Los tres factores considerados en el disefio experimental fueron:
(1) Nivel hidrico del medio: 75 % y al 100 % de capacidad de campo

(2) Enmienda agricola [control (sin enmienda), SB (residuo de aztcar de remolacha
fermentado con A. niger)]

(3) Inoculacion micorricica (M) o no

Resultando un total de 42 unidades experimentales (8 tratamientos con 4 repeticiones
cada uno).

A lo largo de todo el ensayo, se mantuvieron constantes por pesada los dos niveles
hidricos utilizados (75 % c.c y 100 % c.c).
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6.3. Condiciones experimentales
El sustrato utilizado fue una mezcla suelo natural: arena 5:2 (v:v). La arena se

esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 min.

Se utilizé como enmienda el residuo de aztcar de remolacha (SB) para el proceso de
fermentacion se suplemento6 con 0.75 g de fosfato de roca y se inocul6 con A. niger. Las
condiciones de la incubacion, se realizaron siguiendo los pasos descritos en el capitulo de

materiales y métodos.

La enmienda se mezclé con la mezcla suelo-arena en una proporcién de 5% cuando
fue requerido, y se dejad estabilizar durante tres semanas a temperatura ambiente.

A aquellas macetas cuyos tratamientos no incluian el fermentado se les afiadid la

cantidad correspondiente de RP (0.75 g de RP/maceta).

Las plantas crecieron durante 6 meses en condiciones de invernadero (descritas en el
capitulo de materiales y métodos) y se regaron todos los dias hasta alcanzar el 100 % y el

75 % de la capacidad de campo (segun el tratamiento).

6.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacién de este ensayo, fue Trifolium repens. Las
semillas se sembraron directamente en macetas de 500 ml de capacidad, donde se aplico
el fermentado y/o el indculo MA (segun el tratamiento). Los tratamientos micorrizados
recibieron 10 g de indculo de una mezcla de tres hongos micorricicos arbusculares
autdctonos seleccionados: Glomus mosseae (EEZ-43), G. coronatum (EEZ-44), y G. claroideum
(EEZ-47).

6.5. Determinaciones

Las plantas se cosecharon definitivamente a los 6 meses de crecimiento vegetal (tras

tres cortes sucesivos de parte aérea), y una vez cosechadas se determino:
e Peso seco parte aérea
e Peso fresco raiz
e Aziicares totales en parte aérea

e Prolina en parte aérea

6.6. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en

este ensayo fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Las barras en las
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columnas indican el error estandar y los valores seguidos de letras diferentes son

estadisticamente distintos segtn el test LSD o.s.

Se realiz6 un andlisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos
tratamientos para las variables determinadas en el ensayo (peso seco parte aérea, peso

fresco raiz y nimero de nédulos).

Para la realizacion de estos analisis se wutiliz6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

6.7. Resultados
Crecimiento vegetal

El desarrollo de parte aérea se estimuld por la micorrizacion pero muy
particularmente por la adicién de la enmienda a ambos niveles hidricos, alcanzandose los
maximos desarrollos en las plantas micorrizadas que crecieron en suelos enmendados
con SB. Se observd una interacciéon positiva entre la enmienda aplicada y la
micorrizacion, que es evidente en cada uno de los cortes (tabla 11). Al final del ensayo, las
plantas cultivadas al 100 % cc mostraron mayor desarrollo de parte aérea que las
sometidas al 75 % cc, aunque estas diferencias fueron menos acusadas en las plantas que
crecieron con enmienda, y especialmente en plantas micorrizadas; asi mientras en las
plantas micorrizadas sin enmienda al 100% cc fueron 2.4 veces mayores que las
cultivadas al 75 % cc, las micorrizadas que crecieron con enmienda al 100 % cc fueron
sOlo 1.45 veces mayores que las sometidas al 75 % cc, teniendo el mismo tratamiento
(CSB+M) (figura 14).
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Figura 14: Peso seco de parte aérea (mg) de plantas de Trifolium repens cultivadas al 75 % cc (a) y
100 % cc (b) tratadas o no con fermentado de residuo de azticar de remolacha (SB) e inoculadas o no
con hongos MA (M).

La adicién de la enmienda también increment6 el desarrollo de la raiz a ambos
niveles hidricos. El estrés hidrico afectd, principalmente, al crecimiento de la raiz de las
plantas no micorrizadas y enmendadas con SB. La micorrizacion no afectd la biomasa
radical a ninguno de los niveles hidricos en las plantas que crecieron sin enmienda (tabla
117). Sin embargo, en presencia de SB la micorriza incremento el desarrollo radical en
plantas sometidas al 75 % cc. Tanto en el crecimiento de parte aérea como de raiz, el
mayor efecto de la micorrizacion se evidencié en las plantas sometidas al 75 % cc y

presencia de SB (figura 15)

116



IV. Inoculacion y enmiendas en revegetacion

075 %c.c
3000 M 100 % c.c
C
C
C
oD
£ 2000 4 b
XN
&
o)
3
k=
o 1000 A
9]
aQ, a a
a
‘m [H
=B |
C M SB SBM

Figura 15. Peso fresco raiz (mg) de Trifolium repens cultivadas al 100 % y 75 % cc, tratadas o no con

fermentado de residuo de azticar de remolacha (SB) e inoculadas con hongos MA (M).

Micorrizacion

Las plantas no inoculadas con los hongos MA permanecieron sin micorrizar pese a
haber usado un suelo natural. Todas las plantas micorrizadas presentaron una frecuencia
(% F) similar de colonizacién, excepto las enmendadas con SB al 100 % c.c, que
presentaron los valores mas bajos. Las plantas sometidas a estrés hidrico presentaron los
valores maximos de % M, mientras que las adicionadas de SB al 100 % c.c, alcanzaron el
valor mas bajo; sin embargo, todas las plantas presentaron valores similares de %m. Los
valores relacionados con la presencia de arbtisculos (% A y % a) mostraron la misma
tendencia. En las plantas micorrizadas sin enmienda no hubo diferencias significativas
independientemente del nivel hidrico. Las plantas con enmienda y cultivadas al 100 %
presentaron valores minimos de % A 'y % a aquellos sometidos al 75 % c.c alcanzaron los

valores mas altos. (figura 16).
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Figura 16: Efecto del fermentado del residuo de azticar de remolacha (SB) sobre la colonizacién
micorricica de raices de plantas de Trifolium repens cultivadas al 100 % y 75 % cc. [%F, frecuencia de
micorrizacion (a), % M, intensidad global de micorrizacién (b), % m, intensidad de micorrizacién
de los fragmentos infectados (c), % a, riqueza de arbusculos de la parte micorrizada (d), % A,

riqueza de arbusculos del sistema radical (e)].
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Prolina

En las plantas cultivadas al 100 % c.c, los valores maximos de prolina en parte aérea
se alcanzaron en los tratamientos con SB, especialmente en las plantas micorrizadas (fig
17 a). Sin embargo, las plantas sometidas al 75 % c.c, presentaron una tendencia distinta.
No hubo diferencias significativas entre los distintos tratamientos, excepto en las plantas
con SB sin micorriza (M), donde se incremento este valor en un 210 % (fig 17 a). Hubo
una interaccién positiva sobre los niveles de prolina en parte aérea entre los tres factores

ensayados (estrés hidrico, micorrizacién y el residuo de aztcar de remolacha fermentado)
(tabla 11).

Todos las plantas cultivadas al 100% cc (excepto los controles sin enmienda ni
micorriza que presentaron los valores mas bajos) presentaron valores estadisticamente
similares de azucares totales en parte aérea. Sin embargo, cuando las plantas se
sometieron al 75 % cc el valor maximo de azucares totales se alcanzé en las plantas

tratadas con SB y sin micorriza, y el valor minimo en las plantas con SB y micorriza (fig
17 b).
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Figura 17: Prolina (nmol prolina g pf) (a) y aztcares totales (mg TSS g pf) (b) en parte aérea de
Trifolium repens cultivadas al 100 % y 75 % cc, inoculadas o no con hongos MA (M) y tratadas o no

con el fermentado del residuo de azticar de remolacha (SB).
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Estrés  Micorriza SB
hidrico
(E) M) S) ExM ExS MxS ExMxS

Peso seco 0.0163 0.0000 0.0000 0.5461 0.0295 0.0002 0.7336

parte aérea * e o ns * ok ns

Peso fresco 0.0420 0.0563 0.0000 0.0509 0.0382 0.7834 0.1939

raiz * ns ok ) * ns ns

Colonizacién micorricica
%F 0.1209 0.0000 0.0031 0.1209 0.0072 0.0031 0.0072

ns AN *% ns *% *4 *4

%M  0.0000 0.0000 0.0456 0.0000 0.1267 0.0456 0.1267
%% FH * *4% ns * ns

% m 0.7456 0.0000 0.8983 0.7456 0.6991 0.8983 0.6991
ns wx* ns ns ns ns ns

%a 0.1486 0.0189 0.6637 0.1486 0.1822 0.6637 0.1822
ns * ns ns ns ns ns

%A 02484 0.0462 0.5805 0.2484 0.1684 0.5050 0.1684
ns * ns ns ns ns ns

prolina 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
%% b X% H4% btk bt bk

Azucares 0.0003 0.0004 0.0000 0.0000 0.4049 0.0000 0.3824

*%% 42424 *3%% *3%% F4A

totales ns ns

Tabla 11: Valores del andlisis de varianza multifactorial para los pardmetros de simbidticos y

bioquimicos de determinados.

7. SEGUIMIENTO A LO LARGO DEL TIEMPO DEL EFECTO DE LA
INOCULACION DE HONGOS MA AUTOCTONOS Y ALPEORUJO
(DOC) TRATADO MICROBIOLOGICAMENTE CON ASPERGILLUS
NIGER SOBRE EL CRECIMIENTO DE TRIFOLIUM REPENS.

7.1. Objetivo

Evaluar en suelo natural el efecto de la interaccién de los hongos MA con el alpeorujo

(DOC) fermentado. En este ensayo se eligiéo como planta modelo a Trifolium repens, ya que
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al ser forrajera permitié cortes sucesivos, y por tanto el estudio de esta interaccion a lo

largo del tiempo.

7.2. Condiciones experimentales

El sustrato utilizado fue una mezcla suelo natural: arena natural 5:2 (v:v). La arena se

esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 min.

Para el proceso de fermentacién se utilizdé como sustrato alperorujo (DOC)
suplementado con 0.75 g de fosfato de roca. La preparacion del sustrato asi como la
inoculacion con A. niger y las condiciones de la incubacién, se realizaron siguiendo los

pasos descritos en el capitulo de materiales y métodos.

Las enmiendas se mezclaron con la mezcla suelo-arena en una proporcion de 5%

cuando fue requerido, y se dejaron durante tres semanas a temperatura ambiente.

A aquellas macetas cuyos tratamientos no incluian el fermentado se les afiadi6 0.75 g
de RP.

Este ensayo sigue actualmente en curso, y se han ido realizando cortes sucesivos de
parte aérea a lo largo del tiempo. Las plantas se encuentran creciendo en condiciones de
invernadero (descritas en el capitulo de materiales y métodos) y se regaron todos los dias
segun su capacidad de campo. A los 8 meses de crecimiento las plantas se sometieron a
estrés hidrico (75% cc) durante un mes. A los 8 meses (antes de aplicar el estrés hidrico) y
a los 9 meses de crecimiento se congeld la parte aérea de todos los tratamientos para

posteriores analisis.

7.3. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas de 500 ml de
capacidad, donde cuando correspondid el sustrato habia recibido el fermentado y/o el
in6culo MA. Los tratamientos micorrizados recibieron 10 g de inéculo de una mezcla de
tres hongos micorricicos arbusculares autdctonos: Glomus mosseae (EEZ-43), G. coronatum
(EEZ-44), y G. claroideum (EEZ-47).

7.4. Disefio experimental

Los tres factores considerados en el disefio experimental fueron: (1) aplicacién de
fésforo al suelo (2) enmienda agricola [control (sin enmienda), DOC (alpeorujo
fermentado con A. niger)] y (3) inoculaciéon micorricica (M), resultando un total de 6

tratamientos con 5 repeticiones cada uno.
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7.5. Determinaciones
Hasta el momento se han realizado 10 cortes sucesivos de parte aérea y se ha
determinado:
e Peso fresco parte aérea
o Aziicares totales en parte aérea (cortes 8°y 9°)

e Prolina en parte aérea (cortes 8%y 9°)

7.6. Resultados

Las plantas de Trifolium repens que crecieron en presencia de la enmienda DOC
alcanzaron los niveles mas bajos de crecimiento de parte aérea; sin embargo, los maximos
valores de biomasa se alcanzaron en las plantas micorrizadas con la enmienda DOC, con
un incremento del 258 % con respecto al control sin micorriza y sin enmienda (figura 18).
Asi pues, la micorrizacion fue especialmente efectiva en presencia de la enmienda DOC,
efecto que se potencia a lo largo del tiempo como demuestran los datos de las cosechas

sucesivas.
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Figura 18 : Peso fresco de parte aérea (mg) de Trifolium repens inoculadas o no con hongos MA (M)

en presencia o ausencia de alpeorujo fermentado con A. niger y suplementadas o no con fésforo.

Tanto la concentracion de prolina como de aztcares totales en hoja, se incremento6 en
las plantas crecidas al 75 % de c.c, tanto en los tratamientos con micorriza y DOC como en

los tratamientos con P.
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En los tratamientos con DOC no hubo diferencias significativas entre las plantas
sometidas a 100 % de c.c y las sometidas al 75 % de c.c, a nivel de biomasa, concentracion
de prolina y de azucares totales en parte aérea. Sin embargo, tanto las plantas control y
control micorrizadas sometidas al 75 % de c.c y con crecimiento similar a las plantas
cultivadas en presencia de DOC, presentaron valores mas elevados de azticares totales en

parte aérea. (figura 20).
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Figura 19: Peso fresco parte aérea (mg) de Trifolium repens inoculadas o no con hongos MA (M) en
presencia o ausencia de alpeorujo fermentado con A. niger y suplementadas o no con fésforo
cultivadas a dos niveles hidricos (75 % y 100 %)..
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Figura 20: Concentracion de prolina y azucares totales en parte aérea de Trifolium repens inoculadas
o no con hongos MA (M) en presencia o ausencia de alpeorujo fermentado con A. niger y

suplementadas o no con fésforo, cultivadas a dos niveles hidricos (75 % y 100 %).
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IV. 3. discusion

Como se indico en el capitulo de introduccion de esta memoria, en los ecosistemas
mediterraneos las condiciones climaticas severas, caracterizadas por veranos muy secos,
con precipitaciones moderadas o escasas y ocasionalmente torrenciales, conducen a una
degradacion de los mismos que se manifiesta principalmente en la pérdida de las
poblaciones que conforman sus comunidades vegetales. La alteracion de la cubierta
vegetal no es mas que el primer signo externo y visible de los procesos degradativos.
Pero estos también inciden de forma decisiva en otros aspectos, menos evidentes, de los
primeros estadios de la degradacion del ecosistema. Concretamente, la pérdida de
cobertura vegetal va asociada al deterioro de las propiedades fisico-quimicas del suelo y
de la microbiota que reside en las interfaces suelo-planta. Dado que la degradacién de la
cubierta vegetal es a su vez consecuencia y causa de la degradacion del suelo en los
ecosistemas mediterraneos, parece evidente que la restauracion de una cubierta vegetal
sea el objetivo prioritario de los programas de lucha contra la desertificacién (Francis &
Thornes, 1990). En este contexto, la reintroduccién de especies arbustivas autdctonas
aparece como una estrategia clave para la restauracion de los ecosistemas degradados, ya
que facilita la regeneracion de las comunidades de plantas originales (Herrera ef al., 1993)
contribuyendo asi a la conservaciéon de la biodiversidad y al mantenimiento de los

procesos ecoldgicos esenciales.

Existen numerosos antecedentes sobre el efecto beneficioso de hongos micorricicos
arbusculares (MA) en el establecimiento y crecimiento de especies arbustivas tanto en
condiciones naturales como en condiciones controladas (Roldan et al.,, 1992; Azcon &
Barea, 1997; Requena et al., 2001) Ademas, estudios de (McGonigle & Fitter, 1990; Clapp et
al., 1995; Jeffries & Barea, 2000)sugieren la utilizacién de una mezcla de hongos MA como
inoculantes, ya que de esta forma la planta seleccionaria el mas adecuado segun sus
necesidades y estados vegetativos. Tomando como base estos estudios, elegimos
Dorycnium pentaphylum como planta modelo para nuestras investigaciones, al ser un
arbusto autdctono de la Cuenca Mediterranea, que forma simbiosis con Rhizobium y
hongos MA.

Por otro lado, debido a la escasa actividad microbiana de estos suelos, la introduccion
en el sistema de microorganismos rizosféricos beneficiosos seleccionados puede resultar
clave en un programa de revegetacion. Como ya indicamos en el apartado de
introduccion general estos microorganismos incrementan el crecimiento y la nutricion de
la planta mediante distintos mecanismos, que incluyen, entre otros, la solubilizacion de P.
Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion indicaron la capacidad de
Yarowia lipolytica para solubilizar fosfato de roca mediante la produccion de acido citrico

(Vassileva et al., 2000; Vassilev et al., 2001d). Ademas, estos autores demostraron la
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capacidad de esta levadura como ayudante de la micorrizaciéon, de manera que su
aplicacién en sistemas suelo-planta resulté en un incremento del contenido de P en parte

aérea y, como consecuencia, una mayor biomasa de la planta.

Como ya hemos indicado, en el clima Mediterrdneo concurre el deterioro de las
propiedades fisico-quimicas del suelo y su baja actividad microbiana con el fuerte estrés
hidrico al que estan sometidas las plantas, por lo que el establecimiento exitoso de la
simbiosis MA puede resultar fallido. Por ello, se propuso estudiar los efectos del
acondicionamiento del suelo mediante la adicion de enmiendas organicas y

microorganismos solubilizadores de P.

Con este objetivo, procedimos al estudio de la compatibilidad del inéculo MA,
Yarowia lipolytica y dos residuos agroindustriales transformados microbiolégicamente con
Aspergillus niger, en la mejora de las propiedades del suelo y en el establecimiento de D.
pentaphyllum. Estudios previos, utilizando suelos de otras localidades, habian demostrado
la eficacia de los residuos de aztcar de remolacha (SB) y alpeorujo (DOC)
biotransformados con A. niger como enmendantes del suelo (Rodriguez et al., 1999).
Nuestros resultados han demostrado que tanto la nutriciéon y desarrollo de la planta
autoctona (Dorycnium), como las propiedades bioldgicas y fisico-quimicas del suelo
erosionado objeto de estudio, mejoraron por la aplicaciéon de los inoculantes microbianos
y las enmiendas organicas (SB y/o DOC) utilizadas. Las diferencias mas significativas se
debieron principalmente a la adicién de las enmiendas organicas; no obstante, la

actividad microbiana también fue mas relevante en presencia de las enmiendas.

Asi, el fermentado de SB y/o DOC incrementaron todas las actividades enzimaticas,
el carbono y carbohidratos hidrosolubles y también favorecieron el crecimiento de la
planta. Por otro lado, las inoculaciones microbianas fueron especialmente efectivas a
nivel de nutricién de la planta, y en un mayor grado en presencia de las enmiendas
orgéanicas, donde se alcanzaron los maximos valores de desarrollo vegetal y P y N

asimilados en parte aérea.

En las plantas control, ni Rhizobium ni los hongos MA indigenas colonizaron las
plantas de Dorycnium. Estos resultados corroboran los de (Herrera et al., 1993; Azcén &
Barea, 1997) que indicaban que la colonizacién simbiotica natural en suelos desertificados
es extremadamente baja. Es mas, en nuestro ensayo, la efectividad de los inoculantes
microbianos aplicados, como microorganismos promotores del crecimiento de las

plantas, solamente se evidencio6 en suelo acondicionado por las enmiendas organicas.

Por otro lado, tanto los fermentados de SB como DOC incrementaron las poblaciones
nativas de esporas de los hongos MA durante los tres meses de crecimiento de la planta.
Los valores de este incremento oscilaron entre 319% (DOC) y 761% (SB). Estos resultados
coinciden con los de (Douds & Schenck, 1990), que encontraron un incremento en el

numero de esporas MA debido a la adicién de materia orgéanica. La inoculacién de Y.
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lipolytica también incrementd el niimero esporas de hongos MA autdctonos en un 317%
(en suelo sin enmienda), 244% (en suelo enmendado con DOC), y en un 158% (en suelo
enmendado con SB). Sin embargo, durante el periodo experimental este incremento en el
numero de esporas no se reflejé en un incremento en la colonizaciéon MA de los hongos
indigenas presentes en el suelo natural. Ello puede ser debido a que tanto las esporas
como los propagulos de los hongos MA tienen un periodo de dormancia y que no son
viables como indculo hasta el siguiente periodo de crecimiento de una raiz proxima. El
incremento en el nimero de esporas de hongos MA originado por la inoculacién de Y.
lipolytica, subraya la importancia de esta levadura como un biofactor que contribuye a

potenciar la presencia y el papel de los hongos MA en suelos degradados.

Las inoculaciones microbianas son esenciales para el desarrollo y nutricion de la
planta en areas degradadas, especialmente en la fijacion de nitrégeno por Rhizobium y en

la captacion de P por los hongos MA.

En este ensayo, los valores mas elevados de P en parte aérea, se alcanzaron en las
plantas que crecieron con enmienda, SB y/o DOC, y el mayor incremento se obtuvo con
SB. Estos resultados corroboran los obtenidos por (Rodriguez et al., 1999) en los que hubo
también un incremento de P en parte aérea de plantas de alfalfa tras la adicion al suelo de
residuo de azticar de remolacha fermentado con A. niger. Las inoculaciones microbianas,
tanto de Y. lipolytica como de los hongos MA, fueron especialmente efectivas en presencia
de las enmiendas. La capacidad de A. niger para solubilizar RP cuando crece en sustratos
agroindustriales ha sido demostrada anteriormente (Vassilev et al., 1995; Vassilev et al.,
1996; Vassilev et al., 1997). En nuestros ensayos, los residuos agroindustriales se
anadieron al suelo tras el proceso de fermentacion con A. niger, lo que implicé un aporte
de P soluble al sistema. Asi, el mayor crecimiento de las plantas en presencia de SB
parece deberse en gran parte, a la mayor captacion de P por parte de estas como
consecuencia de una mayor disponibilidad de este elemento en el suelo. De la misma
manera, la menor efectividad de A. niger en la mineralizacion de DOC vy
consecuentemente en la solubilizacién de RP, debido al elevado contenido en lignina de
DOC, explicaria el menor crecimiento de las plantas con respecto a los tratamientos con
SB.

El impacto del producto de la fermentacion de estas enmiendas agricolas sobre la
nutricion vegetal de P, fue particularmente evidente cuando se asociaron con inoculantes
microbianos beneficiosos, tales como los hongos MA o Y. lipolytica, aunque la inoculacion
conjunta de ambos no incremento la efectividad de ellos por separado. Cuando se afiaden
las enmiendas biotransformadas al suelo, parte del fosforo soluble puede quedar de
nuevo inmovilizado en forma de fosfato calcico debido al pH alcalino del suelo (Vassilev
et al., 1996). La presencia de Y. lipolytica en el sistema, al ser una levadura solubilizadora

de RP, garantizaria la biodisponibilidad de P a lo largo del tiempo (Vassilev et al., 2001a).
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Cabe destacar que el efecto de Y .lipolytica sobre el contenido de P en parte aérea
solamente se constatd en presencia de las enmiendas agricolas biotransformadas, lo que
indica una vez mds la importancia de estas para la expresién de la actividad de los
inoculantes microbianos. Por otro lado, el incremento de P en las plantas micorrizadas en
presencia de las enmiendas se debid no solo a la solubilizacion de P por A .niger sino
también al incremento en la captacion de este por el micelio extraradical de los hongos
MA. (Barea et al., 1980) también observo que el fésforo obtenido de la solubilizacion de
RP por parte de microorganismos solubilizadores no tuvo el efecto negativo sobre el
desarrollo de los hongos MA que tiene el fésforo soluble aplicado al medio, siendo
compatible la aplicaciéon de ambos inoculantes, solubilizadores de RP y hongos MA, en

un sistema suelo-planta.

La actividad fosfatasa juega un papel importante en la disponibilidad del fésforo en
suelo, ya que esta involucrada en la hidrolisis de P en forma organica hasta formas
inorganicas. En este ensayo, la actividad fosfatasa se incrementd en la rizosfera de las
plantas enmendadas con ambos residuos, especialmente con SB. Este incremento se debid
probablemente a un aumento de la actividad microbiana del suelo como consecuencia de
la adiciéon de los sustratos organicos al suelo. (Garcia-Gil et al., 1999)demostré que la
inoculacion MA disminuia la actividad fosfatasa en un 43% en comparacién con los
tratamientos no micorrizados, aunque otros autores como (Tarafdar & Marschner, 1994)
obtuvieron resultados contrarios. Nuestros resultados corroboran los obtenidos por
(Garcia-Gil et al., 1999), ya que la micorriza disminuy¢ la actividad fosfatasa en presencia
de todas las enmiendas agricolas aplicadas al suelo. El hecho de que en los tratamientos
sin enmienda no se manifieste una disminucién de esta actividad enzimatica en plantas
inoculadas con hongos MA se explicaria por el bajo nivel de colonizacién MA de estas

plantas, que se traduciria en una baja presencia del micelio MA en la rizosfera.

En este ensayo, la colonizacién MA en las plantas que crecieron en suelo con SB
biotransformado, incrementaron de forma considerable la captacion de nitrogeno, de
hecho, el nimero de nédulos también incremento con este tratamiento. La capacidad de
los hongos MA para incrementar la fijacion de nitrégeno es un hecho constatado (Barea et
al., 1992; Barea et al., 2002a). Ademas, estudios con N, tanto en ensayos de invernadero
como en campo, han mostrado que los hongos MA también incrementan la captacion de
N del suelo (Tobar et al., 1994b; Azcén & El-Atrash, 1997; Mader et al., 2000) Por otro lado,
tanto la actividad ureasa como la proteasa estan directamente implicadas en el ciclo del N
en el suelo, y ambas actividades también se incrementaron en presencia de la enmienda
SB. Sin embargo, a pesar de que los tratamientos con DOC mostraron valores similares de
numero de nodulos y de actividad ureasa y proteasa en suelo rizosférico, que los
tratamientos con SB, su contenido de N en parte aérea fue menor. El menor desarrollo de

parte aérea de las plantas que crecieron en presencia de la enmienda DOC con respecto a
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las que crecieron con SB, como consecuencia de la menor captacion de P, explicaria este
hecho.

La enzima B-glucosidasa esta involucrada en el desarrollo del ciclo del carbono en el
suelo, (Hayano & Tubaki, 1985). Su actividad se incremento en todos los tratamientos en
los que las enmiendas fueron aplicadas, especialmente SB. Por otro lado, los valores
elevados de la actividad deshidrogenasa en la rizosfera de los suelos con enmienda es un
reflejo de la elevada actividad oxidativa de los microorganismos del suelo (Skujins, 1976),

lo que se traduce en un incremento en la fertilidad y la calidad del mismo.

Los parametros relacionados con las actividades microbianas de la rizosfera se
utilizan como marcadores bioldgicos de la recuperacion de los suelos (Naseby & Lynch,
1997; Caravaca et al., 2002); El incremento de todas las actividades enzimaticas, como
consecuencia de la adiciéon de las enmiendas organicas, indica su papel clave en la

recuperacion de las propiedades bioldgicas del suelo.

La ligera disminucion del pH del suelo rizosférico como consecuencia de la adicién
de los residuos biotransformados, puede ser el resultado de la solubilizacién de RP por A.
niger durante el proceso de biotransformacién previo al bioensayo. Este efecto ya fue

constatado previamente por (Vassilev et al., 1996; Rodriguez et al., 1999)

Los valores de la conductividad eléctrica aumentaron en suelo con enmienda, pero la
inoculaciéon con Y. lipolytica supuso una disminucion de este parametro. Ello indica el
efecto positivo de esta levadura neutralizando el estrés osmdtico del medio ya que
valores elevados de conductividad eléctrica suelen resultar perjudiciales para el

desarrollo vegetal.

La materia orgéanica del suelo se puede separar en dos fracciones: una fraccion estable
y pasiva compuesta principalmente por los acidos htiimicos, y otra fraccién mas pequenia
pero intercambiable y activa, sometida a procesos de mineralizaciéon e inmovilizacion.
Dentro de esta tltima fraccion se encuentra el carbono y los carbohidratos hidrosolubles.
Autores como (Garcia ef al., 1994), consideran esta fraccion como indice del potencial de
la actividad microbiana del suelo. En este ensayo, la adicién de las dos enmiendas
incrementaron tanto el carbono como los carbohidratos hidrosolubles; estos sustratos
pueden ser utilizados como fuente de energia por los microorganismos lo que implicaria

un incremento de la actividad microbiana y por tanto de la fertilidad del suelo.

Ambas enmiendas incrementaron asi mismo, el porcentaje de estabilidad de
agregados con respecto al control (suelo natural sin enmienda). Aunque en este caso, la
micorriza también incremento6 este valor en suelo sin enmienda. Muchos estudios han
indicado el papel clave que juega la materia organica en la formacién de agregados
estables del suelo al incrementar la poblacién microbiana del mismo (Bartoli et al., 1992;

Metzger et al., 1987). Los microorganismos bien por una accion mecanica (unién por las
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hifas) o de una forma metabdlica (formaciéon de polisacaridos) son los principales
responsables de la formacidn de agregados estables al agua (Metzger ef al., 1987). En este
sentido, el incremento de la formacién de agregados estables en los suelos donde se
adicion6 cada uno de los residuos agroindustriales biotransformados se deberia al
incremento en la actividad microbiana, como consecuencia de una mayor disponibilidad
de nutrientes (como indican los valores de C y carbohidratos hidrosolubles). Por otro
lado, es bien conocida la contribucion de los hongos MA en la formacion de agregados
(Miller & Jastrow, 1990), esta capacidad se puede explicar por la formacion de hifas que
actian como una red que aglomera las particulas del suelo, o por la formacién de
glomalina, una glicoproteina que actuaria como cementante del suelo (Wright &
Upadhyaya, 1998). El hecho de que no se observe una influencia de los hongos MA sobre
la estabilidad de agregados en el suelo con enmienda, puede deberse a una limitacién
puramente fisica, ya que en macetas de 500 cc de capacidad todo el volumen fue ocupado
por las raices de Dorycnium al obtenerse un mayor desarrollo vegetal. En tal caso, las
plantas micorrizadas no presentan las ventajas derivadas del hecho de que las hifas de los
hongos MA incrementen el volumen de suelo explorado. Este hecho también explicaria
que el desarrollo de parte aérea y raiz de las plantas micorrizadas que crecieron en

presencia de enmienda estuviera frenado por dicha circunstancia.

En resumen, los resultados de este primer ensayo indican que la utilizacién de
residuos agroindustriales biotransformados, como enmendantes de un suelo degradado,
es una practica recomendable, debido al elevado contenido de productos organicos e
inorganicos de estos materiales. Su aplicacion al suelo supone un incremento de la
formacion de agregados estables, de C y carbohidratos hidrosolubles y de las actividades
enzimaticas rizosféricas, lo que se traduce en una mejora tanto de las propiedades fisico-
quimicas como de las propiedades bioldgicas del suelo. Ademas, su aplicacion al suelo es
esencial para el desarrollo adecuado de las plantas, ya que favorece la formacion de
estructuras simbioticas como son la formacion de nédulos y la colonizacion MA, y
también incrementa el niimero de esporas de hongos MA en suelo que se consideran los
propagulos mas resistentes y estables capaces de tolerar situaciones ambientales adversas

como son las habituales en sistemas degradados.

Como ya se ha indicado, los hongos MA son simbiontes obligados, es decir, necesitan
de una planta hospedadora para completar su ciclo de vida. Ademas, no muestran la
especificidad existente en otras asociaciones simbidticas como la que forman bacterias
pertenecientes a las Rizobacterias fijadoras de nitrogeno y las raices de las leguminosas.
Sin embargo, a pesar de que no ocurra dicha especificidad taxonémica estricta entre el
endofito y la planta, si existe lo que se denomina compatibilidad funcional. La
compatibilidad funcional fue definida por (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1988; Smith &

Gianinazzi-Pearson, 1990)como la expresion fenotipica de los hongos MA como resultado
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de las influencias del ambiente sobre la expresion genotipica de ambos simbiontes, planta
y hongo. Es la “preferencia” de algunas especies vegetales a ser colonizadas por
determinados hongos en las comunidades vegetales, hongos de los que se beneficiaran de
diversa forma (Jeffries & Barea, 2000). A su vez, las plantas también presentan unos
rangos variables de micotrofia, es decir, de susceptibilidad a establecer simbiosis con el
hongo. La mayoria de las plantas micotrofas pueden ser colonizadas por cualquier
especie de hongo MA, pero no todos los hongos MA colonizan con la misma intensidad y
eficiencia las diferentes especies vegetales (Jeffries & Barea, 2000). Tomando como base
este hecho, se procedié al estudio de la compatibilidad funcional de Dorycnium
pentaphylum con los hongos MA seleccionados para este estudio. Estos hongos MA
proceden de una zona de la provincia de Murcia (Los Cuadros, Fortuna), con
caracteristicas climaticas y ecoldgicas similares a la zona de procedencia de las semillas
de D. pentaphylum. Los resultados de este ensayo indicaron que las plantas inoculadas
con Glomus mosseae, G. claroideum y G. coronatum mostraron un mayor crecimiento y nivel
de colonizacion micorricica, lo que sugiere que estos tres hongos presentan una mayor
compatibilidad funcional con D. pentaphylum. Basandonos en estos resultados
seleccionamos para los ensayos posteriores una mezcla de los tres hongos MA como

inoculantes MA autdctonos en dicho suelo.

Los resultados obtenidos en el primer ensayo realizado con Dorycnium se evidencid
la mayor eficiencia del fermentado del residuo de azticar de remolacha (SB) frente al
alpeorujo (DOC), en términos de crecimiento y nutricion de la planta (D. pentaphylum).
Estas diferencias podian deberse a una menor capacidad de A .niger para fermentar el
alpeorujo (DOC), debido a su alto contenido en lignina. Por ello, se realizé un ensayo en
el que se utilizo alpeorujo fermentado con Phanerochaete crysosporum. P crysosporum es un
hongo blanco que tiene la capacidad de oxidar lignina, al contener una enzima llamada
lignina peroxidasa (Tien & Kirk, 1983). Los resultados obtenidos en este ensayo
mostraron la eficiencia de este fermentado tras su aplicacion al suelo en términos de
crecimiento y nutricion fosforada de la planta. Tanto el desarrollo de parte aérea y raiz se
incrementaron por la adicién de la enmienda DOC biotransformado, especialmente en
plantas micorrizadas, lo cual refleja una interaccién positiva entre el fermentado y los
hongos MA que afectd, especialmente, el desarrollo de raiz. Asi pues, en plantas no
micorrizadas, la adicién de la enmienda incremento6 en un 222 % la biomasa de raiz y en
un 410 % la de parte aérea con respecto al control sin enmienda, mientras que en plantas
micorrizadas este incremento fue de un 587 % (raiz) y un 572 % (parte aérea)
respectivamente. Tanto la levadura Y. lipolytica como la inoculacién MA incrementaron el
contenido de P en parte aérea, alcanzandose los valores maximos cuando ambos
inoculantes estaban presentes en el sistema. Es decir, el efecto positivo de la levadura fue

mas evidente en presencia de la micorriza, lo que podria indicar una interaccién positiva
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entre ambos microorganismos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por (Vassilev
et al., 2001c) en condiciones experimentales diferentes. Estos autores mostraron la
capacidad de Y. lipolytica para solubilizar el RP, y su papel importante incrementando el

crecimiento y nutricion de las plantas cuando se aplica conjuntamente con hongos MA.

Tras los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se planteé el estudio de la
influencia de las enmiendas sobre el crecimiento de plantas de trébol, micorrizadas y no
micorrizadas, en condiciones de estrés hidrico, simulando asi, las condiciones climaticas
y de limitacion hidrica a las que estan sometidas las plantas en condiciones naturales.
Para ello, también se investigaron algunos aspectos bioquimicos relacionados con la
tolerancia de las plantas a la sequia, centrandonos en los contenidos de azticares totales y

prolina en hoja.

Los resultados obtenidos en el ensayo en el que se aplicd el fermentado de SB,
mostraron que las plantas micorrizadas crecidas en presencia de enmienda presentaron
una mayor tolerancia al estrés hidrico pese a poseer un mayor desarrollo. Este efecto de
mejora del estado hidrico fue motivado tanto por la presencia de materia orgénica como

por la micorrizacion.

La materia organica ademas de contribuir al aumento de la capacidad de retencién
hidrica del suelo, mediante la formacion de agregados, tiene la capacidad de embeber y
retener grandes cantidades de agua debido a sus propiedades coloidales y a su
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno con el agua, que parcialmente pone a
disposicion de las plantas (Allison, 1973). En el ensayo “in vitro” en el que se estudio la
influencia de la enmienda del residuo de azticar de remolacha sobre el agua disponible
del suelo, observamos que si bien no hubo un incremento significativo del agua
disponible del suelo por la adicién de fermentado si se observé una tendencia en esta
linea. Ademas, el aporte de nutrientes que implica la adicion de la enmienda agricola al
suelo supuso un incremento en el crecimiento y en el estado nutricional de la planta lo
que pudo conducir a una mayor tolerancia de estas al estrés hidrico pese a que sus

necesidades de agua fueran mayores.

Los datos de micorrizaciéon podrian explicar las diferencias encontradas en el
crecimiento de las plantas micorrizadas sometidas a distintos tratamientos. Observamos
valores similares de % F (frecuencia de micorrizacion) en las plantas micorrizadas sin
enmienda crecidas a ambos niveles hidricos; sin embargo, en presencia de enmienda, las
plantas micorrizadas cultivadas al 100 % c.c presentaron valores mas bajos de % F que las
sometidas al 75 % c.c. Como ya se ha comentado anteriormente, el suelo utilizado en
estos ensayos se caracteriza por ser un suelo degradado, pobre en nutrientes y con bajo
potencial microbiano. En este contexto, el desarrollo de la simbiosis MA es fundamental
para el crecimiento de las plantas, incluso en condiciones hidricas éptimas. Sin embargo,

en presencia de SB biotransformado la situacién es completamente diferente. La adicién
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de este enmendante organico supone un incremento en el aporte de nutrientes para la
planta, ademas de potenciar la actividad microbiana del suelo. Al 100% c.c las plantas con
enmienda crecieron en mejores condiciones, tanto nutricionales como hidricas, lo que
pudo conducir a valores menores de micorrizaciéon en comparacion con las cultivadas al
75 % c.c. En este sentido, cabe destacar el incremento de la intensidad de arbtsculos en
las plantas micorrizadas con fermentado que crecieron al 75 % c.c. Los arbuisculos son las
estructuras encargadas del intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo, y por
tanto, un incremento en el numero de estas estructuras indica una mejora en la
funcionabilidad de la simbiosis. Se ha comprobado que la simbiosis MA incrementa la
tolerancia de la planta frente al déficit hidrico, aunque los mecanismos pueden ser
diversos (Augg, 2001; Ruiz-Lozano, 2003). Autores como (Safir & Boyer, 1971; Safir et al.,
1972), indicaron inicialmente que el papel que juega los hongos MA para combatir las
condiciones de estrés hidrico es basicamente nutricional. Sin embargo, otros autores
como (Auge, 1987; Bethlenfalvay et al., 1988) han comprobado que plantas micorrizadas,
con tamafo y nutricion fosforada similares a las no micorrizadas, mostraban relaciones

hidricas diferentes a estas.

En plantas sometidas a estrés hidrico se acumulan una serie de solutos, como
azucares o aminoacidos, que les permiten regular el desequilibrio osmotico celular. Estas
sustancias son importantes para mantener el potencial osmoético y por tanto contribuyen
a la tolerancia de la planta en condiciones de déficit hidrico (Schellembaum et al., 1998).
Por ello, observamos concentraciones mas altas de prolina en las plantas cultivadas al 75
% cc. Se ha comprobado que la micorrizacion puede cambiar la concentracidon de estas
sustancias acumuladas en hoja(Porcel et al., 2003; Kubikova et al., 2001). En nuestro
ensayo, en los tratamientos con enmienda, la micorrizacion disminuyd los valores de
azucares totales en las hojas de las plantas sometidas a estrés hidrico. (Schellembaum et
al., 1998) sugirieron que los hongos MA podian ser fuertes competidores por los
fotosintatos sintetizados en condiciones de estrés, de manera que la disponibilidad de
dichos fotosintatos en parte aérea disminuiria en las plantas micorrizadas. No obstante,
esta disminucion de aztcares totales en parte aérea también se podria explicar como un
mecanismo de una mayor tolerancia de la planta frente al estrés hidrico. La menor
concentracion de solutos compatibles en parte aérea podria indicar que las plantas evitan
de una manera mas eficaz el estrés hidrico y no requiere producir tales reguladores
osmoticos (Augé, 2001). De hecho, la prolina, osmoregulador medido en este estudio,
también disminuy6 en este tratamiento. En contraste con estos resultados, en los
tratamientos sin enmienda sometidos a estrés hidrico, no se observaron diferencias en la
concentraciéon de prolina ni de azucares totales entre las plantas micorrizadas y las no
micorrizadas. Esto puede deberse probablemente a la baja actividad micorricica en

términos de %A, %a que presentan las raices de estas plantas micorrizadas. El papel de la
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micorriza en las plantas sin enmienda parece ser esencialmente nutricional, y el

crecimiento de la planta se ve afectado por el estrés hidrico.

Se puede concluir por tanto que el fermentado producido por la biotransformacion
de SB “per se”, o mediante un incremento en la micorrizacién, contribuyd a la mayor

tolerancia de las plantas frente a condiciones de estrés hidrico aplicadas.
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IV. 4. Conclusiones

1.

En suelo natural desertificado es necesaria la inoculacién de hongos MA para

que se desarrolle la micorrizacion y la nodulacion.

En suelo natural desertificado es imprescindible la adiciéon de los residuos
agroindustriales biotransformados para que se expresen los inoculantes

microbianos aplicados

La adicién de los residuos agroindustriales biotransformados mejor6 tantos

las propiedades fisico-quimicas del suelo, como las propiedades biolégicas.

La aplicacion de DOC fermentado con Phanerochaete crysosporium fue efectiva

en términos de crecimiento y contenido en P de Dorycnium pentaphylum.

En condiciones de estrés hidrico la adicién del residuo de azicar de
remolacha tratado con A. niger incremento el porcentaje de arbusculos (% Ay

% a) en raices de Trifolium repens micorrizadas.

Las plantas micorrizadas crecidas en presencia del residuo de aztcar de
remolacha tratado con A. niger en condiciones de estrés hidrico presentaron
valores de crecimientos similares a las crecidas en condiciones hidricas

Optimas.
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V. INTERACCION DE INOCULANTES MICROBIANOS
Y RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
BIOTRANSFORMADOS EN BIOREMEDIACION
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V. 1. Introduccion

1 INTRODUCCION A LA PROBLEMATICA QUE PRESENTA LA
CONTAMINACION POR METALES PESADOS DE LOS ECOSISTEMAS
DEGRADADOS. JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES.

La contaminacidn por metales pesados y otros elementos inorganicos presenta
problemas medioambientales a largo plazo por ser especialmente recalcitrante. Ello
constituye, en la actualidad, uno de los problemas medioambientales que suscita mayor
preocupacion. Consecuentemente, lograr la descontaminacion metalica es hoy dia una
actividad ampliamente demandada, tal situacion se prevee que incrementara en los
proximos anos. La presencia de metales pesados en el suelo tiene un origen geoldgico
(Jeng & Bergseth, 1992). Sin embargo, existen diversas fuentes de metales derivadas
directamente de actividades antropicas. Entre ellas, cabe citar la quema de combustibles
fésiles, la explotacion minera, desechos urbanos, lodos de depuradoras, fertilizantes,
pesticidas y liberacién al medio de pigmentos y baterias (Darbon et al., 1992; Li &
Christie, 2001; Del Rio et al., 2002; Bowman et al., 2001).

El incremento general de la contaminacién en los ultimos afios ha afectado a amplias
areas de terreno, convirtiéndolas en peligrosas para humanos, animales y el
medioambiente en general. Se estima que solamente en la Unién Europea hay mas de un
millén de areas contaminadas (Bowman et al., 2001). Una de las fuentes de contaminacion
mads importante son las actividades mineras mal controladas y los accidentes en sistemas
de contencién de instalaciones industriales. Un ejemplo reciente es el originado por las
actividades mineras en Aznalcollar, Huelva, con grave incidencia no solo en los
agrosistemas regados por el rio Guadiamar, sino también con un elevado riesgo para los

acuiferos del Parque Nacional de Donana, Reserva de la Biosfera.

Los metales contaminantes son conocidos comunmente como metales pesados,
aunque este término se refiere de forma estricta a aquellos elementos metalicos con una
masa especifica superior a 5 g cm 3 y que son capaces de formar sulfuros (Adriano, 1986).
Metales traza seria un término mas correcto, ya que tal terminologia esta basada solo en
la concentracion del elemento (< 0.1% en suelo 6 10 mg Kg ' en peso seco de muestras
bioldgicas). Sin embargo, el término de metales pesados se usa de forma generalizada y

es aceptado en estudios medioambientales.

No todos los elementos que pueden integrarse en el espectro de contaminantes
metalicos tienen un mismo significado biolégico. Algunos de ellos como cobre, cing,
manganeso, hierro, molibdeno, niquel y cobalto resultan necesarios para los organismos
vivos, al participar como componentes estructurales y cataliticos de proteinas y enzimas,

mientras que otros, como Cd y Pb, no participan en procesos metabolicos celulares. Sin
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embargo, tanto unos como otros, a determinadas concentraciones, pueden llegar a ser
extremadamente toxicos para todo tipo de células a determinadas concentraciones. Asi,
algunos de estos metales pesados, como arsénico (primer lugar), plomo (segundo lugar),
mercurio (tercer lugar) y cadmio (séptimo lugar), se incluyen en la lista de 2005 de
principales sustancias peligrosas suministrada anualmente por la “American Agency for
Toxic Substances and Disease Registry” (ATSDR).

Los metales pesados estan presentes en el suelo como iones libres, complejos
metalicos solubles, iones metdlicos intercambiables, metales acomplejados por
compuestos organicos, silicatados y precipitados o compuestos insolubles (6xidos,
carbonatos e hidréxidos) (Alloway y Ayres, 1993). Sin embargo, el grado de peligrosidad
de los metales pesados va ligado a dos propiedades principales: i) su toxicidad, es decir,
la capacidad de producir una respuesta adversa en un sistema bioldgico, dafiando su

estructura, funcién o produciendo la muerte (del Ramo et al., 1993) y ii) su persistencia.

La toxicidad de los metales en el suelo va a depender de su biodisponibilidad,
definida como la capacidad de ser transferido desde un compartimento del suelo a un
organismo vivo (Juste, 1988). Seguin (Berthelin et al., 1995), la disponibilidad de un metal
no va a depender solo de su concentracion total, sino también de factores fisico-quimicos
del suelo (pH, materia organica, capacidad de intercambio catidnico, etc...) (Nogales et al.,
1997) y de factores biologicos (biabsorcién, bioacumulacién y solubilizacién).

2. METALES PESADOS COMO CONTAMINANTES DEL MEDIO

AMBIENTE.

De acuerdo con sus propiedades fisicas y quimicas, se pueden distinguir tres
mecanismos moleculares de toxicidad metdlica, que afectan a organismos superiores y
microorganismos. En primer lugar, existen metales con actividad redox que generan
especies reactivas de oxigeno por reduccion sucesiva de O: hasta O 2 -, H202 y OH-
mediante reacciones de Haer-Weiss y Fenton (Dietz et al., 1999; Elstner et al., 1997;
Romero-Puertas et al., 2002). Estas especies reactivas de oxigeno pueden producir la
oxidacion inespecifica de proteinas y lipidos de membrana o causar dafios en el ADN.
Otro mecanismo importante de toxicidad de metales pesados, se debe a su capacidad de
unién a atomos de oxigeno, nitrogeno y azufre pertenecientes a grupos funcionales de
proteinas como, por ejemplo, el azufre tidlico de residuos de cisteina o el nitrégeno
imidazolico de residuos de histidina (Rosen, 2002). Este tipo de uniones inhiben
frecuentemente la funcion catalitica o bioldgica de las proteinas. Por ultimo, muchas
enzimas presentan iones metalicos en posiciones de importancia para su actividad, de
manera que el desplazamiento de un metal por otro, produce normalmente la inhibicién
o pérdida de la actividad enzimatica, e.g., cationes divalentes como Co?, Ni** y Zn?,
capaces de desplazar al Mg? en la ribulosa-1,5-bifosfato-carboxilasa/oxigenasa, o el

desplazamiento de Ca 2 por Cd ?* en la calmodulina, que es importante en la sefializacién
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celular, provocando la inhibicion de la actividad fosfodiesterasa calmodulina-
dependiente (Schiitzendiibel & Polle, 2002).

Consecuentemente, la creciente acumulacidon de metales en la biosfera constituye una
fuente de problemas tanto ambientales como de salud. Mediante los mecanismos citados,
los metales pesados afectan el metabolismo de la plantas, que se manifesta en sintomas
como clorosis, necrosis o perturbaciones en el desarrollo radical (Mc Grath et al., 1995).
Ademas, a través de la cadena trdfica, la toxicidad afecta en ultimo término a animales y
humanos, provocando carcinogénesis, neurotoxicidad e inmunotoxicidad. (Qian et al.,
2003).

Por otro lado, la acumulaciéon de metales pesados en suelo tiene un efecto nocivo
sobre las poblaciones microbianas, afectando la diversidad y actividad de la microbiota
(Giller et al., 1998) y por tanto desencadenando un circulo vicioso de efectos negativos
que hacen peligrar la sostenibilidad de los ecosistemas (Kennedy & Smith, 1995). En este
sentido, se ha observado tanto una reduccion de la biomasa microbiana en areas
experimentales contaminadas de forma controlada (Witter et al., 1993) como cambios en
la estructura microbiana del suelo.(Pennanen et al., 1996), estudiaron la influencia de dos
gradientes de contaminacion por metales pesados en bosques de coniferas sobre la
comunidad microbiana y encontraron que en ambos gradientes, la razén
hongos/bacterias disminuyd, concluyendo que la comunidad fingica es mas sensible a
los metales pesados. (Frostegard et al., 1993) observaron cambios graduales en los
patrones de acidos grasos de fosfolipidos en respuesta a diferentes niveles de metales
pesados. Otros autores como (Giller et al., 1993; Chaudri et al.,, 1993) detectaron una
reducciéon del ntimero de rizobios fijadores de nitrogeno en el area experimental
contaminada por metales pesados de Woburn; y (Koomen et al., 1990), observaron una

disminucién del porcentaje de colonizaciéon micorricica.

No obstante, la exposicion a metales pesados también puede conducir al desarrollo
de poblaciones microbianas tolerantes a ellos (Ellis et al., 2003). Asi pues, la manipulacién
y utilizacién adecuada de estos microorganismos, sobre todos de aquellos potencialmente
efectivos sobre el desarrollo vegetal, puede constituir una herramienta valiosa para la
recuperacion de los ecosistemas afectados por contaminacién, y por tanto, resolver los

problemas ambientales y de salud a los que conduce.
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Elemento valores maximos
Cd 1-3
Cu 50-140
Ni 30-75
Pb 50-300
Zn 150-300
Hg 1-1.5

Tabla1 Valores maximos de metales pesados permitidos en suelo (mg/kg) segin la UE.

2.1. Técnicas de descontaminacion/remediacion.

Los suelos contaminados pueden ser remediados por técnicas quimicas, fisicas y
bioldgicas (McEldowney et al., 1993).

Las técnicas actuales de remediaciéon se pueden agrupar en dos categorias (Khan et
al., 2000).

Técnicas ex situ: consisten en remover el suelo de la zona contaminada y

transportarlo a otra zona de depositopara proceder a su lavado y extraccion del metal
pesado. Las técnicas ex situ son muy eficientes, pero presentan el inconveniente de ser

muy costosas y ademas de tener un impacto negativo sobre el ecosistema.
Técnicas in situ: consisten en la remediacién del suelo sin necesidad de excavacion.
Dentro de las técnicas in situ se encuentran:

Técnicas fisicas y quimicas: Tienen como finalidad la inmovilizaciéon de
los metales pesados en suelo mediante la aplicacion de agentes acomplejantes o por
cambios en el pH del suelo. Estas técnicas tienen el inconveniente de destruir todos los
organismos vivos del suelo incapacitdndolo para el establecimiento de las plantas (Khan
et al., 2000).

Biorremediacion: es el uso de seres vivos para el tratamiento de suelos
contaminados. Dentro de las técnicas de biorremediacion se encuentra Ila

fitorremediacién, que comprende un conjunto de tecnologias que utilizan a las plantas
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como técnicas de contencidn, destruccion o extracciéon (EPA, 2000). Estas técnicas han
recibido un considerable interés en los ultimos afios ya que no destruyen el medio
ambiente, al mantener las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del suelo, y son

menos costosas en comparacion con las técnicas convencionales no bioldgicas.

Los metales pesados no pueden ser degradados, de manera que solamente hay dos

opciones para su remediacién en suelos contaminados:

fitoextraccion: consiste en la concentracion del metal pesado en las partes de la planta

cosechables.

fitoestabilizacion: consiste en la inmovilizacion del metal pesado en una forma no

toxica en suelo.

2.1.1 Fitoextraccion:

Como hemos dicho anteriormente, consiste en el uso de plantas para eliminar
contaminantes presentes en el suelo. Para ello tiene lugar un transporte del metal del
suelo a la planta, y posteriormente una translocacion y concentracion en parte aérea.
Normalmente, una vez que el metal se encuentra en la parte aérea, las plantas son
cosechadas, aunque en algunos casos también se pueden cosechar las raices. Hay dos

tipos de fitoextraccion:

Fitoextraccion continua: se utilizan plantas hiperacumuladoras, en la mayoria de los
casos no micotrofas y pertenecientes a la familia Brassicaceae. El empleo de estas plantas
presentan una serie de inconvenientes; asi por ejemplo, incluso los mejores acumuladores
metalicos, como Thiaspi caerulescens (Baker et al.,, 1994),(Salt et al., 1995) requieren un
tiempo prolongado de cultivo continuo (13-14 afos), para eliminar compuestos como Ni
0 Zn de una determinada zona (Salt et al., 1995). Ademads, se desconocen plantas
hiperacumuladoras para los metales mas importantes desde el punto de vista de la

contaminacion medioambiental, entre los que se encuentran As, Cd y Pb principalmente.

Fitoextracciéon inducida: se utilizan plantas de cultivo, de buenas caracteristicas a

nivel de crecimiento y formacién de biomasa, solventando sus limitaciones respecto a la
absorcién y acumulacién metalica mediante la induccién de tales procesos (Salt et al.,
1998). Esta induccion se puede llevar a cabo mediante la utilizacién de quelantes, que a
través de la formacion de complejos metal-quelato evita la precipitacion y retencion de
metales en el suelo, incrementando de este modo su disponibilidad; también se puede
incrementar la disponibilidad metalica por extrusién de protones, que acidifican el suelo
e incrementa la movilidad metdlica (Salt et al.,, 1995). Ademas, las plantas pueden
beneficiarse de organismos rizosféricos (hongos MA o bacterias asociadas a la raiz) para
incrementar la disponibilidad de los metales (Raskin et al., 1997). (Ernst, 2000) sugirid el
empleo de plantas micotrofas asociadas a hongos MA tolerantes a metales pesados en

estrategias de descontaminacion de suelos contaminados.
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2.1.2. Fitoestabilizacion

Se basa en la reduccion de la biodisponibilidad de los contaminantes presentes en el
medioambiente. Las plantas acttian sobre los contaminantes, inmovilizandolos en suelo o
raiz y reduciendo asi los riesgos de una mayor contaminaciéon por lixiviacién o
propagacion aérea. Para este propdsito, se han utilizado comercialmente plantas con la
capacidad de inmovilizaciéon como Festuca rubra y Agrostis tenuis (Salt et al., 1995; van
Tichelen et al., 1996). La inmovilizacion fisica de metales pesados en el suelo se ha llevado
a cabo utilizando enmiendas como la beringita junto con plantas tolerantes a metales
pesados. Dentro de este contexto, los hongos MA juegan un papel muy importante, ya
que facilitan el establecimiento de las plantas, mejorando su crecimiento, y reduciendo la
translocacion del metal a la parte aérea. (Hetrick et al., 1994) mostré el efecto beneficioso
de la simbiosis micorricica con la planta micotrofa facultativa Festuca arundinacea en

suelos de una zona minera.

3. MICORRIZAS EN SUELOS CONTAMINADOS CON METALES
PESADOS.

3.1 Tolerancia de los hongos MA a metales pesados.

El hecho de que se encuentren colonizaciones micorricicas espontaneas en la mayoria
de las observaciones realizadas “in situ” en zonas contaminadas, sugiere una cierta
tolerancia de los hongos MA a los metales pesados. (Gildon & Tinker, 1983a) fueron los
primeros en indicar esta posible tolerancia de aislados de hongos MA. Estos autores,
encontraron que el 35% de las raices de trébol, que crecieron de forma natural en suelos
contaminados por actividades mineras con Zn y Cd, estaban colonizadas por hongos MA;
posteriormente otros autores como (Diaz & Honrubia, 1993) encontraron colonizacion
por hongos MA en plantas de Medicago sativa que crecieron en suelos contaminados por
Zn y Pb aunque también se observo que el nimero de esporas de estos hongos decrecid
en comparacion con suelo adyacente no contaminado. (Turnau et al., 1996) observé que
Oxalis acetosella, mostraba una colonizacion MA mucho mayor cuando crecia en un
desecho industrial, con altas cantidades de Cd, Zn y Pb, que cuando lo hacia en el
correspondiente suelo control sin contaminar. (Shetty et al., 1994) describe que las plantas
micorrizadas se establecen de una forma mas eficaz en suelos adyacentes a una zona
minera que las plantas no micorrizadas. La principal explicacion e implicacién ecolégica
de estas investigaciones es que el hongo simbionte es el que confiere a la planta la
tolerancia al metal pesado. El hongo MA tolerante a metales pesados ayuda a las plantas
a establecerse en dichos suelos contaminados. De acuerdo con (Wilkinson & Dickinson,
1995), hay mas posibilidad de cambios genéticos frente a los factores ambientales en

hongos que en plantas; por tanto, una de las funciones ecoldgicas mas importantes de la
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micorrizacion es permitir la adaptacion y aclimatacion a las condiciones locales del suelo

de las plantas que sobre él se desarrollan.

Los hongos MA, al ser biotrofos estrictos, no pueden completar su ciclo de vida en
cultivos axénicos; por tanto, una forma de evaluar la tolerancia del hongo MA a distintos
metales pesados ha sido estimada mediante la capacidad de las esporas de hongos MA
para germinar en un sustrato contaminado (Weissenhorn et al., 1993; Weissenhorn &
Leyval, 1996; Leyval et al., 1999). Estos biotests “in vitro” son muy eficientes para detectar
la toxicidad de los distintos metales pesados en estos hongos, ya que los estados de
preinfeccién de los hongos MA son muy sensibles a la presencia de metales pesados
(Vidal et al., 1996). Utilizando una de estas estrategias, se ha demostrado una mayor
tolerancia a Zn, Cd, Cu y/o Pb de hongos autdctonos aislados de suelos contaminados en
comparacion con aislados fungicos de suelos no contaminados (Gildon & Tinker, 1983a;
Diaz et al., 1996, Weissenhorn et al., 1993)(59-61) Estudios de (Weissenhorn ef al., 1993;
Weissenhorn et al.,, 1994) demostraron que Cd reducia la germinacién de esporas en
mayor medida que el crecimiento de la hifa tras la germinacién de estas. Utilizando un
sistema bicompartimentado, (Joner & Leyval, 1997) demostraron que el crecimiento de la
hifa extraradical de un aislado de Glomus mosseae tolerante a Cd, no se afectaba por la alta
concentracion de Cd en el suelo del compartimento donde se desarrollaba la hifa. El
hecho de que la esporulacion y la germinacion de esporas se afecte mas que el desarrollo
de la hifa extraradical por la concentracién de metal pesado en suelo sugiere que no se
debe generalizar sino que se deben hacer distinciones entre los efectos de las

concentraciones de metales pesados segtin el proceso estudiado (Leyval et al., 1997)(11).

Los mecanismos de tolerancia a metales pesados por los hongos MA todavia no han
sido elucidados. Como ya hemos dicho anteriormente, este tipo de estudios presentan
una serie de dificultades derivadas de la naturaleza de los microorganismos. Al ser
biotrofos estrictos, es dificil separar la tolerancia a este tipo de estrés de la planta de los
mecanismos de tolerancia o mitigacién del hongo (Merharg & Cairney, 2000). Una
posible opcidn seria estudiar la reaccion de sensibilidad de hongos MA a metales pesados
en cultivo axénico. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los efectos obtenidos en
estos sistemas no tienen por qué corresponderse necesariamente con la sensibilidad que

presenta el hongo en estado simbidtico (Colpaert & Vanassche, 1992).

3.2. Papel de los hongos MA en la proteccion de la planta a metales pesados y
mecanismos involucrados.

En los ultimos afios, ha habido un interés creciente por conocer la funciéon del hongo
MA en suelos contaminados por metales pesados. Todo ello procede del hecho de que
hay evidencias de que las plantas se pueden beneficiar de la colonizacién de hongos MA

en suelos contaminados por metales pesados. Estudios pioneros como los de (Gildon &
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Tinker, 1983a) indicaron que los hongos MA aislados de suelos contaminados por
metales pesados eran mas eficaces en aliviar la toxicidad de estos que los hongos MA no
expuestos a altas concentraciones de metales pesados. Sin embargo, todavia no esta claro
si el hongo MA protege a la planta huésped de la exposicion a contaminantes metalicos
mediante una disminucion de su asimilacion o en la transferencia de los metales desde el
suelo a la planta huésped (Merharg & Cairney, 2000). Autores como (Gildon & Tinker,
1983b; Leyval et al., 1991; Dueck et al, 1986), observaron una reduccién en la
concentraciéon de metal pesado en parte aérea de las plantas micorrizadas en
comparacion con las no micorrizadas. Pero en otros estudios se han descrito que la
micorrizacion condujo a concentraciones mas elevadas del metal en parte aérea
(Weissenhorn et al., 1995a; Griffioen et al., 1994). Estos resultados sobre el papel de la
micorrizacion en suelos contaminados, aparentemente contradictorios, no lo son si se
tienen en cuenta los distintos factores que pueden influir sobre el funcionamiento de la
simbiosis MA en dichos ambientes estresados. Entre estos factores destacamos el pH del
suelo (El-kherbawy et al., 1989), la naturaleza del metal y la concentracion inicial en suelo
del mismo (Heggo et al., 1990), la posible inhibicién de la colonizaciéon micorricica por el
metal en cuestién (Koomen et al., 1990), la compatibilidad del hongo MA con la planta
huesped (Denny & Wilkins, 1987), las condiciones ambientales de crecimiento de la
planta (Weissenhorn et al.,, 1995b), y la capacidad inherente de la planta de captar y/o

tolerar el metal pesado en cuestion (Joner & Leyval, 2001).

La evidencia experimental permite concluir que los hongos MA pueden contribuir
tanto en fitoextraccién como en fitoestabilizacion de metales pesados, dependiendo de los

patrones de comportamiento de la planta y el hongo MA estudiados.

El uso de los hongos MA con fines de fitoextraccion ha sido sugerido por autores
como (Huang & Cunningham, 1996) que mostraron que plantas micotrofas como maiz y
Sonchus solearaceus, podian extraer cantidades considerables de Pb del suelo. (Ebbs &
Kochian, 1998) observaron a su vez, que otra especie como la cebada, también micotrofa,
era capaz de extraer Zn del medio tan eficientemente como la no micotrofa e
hiperacumuladora Brassica juncea. En este sentido, estudios de (Pawlowska ef al., 2000) en
fitoextraccion sugirieron el empleo de plantas que formaran asociacion con micorrizas en
lugar de plantas no micotrofas. Estos autores indicaron que la utilizaciéon de plantas no
micotrofas, como Thlaspi caerulescens, reducia la cantidad natural de propagulos de la
comunidad de hongos glomales de una zona contaminada por metales pesados. Ademas,
el uso de hongos MA tolerantes a metales pesados presenta la ventaja adicional de

favorecer el establecimiento de plantas micotrofas no tolerantes.

Por otro lado, estudios en sistemas compartimentados han demostrado la capacidad
del micelio MA de inmovilizar metales pesados. Estos sistemas experimentales presentan

dos compartimentos diferenciados, el compartimento de la raiz (donde se desarrolla la
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raiz y el micelio MA) y el compartimento de la hifa (donde solamente se desarrolla el
micelio extraradical del hongo). Los estudios con este tipo de sistemas permiten, por
tanto, diferenciar el efecto del hongo MA del de la planta huésped. De este modo, se ha
demostrado de forma directa que el micelio extraradical del hongo MA puede transportar
657n (Biirkett & Robson, 1994)69) y 1°Cd (Joner & Leyval, 1997)65) del suelo a la raiz de la
planta. (Joner & Leyval, 2001) mostraron que la relaciéon de la concentracion de Cd, Zn y
Cu en raiz/ parte aérea fue mayor en plantas micorrizadas que en las no micorrizadas.
Ello indicaba que el hongo MA restringia la translocacion del metal de la raiz a la parte
aérea de la planta. Para estimar la capacidad de la hifa para secuestrar metales, (Joner et
al., 2000)70) realizaron un experimento en sistemas compartimentados utilizando micelio
de diferentes aislados de Glomus sp con diferente exposicion a Zn y Cd. Estos autores,
demostraron que la hifa MA tenia una alta capacidad de adsorber y/o absorber en
superficie los metales (hasta 0.5 mg de Cd por mg de biomasa fingica seca) y que esta
capacidad estaba relacionada con la adaptacion de cada hongo a niveles elevados de

metal pesado.

Otros autores han estudiado la localizacién subcelular de Cu y As en el micelio
extraradical de diferentes aislados de Glomus sp utilizando microscopio de transmision
electronica combinado con microanalisis de rayos X (EDAX) (Gonzalez-Chavez et al.,
1999)71). Los resultados demostraron que ambos, Cu y As estaban secuestrados en la
pared de la hifa. Por otro lado, (Joner & Leyval, 2001) sugirieron que la inmovilizacion de
Cd por parte del hongo dentro del sistema radical podria deberse a la presencia de
polifosfatos en la hifa del hongo MA, ya que en otros microorganismos como
cianobacterias y levaduras, ciertos metales pesados como Cd, Pb y Zn son inmovilizados
mediante la formacion de complejos con polifosfatos. Esta hipétesis se corrobora con los
resultados obtenidos por (Turnau et al, 1993) en los que mediante espectroscopia
electronica se observo la acumulacion de metales pesados dentro de la hifa intracelular de
raices micorrizadas de plantas de Pteridium aquilinum, principalmente en vacuolas ricas

en fosfato.

Las plantas micorrizadas son, por tanto, de gran interés en fitoestabilizacion, ya que
son capaces de secuestrar el metal pesado y de impedir su translocaciéon a parte aérea;
por dicho mecanismo, lo eliminan del medio edafico y permiten el desarrollo vegetal
(Leyval et al., 1997).

En resumen, se puede concluir que el papel de los hongos MA en biorremediacion va
a depender de una serie de parametros cruciales para el establecimiento de las plantas
micorrizadas, como pueden ser el pH, el contenido en nutrientes y la concentracion del
metal pesado en suelo. Ademas, la interaccion entre la planta y el hongo va a determinar
la eficiencia de la simbiosis y por tanto, su empleo en fitoextraccion y/o en

fitoestabilizacion (Leyval et al., 2002). Asi, mediante el empleo de plantas que se
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caracterizan por ser de crecimiento rdpido y con capacidad de acumulaciéon de metal
pesado en parte aérea, podriamos potenciar su empleo en fitoextraccion por la
inoculacidn de hongos micorricicos que incrementan la nutriciéon de la planta y por tanto
su biomasa (Khan et al., 2000). Por el contrario, basandonos en la capacidad del hongo
MA de inmovilizar el metal pesado y reducir asi su translocacién a la parte aérea (los
hongos MA serian de gran interés para su uso en fitoestabilizacion (Leyval ef al., 2002).

4. RESTAURACION DE SUELOS CONTAMINADOS POR METALES

PESADOS.

Los suelos contaminados por metales pesados se caracterizan por la baja capacidad
de retencion de agua y nutrientes y por el bajo contenido de materia organica (Shetty et
al., 1994); estas caracteristicas junto con la elevada concentraciéon de metales pesados
conduce a una ausencia de vegetacion y alteracion de la comunidad microbiana del suelo,
que puede causar una compactacion del mismo. Por esta razon, el suelo queda
desprotegido con el consiguiente riesgo de erosion y contaminacion de areas adyacentes

y acuiferos constituyendo un problema ambiental y un riesgo para la salud.

Las raices de las plantas pueden actuar como una barrera frente a la erosién por
viento y agua; por ello, la revegetacion de estas zonas se considera como el principal
objetivo en estrategias de reclamacion de areas contaminadas para evitar asi la

transferencia de sustancias tdxicas a areas adyacentes.

En este contexto, los hongos MA son cruciales para el establecimiento de las plantas
en zonas contaminadas por metales pesados (Hetrick et al., 1994; Shetty et al., 1994). Como
ya hemos indicado anteriormente, este efecto beneficioso se debe tanto al incremento de
la tolerancia de la planta a metales pesados como a la mejora de la nutricion vegetal. Sin
embargo, debido al gran deterioro de las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del
suelo, el proceso de revegetacion con plantas micorrizadas, a menudo, resulta fallido en
estas areas. Por ello, la recuperacion de la cualidad del suelo se presenta como un paso

previo para el establecimiento de la cubierta vegetal.

4.1. Potencialidad del uso enmiendas organicas y hongos MA y en
remediacion.

La remediaciéon de suelos contaminados con metales pesados puede basarse en
técnicas de extraccion o en técnicas de estabilizacion, como ya se ha expuesto. Dentro de
las técnicas de estabilizacion, se encuentra la “remediacién natural asistida” (Adriano et
al., 2004). Esta técnica se basa en el uso de enmiendas para acelerar procesos de adsorcion
y/o absorcion, precipitacion y formacion de complejos que tienen lugar de forma natural
en suelos, y que reducen la movilidad y biodisponibilidad de los metales traza (Bolan &

Duraisamy, 2003; Hartley et al., 2004). Ademas, la aplicaciéon de enmiendas organicas al
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suelo supone un incremento de la actividad microbiana, favorece el establecimiento y
desarrollo de las plantas y por tanto la reactivaciéon del ciclo de nutrientes en suelos
contaminados (Martens & Frankenberger, 1992), como ya hemos demostrado en estudios

previos sobre recuperacion de suelos degradados.

Estudios como el de (Karaca, 2004) han indicado el papel clave que juegan las
enmiendas organicas en procesos de inmovilizacion de metales pesados (Cd, Cu, Ni, Zn).
Aunque de forma general se han utilizado los valores del contenido total de metales
pesados en suelo como indice del grado de contaminaciéon del mismo, la
biodisponibilidad de los metales pesados es lo que realmente determina el riesgo
medioambiental. Entre los factores que influyen sobre la biodisponibilidad de los metales
pesados en suelo, se encuentra el contenido en materia organica ya que al formar
complejos estables con los metales pesados disminuye su biodisponibilidad (Krogstad,
1983).

En este sentido, autores como (Dronnet et al, 1997, Reddad et al., 2002), han
demostrado la capacidad de los residuos de aztucar de remolacha para quelar cationes
metalicos divalentes en soluciéon acuosa, debido a las funciones carboxilicas de los acidos
galacturonicos y sustancias pécticas. Los principales mecanismos involucrados en estas

reacciones fueron intercambios de iones y adsorcion.

Como ya hemos indicado en capitulos anteriores, la introduccién en suelo de
residuos organicos, procedentes de la industria de azticar de remolacha y de la obtencién
del aceite de oliva transformados microbioldgicamente, es de suma importancia para
recuperar las caracteristicas de este, ya que es una forma de incrementar el contenido de
materia organica y mejorar las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del suelo. Sin
embargo, el estudio de su potencial en programas de remediacién ain no ha sido
abordado. Por todo lo descrito anteriormente, parece obvio plantear estudios basados en
la utilizaciéon conjunta de residuos agroindustriales transformados microbioldgicamente
y hongos MA en fitorremediacién con fines de revegetacion de suelos contaminados por
metales pesados. Para evaluar la eficacia de las medidas de remediacién aplicadas
estudiaremos tanto las propiedades del suelo, nutricion y desarrollo de las plantas como
el contenido de metales pesados en suelo y en planta. De esta manera, podremos predecir
el impacto de esta técnica de biorremediacion sobre la ecologia de los ecosistemas y

disminuir el riesgo que constituye el alto contenido de metales traza en el suelo.
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V. 1. Parte experimental

1. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE CAPTACION DE ZN Y CD POR EL
RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA (SIN TRATAR O
FERMENTADO CON ASPERGILLUS NIGER) Y SU EFECTO SOBRE LOS
CAMBIOS EN LA DISPONIBILIDAD DE CD Y ZN EN SOLUCION
ACUOSA Y SUELO.

1.1. Objetivo.

Evaluar la capacidad del residuo de aztucar de remolacha (biotransformado o no)
para adsorber y/o absorber dos metales pesados (Zn y Cd) presentes en una solucién
acuosa. Estudio de la influencia de estas enmiendas sobre la extractibilidad de dichos

metales en suelo.

1.2. EXPERIMENTO 1

Evaluacion a lo largo del tiempo de la capacidad de retencion de Cd por el
biotransformado de azuicar de remolacha (a dos concentraciones) en soluciéon acuosa.

1.2.1. Condiciones experimentales

A una solucién acuosa con 20 mg Cd L se le anadid residuo de aztcar de remolacha
fermentado con Aspergillus niger (SBA), a dos concentraciones 5% y 10%, 6 se mantuvo
como control, sin adicién de SBA. Todas las soluciones se incubaron en agitaciéon a 170
rpm a 28 °C. A las 2h, 4h, 8h, 24h y 48h de incubacioén, se tomaron alicuotas (3 ml) de cada
repeticion (5 por tratamiento), se filtraron (poro 0.2um) y se procedi6 a la determinacion
de Cd en la solucion (espectrometria de absorcion atomica tras secar y digerir las
muestras con H2SOs+H20y).

1.2.2. Resultados
Observamos que la concentracién de Cd en solucion acuosa no varié a partir de las

8h (en ninguna de las dos concentraciones de SBA estudiadas). Ello indica que la

saturacion por Cd de la enmienda se alcanzé a ese tiempo.

La aplicacién de SBA (5 %) provoca una considerable reduccion en el contenido de
Cd del medio que oscila entre un 72 % (2 h) hasta un 77.2 % (8 h). Cuando se duplica la
concentracion del biotransformado, la disminucion en la concentracion de Cd en el medio

fue ligeramente mayor, oscilando desde un 77.2 % (2 h) hasta un 81 % (8 h).
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tiempo de incubacién

Tratamiento  2h 4h 8h 24h 48h

C 15.0 £ 0.3 14.7 £+ 0.2 149 + 0.3 145 + 0.2 149 +0.2
SBA (5%) 42 +0.1 4.0 +0.1 34 +02 3.5 +0.1 34 +0.1
SBA (10%) 34 +0.2 29 £0.1 2.8 £0.1 2.7 £0.1 28 £ 0.1

Tabla 1: Concentracién de Cd (mg 1'') en la solucién (con un contenido inicial de 20 mg Cd 1) tras
la incubacién a distintos tiempos con las dos proporciones de aztuicar de remolacha fermentado

(SBA) (5% y 10%). Los valores representan los promedios seguidos del error estandar (n=5).

Una vez seleccionadas las condiciones experimentales adecuadas (concentracion
del fermentado y el tiempo de incubacién) se prosiguieron los ensayos usando otras
variables experimentales de interés para el estudio abordado.

1.3. EXPERIMENTO 2

Estudio de la capacidad de retencion de Cd y Zn por Aspergillus niger y por residuo de
azucar de remolacha (fermentado con A. niger y sin fermentar) y en solucién acuosa.

1.3.1. Condiciones experimentales

Se prepararon dos soluciones acuosas cada una adicionada de un metal distinto: Una
de ellas con 136 mg Zn L-1 y la otra con 14 mg Cd L-1. Cada una de esas soluciones se
ensayo tal cual (C) o adicionado de: (i) residuo de aztcar de remolacha sin fermentar (SB)
al 5%, (ii) residuo de aztcar de remolacha fermentado con A. niger (SBA) al 5% 6 (iii) una
suspension de A. niger (A) que contenia 0.5 106 ufc ml-1 (dicha concentracién de A. niger
coincidia con la concentracién inoculada en el tratamiento con SBA). Todas las soluciones
se incubaron en agitacion a 170 rpm durante 8 h. Al cabo de este tiempo, se tomaron
alicuotas de 3 ml (de cada repeticion y tratamientos) y se filtraron (0.2 em).
Posteriormente se procedié a la determinacion de Cd y Zn (espectrometria de absorcién
atomica tras secar y digerir las muestras con H2504+H202).

1.3.2. Resultados

El residuo de azticar de remolacha sin fermentar redujo la concentracién de Cd en

solucion en un 80 % y la de Zn en un 43 %, mientras que el fermentado la redujo en un 70
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% y 22 % respectivamente. A. niger no afectd la concentracién de Zn en solucién y redujo
la de Cd en un 10%.

Tratamientos
C SB SBA A

Zn(mgl') 137 +10.3 63.1+ 3.0 106 + 1.2 140 + 2.2

Cd(mgl™) 14.4+04 285+ 0.1 43+12 129+ 0.1

Tabla 2: Concentraciéon de Cd y de Zn (mg 1) en solucién (C) y tras la incubacién (8 h) con los
distintos tratamientos microbiolégicos. Los controles indican la concentracion inicial de Cd y Zn en

la solucién acuosa. Los valores representan los promedios seguidos del error estandar (n=5)

1.4. EXPERIMENTO 3

Estudio de la capacidad de retencion de Cd y Zn en suelo por la aplicacion residuo de
azucar de remolacha fermentado con Aspergillus niger (5 %).

1.4.1. Condiciones experimentales

El suelo utilizado en este experimento fue el mismo con el que se realizaron todos los
ensayos en microcosmos descritos en este capitulo. Este suelo proviene de la provincia de
Granada y sus caracteristicas estan descritas en el capitulo de materiales y métodos. El
suelo se secd y se paso por un tamiz de 2 mm de diametro. Una parte se contaminé con
Cd (10 mg Cd kg suelo) y la otra con Zn (600 mg Zn kg suelo) segun el protocolo
descrito en el capitulo de materiales y métodos. Tras un mes de incubacién del suelo con
el metal pesado (Cd o Zn), se afiadio el residuo de azticar de remolacha en una
proporcion del 5% similar a la utilizada en los ensayos con planta en microcosmos y
seleccionada en ensayos previos. Se dejé en incubacién en bolsas de plastico a
temperatura ambiente durante 1 mes. Tras este tiempo se procedid al andlisis de Cd y Zn

total y extractable segin protocolo descrito por (Mingorance, 2002).

1.4.2. Resultados

En suelo control (sin enmienda) adicionado o no de Zn, la concentracion de Zn
extractable es menor que la concentracion total de Zn. Sin embargo, la adicién de la
enmienda supone un incremento en la concentracion de Zn extractable por EDTA en

suelo. En suelos contaminados por Zn, no se observaron diferencias significativas en la
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concentracion total de Zn en suelo tras la adicion de la enmienda con respecto al control

sin enmienda (figura 1)

600
400

200

S TR

S S+Zn S+Zn+SBA

Zn (mgkg-'l

Figural: Concentracién de Zn (total y extraible por EDTA) en suelo natural (C) y contaminado (600

mg Zn kg'suelo). Efecto de la adicién al suelo (5 %) del residuo de aztcar de remolacha

fermentado (SBA) sobre la misma.

Tanto en los suelos control como en los que se afiadieron la enmienda, la
concentracion de Cd extraible por EDTA en suelo es menor que la concentracion total. En

los suelos contaminados por Cd, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos

control y los adicionados con enmienda (figura 2).
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Figura 2: Concentracién de Cd (total y extraible por EDTA) en suelo natural (C) y contaminado (10

mg Zn kg'suelo). Efecto de la adicion al suelo (5 %) del residuo de aztcar de remolacha

fermentadp con A. niger (SBA) sobre la misma.
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2. APLICACION DEL RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA
TRATADO CON ASPERGILLUS NIGER (SBA) Y GLOMUS MOSSEAE
PARA MEJORAR EL CRECIMIENTO Y NUTRICION DE TRIFOLIUM
REPENS EN UN SUELO CONTAMINADO CON CD (5 pg Cd g* SUELO)

2.1. Objetivo

Evaluar, en microcosmos con suelos contaminados por Cd, la eficiencia del residuo
de aztcar de remolacha fermentado con A. niger, en presencia o ausencia de fosfato de
roca (RP), sobre el contenido de nutrientes y la asimilacion de Cd por Trifolium repens
Efecto de estos tratamientos sobre las actividades enzimaticas rizosféricas y sobre la
vitalidad y el funcionamiento de la simbiosis MA producida por un hongo aislado y

adaptado de suelos contaminados con Cd.

2.2. Proceso de fermentacion del residuo agroindustrial

La preparacion del fermentado de residuo de aztcar de remolacha con Aspergillus
niger se realizd segtin el protocolo descrito en materiales y métodos generales. En este

ensayo, solamente a la mitad de los matraces se les afiadi6 0.75 g de fosfato de roca (RP).

2.3. Condiciones experimentales.

El sustrato utilizado fue una mezcla estéril de suelo: arena 2:1(v/v). Esta mezcla se
incubd durante seis semanas con Cd, que fue anadido en forma de solucion acuosa de
CdSO.s. La concentracion final de este elemento fue de 10 mg kg (utilizando EDTA como
extractante, (Lakane & Ervio, 1971).

Las enmiendas + RP se mezclaron, cuando fue requerido, con la mezcla suelo-arena
en una proporcion de 5%, y se dejaron durante tres semanas a temperatura ambiente para
que alcanzaran el equilibrio con los iones del suelo. El fosfato de roca (0.2 %) se aplicé a

aquellas macetas que no habian recibido el fermentado suplementado con RP.

Las plantas crecieron durante 4 meses en condiciones de invernadero descritas en
materiales y métodos generales y se regaron todos los dias hasta alcanzar el 100 % de la
capacidad de campo. Se realizé un primer corte de partea aérea a los 60 dias de

crecimiento y la cosecha final del ensayo tuvo lugar a los 90 dias.
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2.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos biologicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Se sembraron 10 semillas directamente en macetas de 400 g y tras 2
semanas se dejaron en 4 plantulas por maceta. Los tratamientos micorrizados recibieron
10 g de indculo de una cepa de Glomus mosseae adaptada a Cd y aislada de suelo

contaminado con este metal por un periodo de 10 afios.

Todas las plantas fueron inoculadas con una suspension de Rhizobium lequminosarum
bv ftrifolii (Iml/ maceta) a una concentracion de 108 ufc ml!. Los tratamientos no
micorrizados recibieron 2 ml de un filtrado del in6culo para reincorporar la microbiota

exenta de propagulos de micorriza.

2.5. Disefio experimental

El ensayo consistio en un bloque factorial disehado completamente al azar, con dos
factores: (1) inoculaciéon micorricica con un hongo adaptado a Cd o no inoculacién, y (2)
residuo de azdcar de remolacha fermentado con A. niger, suplementado o no con RP
antes del proceso de fermentacion y un control al que no se le afiadid el fermentado.

Todos los tratamientos tuvieron 5 repeticiones obteniéndose un total de 30 macetas.

2.6. Determinaciones
e Peso seco parte aérea.
e Contenido de N, P, Ky Cd en parte aérea.

e Determinacidn del porcentaje de micorrizacion por el método de Trouvelot
en:

e Raices tefiidas con Azul Tripan

e Raices tefiidas con actividad succinato deshidrogenasa (SDH).

e Recuento de niimeros de nédulos.

e Actividades rizosféricas: deshidrogenasa, fosfatasa y B-glucosidasa.
e Acido indol acético en suelo rizosférico (AIA).

¢ Contenido de Cd en suelo tras el bioensayo.

2.7. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos, sobre cada una de las variables analizadas
en este ensayo, fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Las barras en las

columnas indican el error estandar.
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Se realizO un andlisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos

tratamientos para las variables determinadas en el ensayo.

Para la realizacion de estos andlisis se wutilizd el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

2.8. Resultados

Las plantas de trébol no inoculadas con el hongo MA y sin enmienda, presentaron un

crecimiento muy reducido en suelo contaminado con Cd. (fig. 3).

Tanto la aplicacion de la enmienda organica como la inoculacién con el hongo MA
increment6 de una forma significativa la biomasa de parte aérea en todas las cosechas
(tabla 5). El tratamiento mas efectivo en plantas micorrizadas fue SB+RP, y en plantas no
micorrizadas fue SB. (figura 3). Hubo una interaccidn positiva entre la enmienda aplicada

y la micorriza sobre el desarrollo de parte aérea (tabla 5).

En suelo sin enmienda, el crecimiento de la planta estuvo seriamente limitado,
aunque la colonizacién con el hongo MA inoculado lo mejoré notablemente. En la
primera cosecha, el tratamiento con SB+RP, afectd el crecimiento de la planta de manera
similar que la inoculacién con el hongo MA sin enmienda (fig 3 a), pero en la segunda
cosecha SB+RP tuvo una efectividad mayor que el indculo micorricico (G.mosseae) sin
enmienda (fig 3 b). En los tratamientos en los que se aplicd la enmienda, la micorrizacion
incrementd el crecimiento total de la parte aérea en 19340% (SB) y 16380% (SB+RP) con
respecto al control sin tratar (sin enmienda ni micorriza). Estos resultados muestran, por
tanto, que no solo la inoculaciéon con hongos MA sino que también la aplicacion de la
enmienda fue critica para el crecimiento de la planta en suelo contaminado con Cd. La
micorrizacion fue especialmente efectiva en mejorar el crecimiento de raiz y parte aérea

en aquellas plantas que crecieron en presencia del residuo fermentado. (fig. 3 y 4 a).
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Figura 3: Efecto de las enmiendas (SB 6 SB+RP) y la inoculaciéon micorricica (M) sobre el peso seco
de parte aérea [primera cosecha (la), segunda cosecha (1b) y cosecha total (1c)] de Trifolium repens

crecidas en suelos contaminados con Cd (10 mg kg?).

Las barras verticales representan el error estandar.

El efecto del hongo MA sobre el desarrollo radical fue particularmente marcado en
las plantas tratadas con SB, en ellas se alcanzaron los valores maximos de biomasa radical
(figura 4 a). Ademas, se observd una interaccidn positiva entre la enmienda y la micorriza
sobre este parametro (tabla 5). Mientras que el crecimiento de la raiz se incrementd tanto
por la adicion de las enmiendas como por la inoculacion del hongo MA, el nimero de
nodulos no se incrementd con la colonizacion del hongo MA en plantas tratadas con
enmienda (SB 6 SB+RP) (fig 4 b). Practicamente no se formaron nddulos en las plantas
control (sin enmienda ni MA) y la maxima nodulacién (100 veces mayor que el control) se

alcanzo en las plantas que crecieron en suelo con SB+RP (figura 4 b).
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Figura 4: efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) y la inoculaciéon micorricica (M) sobre el peso fresco
de raiz (a) y el nimero de nédulos (b) en Trifolium repens crecido en suelos contaminados con Cd

(10 mg kg).

Las barras verticales representan el error estandar.

En cuanto a la nutricion de la planta, la colonizaciéon por el hongo MA y/o la adicion
de la enmienda incrementd la concentracion de P en parte aérea; La colonizacion
micorricica fue especialmente eficiente en aumentar la concentracion de fosforo y
disminuir la de Cd en las plantas enmendadas con SB+RP, en ellas se alcanzaron en parte
aérea los valores maximos de P y minimos de Cd respectivamente (fig 5). El Cd
transferido del suelo a la parte aérea de la planta varié desde 0.09 mg Cd Kg* (en plantas
micorrizadas y crecidas en suelos con SB+RP y) hasta 0.7 mg Cd Kg' (en plantas no
micorrizadas crecidas en suelos sin enmienda). Estos resultados nos confirman la
interaccion positiva de los tratamientos aplicados (inoculacién MA y residuos de azticar
de remolacha fermentados (SB), particularmente con RP) (tabla 5), al mejorar la nutricién
(P) de la planta y disminuir la concentracion de Cd en parte aérea. Tales efectos resultan

en una mayor tolerancia de la planta a la contaminacion con Cd.
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Figura 5: efecto de las enmiendas (SB 6 SB+RP) y la inoculacién micorricica (M) sobre la
concentraciéon de Cd y P (a y b) en parte aérea de Trifolium repens crecido en suelos contaminados
con Cd (10 mg Kg1).

Las barras verticales representan el error estandar.

El contenido de N y K en la parte aérea en las plantas micorrizadas fue muy superior
a de las no micorrizadas. Ademas, se encontrd una interaccion positiva entre el hongo
MA y la enmienda, mayor con SB que con SB+RP, cuyo efecto incrementd notablemente
la adquisicion de N y K por la planta. Sin embargo, en ausencia de micorrizacion los
valores maximos de K y N absorbidos se alcanzaron en las plantas que crecieron en

suelos enmendados con SB+RP (fig 6 a y b).
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Figura 6: Efecto de las enmiendas (SB 6 SB+RP) y la inoculaciéon micorricica (M) sobre el contenido
de Ny K (a y b) en parte aérea de Trifolium repens crecidos en suelos contaminados con Cd (10 mg

Cd kg suelo).

Las barras verticales representan el error estandar.

Las plantas micorrizadas mostraron una frecuencia (%F) elevada de colonizacién, y
practicamente la totalidad del micelio intraradical permanecié vivo (tinciéon SDH). La
intensidad de la colonizacion micorricica (%M y %m) se incrementd por la adicion de las
enmiendas, especialmente por la adicion de SB. Sin embargo, las diferencias mas
notables, segtin los tratamientos aplicados, se encontraron en la riqueza de arbuisculos
(%ay %A). La formacion de arbusculos fue muy reducida en ausencia de enmienda y su
vitalidad nula. El efecto negativo del Cd sobre la formacion de arbuisculos, parece ser
compensada por la adicion de las enmiendas, en particular de SB+RP. La riqueza de
arbusculos (% a) con vitalidad (SDH) fue altamente estimulada en plantas crecidas en
suelo enmendado con SB+RP, mientras que %A fue similar independientemente de la

presencia de RP en la enmienda (tabla 3 y 4).
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Tincién Azul Tripan

No SB SB SB+RP
%F 91 +2.90 100 +0.00 100 + 0.00
%M 25 +4.94 65 + 6.44 50 + 534
Yom 27 +5.38 65 + 6.44 50 +5.35
Y%a 10 +3.40 19 +5.07 36 +5.35
%A 4 +125 12 +3.98 19 + 4.28

Tabla 3: efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) en la colonizacién micorricica (% F frecuencia de
micorrizacién, % M intensidad global de micorrizacién, % m intensidad de micorrizacién de los
fragmentos infectados, % a riqueza de arbuisculos de la parte micorrizada, % A riqueza de
arbusculos del sistema radical) tras la tincién con azul tripan de raices de Trifolium repens crecidas

en suelos contaminados con Cd (10 mg Cd Kg! suelo).

Tincién succinato deshidrogenasa

No SB SB SB+RP
%F 88 +6.72 100 =+ 0.00 90 + 5.22
%M 18 +3.39 43 +12.70 30 + 7.19
Y%m 20 + 3.80 43 +12.70 32 + 6.96
Y%a 0 +0.03 7 +398 22 + 9.71
%A 0 +0.00 4 +282 4 + 163

Tabla 4: efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) en la colonizacién micorricica (%F frecuencia de
micorrizacién, % M intensidad global de micorrizacién, % m intensidad de micorrizacion de los
fragmentos infectados, % a riqueza de arbusculos de la parte micorrizada, % A riqueza de
arbusculos del sistema radical) tras la tincién vital succinato deshidrogenasa de raices de Trifolium

repens crecidas en suelos contaminados con Cd (10 mg Cd Kg! suelo).

En general, los suelos enmendados mostraron una mayor actividad enzimatica en la
rizosfera que los no enmendados (fig 7). Ademas, la colonizaciéon con el hongo MA
indujo algunos cambios en dichas actividades. El mayor efecto de la aplicacion de la
enmienda se observo en la actividad B-glucosidasa que fue muy baja en el suelo

rizosférico de los suelos sin enmienda (fig 7 b).

Las actividades deshidrogenasa y fostatasa mas altas se detectaron en los suelos

inoculados con micorriza y a los que se les anadi6 el fermentado SB+RP (fig 5a).
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La adicion de la enmienda increment6 la produccion de AIA en suelo rizosférico en
mayor cuantia que la colonizacién con el hongo MA. La colonizacién MA no cambio este

valor en ninguin caso (figura 7 d)
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Figura 7: Actividades deshidrogenasa, B-glucosidasa, fosfatasa y concentracion de acido indol
acético (AIA) (a, b, c y d respectivamente) en suelo rizosférico de Trifolium repens crecido en suelos

contaminados con Cd (10 mg Cd kg suelo).

En la figura 8 se observa que tanto la adicion de la enmienda orgéanica como la
micorrizaciéon produjeron una disminucion de la concentraciéon de Cd en suelo, excepto

en el tratamiento conjunto de SB+RP y M cuya concentracion de Cd en suelo es similar al

control.
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figura 8: Influencia de la micorrizaciéon y de la aplicaciéon de residuo de azticar de remolacha
fermentado sin RP (SB) o con RP (SB+RP) sobre la.concentracion de Cd en suelo rizosférico de
Trifolium repens crecido en suelos contaminados con Cd (10 mg Cd kg suelo) tras 4 meses de

crecimiento.
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residuo azlcar de micorriza (MA) RA x MA
remolacha (RA)
Peso seco parte aérea 0.0000 0.0000 0.0000
sksksk sksksk sksksk
Peso fresco raiz 0.0000 0.0000 0.0000
skekk skskk skkk
nimero de nédulos 0.0000 0.0257 0.3132
skekk %k ns
contenido total de K 0.0002 0.0000 0.061
skkk skkk ns
contenido total de N 0.0000 0.0000 0.0065
sksksk sksksk sksk
concentraciéon de P 0.0000 0.0000 0.5837
sksksk sksksk ns
concentraciéon de Cd 0.0000 0.0000 0.0019
sksksk sksksk sksk

Tabla 5: Valores del analisis de varianza multifactorial de los parametros de crecimiento, nutricién

y contenido de metal pesado de Trifolium repens crecido en suelo contaminado con Cd (10 mg Cd

Kg-1 suelo).

residuo azucar de micorriza (MA) RA x MA
remolacha (RA)
skksk skksk sk
deshidrogenasa 0.0000 0.0038 0.003
skksk skk sk
Glucosidasa 0.0000 0.3299 0.0615
kokx ns ns
Fosfatasa 0.0000 0.041 0.5157
sk % ns
Acido indol acético 0.0004 0.2084 0.2459
ko ns ns

Tabla 6 Valores del analisis de varianza multifactorial de los pardmetros enzimaticos en suelo

rizosférico de Trifolium repens crecido en suelo contaminado con Cd (10 mg Cd Kg-! suelo).
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3. APLICACION DEL RESIDUO DE AZUCAR DE REMOLACHA
TRATADO CON ASPERGILLUS NIGER (SBA) Y GLOMUS MOSSEAE
PARA MEJORAR EL CRECIMIENTO Y NUTRICION DE TRIFOLIUM
REPENS EN UN SUELO CONTAMINADO CON ZN ( 600 pG ZN G
SUELO)

3.1. Objetivo

Evaluar, en microcosmos, la eficiencia sobre el desarrollo de la planta del residuo de
azucar de remolacha fermentado con A. niger, en presencia o ausencia de fosfato de roca
(RP) como enmendante de suelos contaminados artificialmente con Zn (600 ug Zn g de
suelo). Ademas, se estudi6 el efecto la inoculacién con un hongo MA adaptado al Zn,
sobre la tolerancia a la contaminacion con Zn de Trifolium repens, asi como su. También se
evalué la influencia de dichos tratamientos sobre la actividad rizosférica del suelo, como

indice de la fertilidad del mismo.

3.2. Proceso de fermentacion del residuo agroindustrial

La preparacion del fermentado del sustrato (SB) suplementado o no de fosfato de
roca se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el capitulo de materiales y

métodos.

3.3. Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales.

Para la realizacion de este ensayo se utilizd un suelo de la provincia de Granada
(Espafia) cuyas caracteristicas estan descritas en el capitulo de materiales y métodos de
esta tesis. El suelo se tamizo y tindaliz6 durante una hora a vapor fluente, durante tres
dias consecutivos. De esta forma el suelo queda libre de propagulos de micorriza. El
suelo se mezcld con arena en una proporcion 3:1(v/v). La arena se esterilizo en autoclave
a 120 °C durante 20 min. Esta mezcla se incubé durante seis semanas con una solucion
acuosa de ZnSO47H20. Tras 2 semanas de incubacion del suelo (para la estabilizacion del
metal), se determino la concentracion final de Zn, utilizando EDTA como extractante
(Lakane & Ervio, 1971) fue de 600 pg Zn g suelo.

El fermentado de SB o SB+RP se mezclé en una proporcién de 5% cuando fue
requerido, con la mezcla suelo-arena y se dejé durante tres semanas a temperatura
ambiente para que alcanzara el equilibrio con los componentes del suelo. El fosfato de
roca (0.75 g por maceta) se aplico a aquellas macetas que no habian recibido el

fermentado suplementado con RP.

Las plantas crecieron durante 7 meses en las condiciones de invernadero descritas en

el capitulo de materiales y métodos, y se regaron todos los dias al 100 % de la capacidad
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de campo. Se realizaron cortes sucesivos de partea aérea a los 60, 120 y 180 dias de
crecimiento y la cosecha final del ensayo tuvo lugar a los 240 dias de la siembra. Ello
permitio ver la dindmica y el comportamiento de los tratamientos aplicados a lo largo del

tiempo.

3.4. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Se sembraron 10 semillas directamente en macetas de 400 g y tras su
germinacion se dejaron en 4 plantulas por maceta. Los tratamientos micorrizados
recibieron 10 g de inéculo de una cepa de Glomus mosseae aislada de suelos contaminados
con Zn. Los tratamientos no micorrizados recibieron 2 ml de un filtrado del inéculo para
reincorporar la microbiota exenta de propagulos de micorriza.

Todas las plantas se inocularon con 1 ml de cultivo de Rhizobium leguminosarum bv

trifolii a una concentracion de 108 ufc ml-.

3.5. Disefio experimental

El experimento consistié en un bloque factorial disefiado completamente al azar, con
dos factores: (1) inoculacién micorricica con un hongo micorricico adaptado a Zn, y (2)
aplicacién residuo de aziucar de remolacha fermentado con A.niger. Los tratamientos
fueron: (i) suelo sin enmienda: control; (ii) suelo con residuo de aztcar de remolacha
fermentado (SB); (iii) suelo con residuo de azticar de remolacha suplementado con RP
fermentado (SB+RP). Estos tratamientos fueron inoculados o no con G.mosseae, aislado
autdctono (Zn) (+ M). Todos los tratamientos tuvieron 5 repeticiones resultando un total

de 30 macetas.

3.6. Determinaciones

La parte aérea de la planta fue cosechada a los 60, 120, 180 y 240 dias de la siembra.

Tras cada cosecha, se determinaronPesos frescos y secos de parte aérea

En la ultima cosecha (240 dias) se determino:
e Peso fresco y seco de parte aérea
e Contenido de N, P, Ky Zn en parte aérea.
e Peso fresco de raiz
e Numero de nodulos
e Porcentaje de raiz micorrizada por el método de (Trouvelot et al., 1986)

e Actividades enzimaticas en suelo rizosférico
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e Porcentaje de agregados estables en suelo rizosférico
e Concentraciéon de Zn en suelo
El coeficiente de absorcion especifica (SAR, del inglés, specific absorption rate) se
define como la cantidad de nutrientes o metal que es absorbido por unidad de biomasa

de raiz (Gray & Schlesinger, 1983). Se calcul6 de la siguiente manera:

Nutriente o metal en planta (ug)

SAR=

Biomasa de raiz (g)

3.7. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Las barras en las

columnas indican el error estandar.

Se realizO un analisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos

tratamientos para las variables determinadas en el ensayo.

Para la realizacion de estos analisis se wutiliz6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

3.8. Resultados
Crecimiento de la planta

En este suelo contaminado con Zn, en todas las cosechas hubo diferencias
significativas en el crecimiento de la parte aérea entre las plantas crecidas en suelo
enmendado con cualquiera de los residuos fermentados y los controles sin enmienda.
Tras 60 dias de crecimiento, la efectividad del hongo MA se observd solamente en las
plantas tratadas con SB+RP. Este efecto positivo de la micorrizacion en este tratamiento
desaparecio en la tercera y cuarta cosecha. Sin embargo, en las plantas control (sin
enmienda) o en las tratadas con SB, la colonizacién con el hongo MA tuvo una evolucion
diferente ya que fue efectiva en incrementar la biomasa de la planta en la cuarta cosecha.
La biomasa total de parte aérea (suma de las cosechas sucesivas) se incremento por la
colonizacién con el hongo MA en suelo con o sin enmienda. La adicién de SB fermentado
incrementd la biomasa de parte aérea con respecto al control (sin enmienda) en un 434%
(en las plantas no micorrizadas) y en un 549% (en las plantas micorrizadas). En suelo sin
enmienda, el efecto de la micorriza fue de un 232% con respecto al control. Pero el efecto
mas destacado lo tuvo la adicion de SB+RP, que increment6 la biomasa en un 1006% (en

ausencia de micorriza) y en un 1192% (en presencia de G.mosseae) con respecto al control

(fig 9).
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Figura 9: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre parte aérea de Trifolium repens no

micorrizadas (C) y micorrizadas (M) crecido en suelos contaminados con Zn (600 mg Zn Kg' suelo).

Las barras verticales representan el error estandar.
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La biomasa de raiz y el nimero de nédulos en los suelos no enmendados fue mayor
en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas. Pero en los suelos con enmienda
no hubo efecto de la micorriza (fig 10 a y 10 b). Las enmiendas incrementaron de forma
importante el desarrollo radical siendo de destacar el papel estimulante de SB+RP
incrementando también el nimero de nddulos formados. En suelo sin enmienda, la
nodulaciéon fue nula en las plantas no micorrizadas, y la formacion de nddulos se
estimuld por la colonizacién micorricica (fig 10 b). El efecto de las enmiendas (SB y en
especial SB+RP) sobre la formacién de ndédulos, fue evidente y mas destacado que el
producido por MA. Este efecto beneficioso alcanzo su valor maximo (210 nédulos/planta)

en el tratamiento SB+RP (fig 10 b).
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Figura 10: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre la biomasa de raiz, nimero de nodulos (fig
2a, 2b) de Trifolium repens no micorrizadas (C) y micorrizadas (M) crecido en suelo contaminado

con Zn (600 mg Zn kg'suelo). Las barras verticales representan el error estandar.

Con respecto al contenido de N y K en parte aérea fueron muy bajos en las plantas no
micorrizadas que crecieron en suelo sin enmienda, siendo practicamente despreciables.
Pero la colonizacién con el hongo MA, incrementd el contenido de N y K en suelos sin
enmienda y en los suelos enmendados con SB+RP. En las plantas micorrizadas que
crecieron en suelos enmendados con SB+RP el incremento de N y K absorbidos fue de un
1672% (N) y 1832% (K) (fig 11 a, 11 b). En este tratamiento se observé una interaccion

positiva entre la enmienda y la micorrizacién. (tabla 8)
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Figura 11: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre el contenido de N y K (a, b) en parte aérea
de Trifolium repens no micorrizadas (C) y micorrizadas (M) crecidas en suelo contaminado con Zn

(600 mg Zn kg suelo). Las barras verticales representan el error estandar.

La colonizacién MA en suelos con enmienda afecté de manera opuesta la absorcién
de P y Zn por la planta (fig 12 a, 12 b). Los valores maximos de P se obtuvieron,
especialmente, en plantas micorrizadas cuando SB+RP se anadi¢ al suelo (fig 12 a). Hubo
una interaccion positiva entre la enmienda y la micorrizacion (tabla 8) y se determiné un
incremento en Pdel 379 % frente al control (sin enmienda y sin micorriza). De manera
contraria, la concentraciéon de Zn disminuyé un 45 % en plantas crecidas con estos
tratamientos(fig 12 b). Consecuentemente, la razén P/Zn se incremento6 en un 825% por la
aplicaciéon de la enmienda y la colonizacidon micorricica (fig 12 e). Sin embargo, debido a
la mayor biomasa cosechada, en las plantas micorrizadas y tratadas con SB+RP se

incremento6 la adquisicién total (contenido) de Zn. (Fig. 12 d).
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Figura 12: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre concentracién y contenido de Py Zn (a, ¢, b,

d) y razén P/Zn (e) en parte aérea de Trifolium repens no micorrizadas (C) y micorrizadas (M)

crecidas en suelos contaminados con Zn (600 mg Kg). Las barras verticales representan el error

estandar.

Curiosamente, el porcentaje de raiz colonizada en términos de frecuencia (%F),

intensidad (%M), e intensidad de arbuisculos (%a y %A) decrecié con la aplicacién de
SB+RP (fig 13)
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Figura 13: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre los valores de micorrizacién intraradical
(%F, frecuencia de micorrizacién, % M, intensidad global de micorrizacién, % m ,intensidad de
micorrizacion de los fragmentos infectados, % a, riqueza de arbusculos de la parte micorrizada, %
A, riqueza de arbtsculos del sistema radical) en raices de Trifolium repens crecidas en suelos

contaminados con Zn (600 mg kg ! suelo).

En suelo contaminado con 600 mg Zn Kg' suelo, la adiciéon de la enmienda (SB o
SBRP) incremento significativamente todas las actividades enzimaticas determinadas en
suelo rizosférico. El mayor incremento, de un 1257 %, se observo en la actividad fostatasa
en respuesta a la aplicacion de SB y el hongo MA (fig. 14 c). La colonizacién micorricica
incrementd la actividad fosfatasa solo en el tratamiento con SB, mientras que disminuyé
en el tratamiento con SB+RP (fig 14 c). Siguiendo la misma tendencia, en el suelo tratado
con SB y colonizado por el hongo MA, se determinaron las mayores actividades
deshidrogenasa y B-glucosidasa (fig 14 a y 14 b) y se observd una interaccion positiva
entre la enmienda y la micorriza (tabla 9). La inoculacidon micorricica fue menos efectiva
en incrementar dichas actividades en los tratamientos sin enmienda o con SB+RP (fig. 14

a, b, c).

La colonizaciéon micorrica no afecté la formacion de agregados estables en ningtin
tratamiento, sin embargo, la adicidn de las enmiendas (SB o SB+RP) los incrementd.(fig 14
d).
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Figura 14: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre las actividades deshidrogenasa, B-

glucosidasa, fosfatasa y sobre el porcentaje de agregados estables (fig 5a, 5b, 5c y 5d

respectivamente) en suelo rizosférico de plantas no micorrizadas (C) y micorrizadas (M) de

Trifolium repens crecidas en suelos contaminados con 600 mg Zn kg suelo. Las barras verticales

representan el error estandar.

Las plantas micorrizadas crecidas en un suelo con enmienda, demostraron una

mayor adquisicion especifica de P. Sin embargo, hubo un efecto negativo de la micorriza

cién en la adquisicion especifica de Zn, ya que se encontraban en el medio en cantidades

supraoptimas. (tabla 7).
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— SB SB+RP
SAR C M C M C M
P 04 +0 0.2 £0.01 0.4 +£0.04 0.6 + 0.04 0.5 £0.07 0.8 £0.04
/n 05+0 0.1 +£0.01 0.2 +0.03 0.2 +0.02 0.1 +0.00 0.1 £0.01

Tabla 7: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre la absorcion especifica (SAR) (mg g') de Py

Zn de Trifolium repens no micorrizadas (C) y micorrizadas (M) en suelos contaminados con Zn (600

mg Zn kg de suelo).

La figura 15 muestra la disminucion en la concentracion de Zn en suelo contaminado

con 600 mg Zn Kg' suelo, tanto por la aplicacion del fermentado como por la

micorrizacion

800

600 -

400 -

Zn (mg kg—ll

200 -

C SB SBRP

Figura 15: Efecto de las enmiendas (SB o SB+RP) sobre la concentraciéon de Zn en suelo (mg Kg?)

tras 240 dias de crecimiento de Trifolium repens no micorrizadas (-M) y micorrizadas (+M) en suelos

contaminados por Zn (600 mg Zn kg! de suelo).
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residuo azucar de micorriza (MA) RA x MA
remolacha (RA)

Peso seco parte aérea 0.0000 0.1179 0.4455
xEE ns ns

Peso fresco raiz 0.0024 0.4584 0.3969
x ns ns

numero de nédulos 0.0001 0.7618 0.2342
o ns ns

contenido total de K 0.0000 0.0001 0.0055
b %% *%

contenido total de N 0.0000 0.0000 0.0001
B B Ko

contenido total de P 0.0000 0.0005 0.0036
b b *%

concentracion de P 0.0000 0.0027 0.1712
B *% ns

contenido de Zn 0.0010 0.0063 0.1622
b *% ns

concentracion de Zn 0.0010 0.0063 0.1622
B *% ns

Tabla 8: Valores del analisis de varianza multifactorial de los parametros de crecimiento, nutriciéon

y metal pesado de Trifolium repens crecido en suelo contaminado con Zn (600 mg Zn Kg-! suelo).
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residuo azucar de micorriza (MA) RA x MA
remolacha (RA)

deshidrogenasa 0.0000 0.0000 0.0000
A% A% 43434
Glucosidasa 0.0000 0.0000 0.0000
A% A% $343%
Fosfatasa 0.0000 0.9229 0.0000
A% ns *%A
estabilidad de agregados 0.0016 0.2115 0.174
** ns ns

Tabla 9: Valores del analisis de varianza multifactorial de los parametros de bioldgicos y fisicos del

suelo rizosférico de Trifolium repens crecidas en suelo contaminado con Zn(600 mg ZnKg-! suelo).

4. EFECTO DEL ALPEORUJO FERMENTADO CON ASPERGILLUS
NIGER SOBRE LA DISPONIBILIDAD DE CD EN SUELO.

4.1. Objetivo.

Evaluar la capacidad de retenciéon de Cd por alpeorujo fermentado con A.niger y

estudio de su influencia sobre la disponibilidad de dicho metal en suelo.

4.2. Disefio experimental.

El suelo utilizado en este experimento es el mismo con el que se realizd el ensayo en
microcosmos descrito en este capitulo. Este suelo proviene de la provincia de Granada y
sus caracteristicas estan descritas en el apartado X de este capitulo. El suelo se secé y se
paso por un tamiz de 2 mm de didmetro. Se contamino con Cd (20 mg Kg-1 suelo) segtin
el protocolo descrito en el capitulo de materiales y métodos. Tras un mes de incubacién
del suelo con el metal pesado, se afiadio el alpeorujo en una proporcién del 5% (similar a
la utilizada en el ensayo con planta en microcosmos). Se dejo en incubacién a
temperatura ambiente durante 1 mes. Tras este tiempo se procedi6 al analisis de Cd total
y extractable.
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4.3. Resultados
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Figura 16: Influencia de la aplicacion de alpeorujo (DOC) sobre la concentraciéon de Cd en suelo

total y extraible por EDTA.

5. EFECTIVIDAD DE GLOMUS MOSSEAE Y ALPEORUJO (TRATADO
MICROBIOLOGICAMENTE CON ASPERGILLUS NIGER) PARA
MEJORAR EL CRECIMIENTO Y NUTRICION DE TRIFOLIUM REPENS
EN UN SUELO CONTAMINADOS CON Cd.

5.1. Objetivo.

Dada la capacidad del biofermentado de DOC de reducir el Cd extraible del suelo y
puesto que en ensayos previos la enmienda anadida habia potenciado el desarrollo y la
actividad de la colonizacién intraradical, un siguiente objetivo era verificar si, de forma
similar, el desarrollo del micelio extraradical era activado, en suelo contaminado con Cd,
mediante la aplicacion de esta enmienda. Para ello se utiliz6 un sistema experimental que
permitié evaluar la capacidad infectiva del micelio extraradical en suelo contaminado con

Cd y la influencia de la enmienda afadida.

Este ensayo constd de dos partes consecutivas.

5.2. Proceso de fermentacion del residuo agroindustrial

La preparacion del sustrato (DOC) suplementado con fosfato de roca se llevd a cabo

siguiendo el protocolo descrito en el capitulo de materiales y métodos.
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5.2. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos biologicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. Los tratamientos micorrizados recibieron 10 g de indculo de la cepa
de Glomus mosseae (adaptada a Cd y aislada de suelo contaminado con 270 mg Cd Kg!
suelo). Los tratamientos no micorrizados recibieron 2 ml de un filtrado del indculo para

reincorporar la microbiota exenta de propagulos de micorriza.

Todas las plantas fueron inoculadas con 1 ml de Rhizobium leguminosarum bv trifolii a

una concentracion de 108 ufc ml-.

5.3. Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales

Para la realizacion de este ensayo se utilizd un suelo de la provincia de Granada
(Espafia) cuyas caracteristicas estan descritas en el capitulo de materiales y métodos de
esta tesis. El proceso de contaminacion con Cd se realizé siguiendo el protocolo descrito

en el capitulo de materiales y métodos.

Las plantas crecieron en condiciones de invernadero (temperatura entre 19-25 °C,
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y humedad relativa de 70-90%) y se regaron todos
los dias hasta alcanzar el 100 % de la capacidad de campo. La parte I del ensayo durd 7
meses y se realizaron cortes de partea aérea a los 60, 90, 120, 150 y 180 dias de la siembra.

La parte II del ensayo, se cosech6 a los 45 dias de la siembra.

5.4. Disefio experimental

El sistema experimental utilizado se baso en el descrito por (Tobar et al., 1994b; Ruiz-
Lozano et al., 2000). Consistia en dos compartimentos, el compartimento de la raiz (CR)
separado del resto por una malla 0.45 um de didmetro de poro y contenia 300 g de mezcla
de suelo/ arena (1:1) (v/v) estéril. Este sistema permite el paso de las hifas emergentes de
las raices micorrizadas de las plantas sembradas en el CR al segundo compartimento:
compartimento de la hifa (CH). El CR ocup¢ el centro de un contenedor de 21 cm
(longitud) x 10 cm (de ancho), de manera que quedaban dos CH a ambos lados de CR.

Todos los compartimentos eran de tamartio similar (300 ml de capacidad).

El ensayo que aqui se describe se desarroll6 en dos etapas sucesivas. En la 1? (Parte I)
se utilizo el sistema experimental completo y en la 22 (Parte II) solo CH para evaluar los

efectos deseados.
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.
(@)
S

Figura 17: Esquema del sistema bicompartimentado utilizado en este ensayo, donde CR
(compartimento de la raiz) estaba rodeado por dos CH (compartimento de desarrollo de las hifas)

colindantes.

Parte I

El objetivo de esta primera parte fue evaluar, en microcosmos, la eficiencia del
residuo de alpeorujo fermentado con A. niger (DOC), y suplementado con fosfato de roca,
sobre crecimiento y nutricion de Trifolium repens en suelos contaminados por Cd.

Ademas, se evalud su influencia sobre la infeccién micorricica intra y extraradical.

La parte I de este experimento, consisti6 en un bloque factorial disefiado
completamente al azar, con tres factores: (1) inoculaciéon micorricica con un hongo
adaptado a Cd, (2) alpeorujo suplementado con fosfato de roca y fermentado con A. niger,

y (3) contaminacién con Cd del suelo. Todos los tratamientos tuvieron 4 repeticiones.

El residuo de alpeorujo fermentado con A. niger, se anadio a la mezcla suelo-arena
del CR en una proporcién de 5%, cuando fue requerido, y se dejo, durante tres semanas, a
temperatura ambiente para que alcanzaran el equilibrio con los componentes del suelo. El
fosfato de roca (0.75 g por maceta) se aplicé al CR de aquellos tratamientos que no habian

recibido el fermentado suplementado con RP.

Se sembraron 10 semillas directamente en cada CR y tras 2 semanas se dejaron en 4

plantulas por CR

Parte 11

El objetivo de esta parte II del experimento fue evaluar el cambio de infectividad del
micelio generado por las plantas donadoras crecidas en CR, afectadas tanto por la

concentracion de Cd en el sustrato como por la adiciéon de DOC en CR. Tras cosechar las
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plantas de la parte I, se sembraron 8 semillas de T. repens en el compartimento de la hifa
(CH) y finalmente se dejaron en 4 plantulas por cada CH. De manera que las plantas
crecidas en CH eran todas micorrizadas. El indculo estaba formado tmicamente por el
micelio extraradical procedente de las plantas micorrizadas crecidas en RC durante la

parte I del ensayo.

Malla 0.45 um

CH ﬁ

Figura 18: Esquema del sistema bicompartimentado utilizado en la parte II de este ensayo. Las
semillas de Trifolium repens se sembraron en el CH donde se habia desarrollado el micelio MA a

partir del CR (compartimento de la raiz) de la parte I del ensayo.

5.5. Determinaciones

Parte 1

Las plantas crecidas en CR se cosecharon definitivamente a los 210 dias de
crecimiento vegetal. Se determind el peso seco de cada una de las sucesivas cosechas
previas (tras secarlas en un horno a 65 °C durante 48 horas). Finalmente se juntaron todas
las muestras pertenecientes a la misma repeticion de las distintas cosechas y en la mezcla
se procedid a la determinacion del contenido de N, P, K en parte aérea. Las raices fueron
lavadas y una vez pesadas se tomd una alicuota para la determinacién del nivel de

colonizacion micorricica (descrita en el capitulo de materiales y métodos).

180



Iv Inoculacion y enmiendas en bioremediacion

También se procedi6 a la determinacion de la longitud del micelio extraradical
generado en el suelo de ambos compartimentos (CR y CH), segtin el método descrito por

(Jakobsen et al., 1992) (capitulo de materiales y métodos).

Parte 11

Las plantas crecidas en el compartimento de la hifa (CH), se cosecharon a los 60 dias
de crecimiento vegetal. La tnica fuente de inéculo MA para las plantas de esta segunda
parte crecidas en el CH, era el micelio generado en CR por las plantas micorrizadas
crecidas en parte I. A estas plantas se les determind crecimiento (peso seco de la parte

aérea y peso fresco de raiz) y niimero de nédulos e infeccion MA en raiz.

5.6. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Las barras en las

columnas indican el error estandar.

Se realizdO un analisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos

tratamientos con las variables determinadas en el ensayo.

Para la realizacion de estos analisis se wutiliz6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

5.7. Resultados

Parte I

Los resultados de crecimiento y nutricion obtenidos siguieron la tendencia
previamente observada en el ensayo con residuo de aztcar de remolacha y suelo
contaminado con Cd (capitulo de materiales y métodos). La contaminacion del suelo con
Cd, disminuy®¢ el crecimiento vegetal de todos los tratamientos; no obstante, este efecto
se neutralizd en parte por la micorrizacién y por la adicion de DOC. Hubo una
interaccion positiva entre la micorriza y la enmienda de manera que los valores maximos
de crecimiento se alcanzaron en las plantas micorrizadas que crecieron en suelo con DOC
tanto en suelos contaminados con Cd como en los no contaminados (tabla 10). La
biomasa de la parte aérea cosechada fue 2933% (en suelo contaminado) y 2376% (en suelo
no contaminado) mayor que sus respectivos controles (sin micorriza y sin residuo) (figura
19). El desarrollo de la raiz siguié la misma pauta de crecimiento que la parte aérea,

aunque en suelos contaminados por Cd, el residuo DOC incrementd en mayor cuantia la
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biomasa de raiz en plantas micorrizadas que en suelos no contaminados (17% de

incremento en suelos no contaminados y 64% en suelos contaminados (figura 20 a).

La micorrizaciéon, particularmente en interaccion con la enmienda (DOC),

contrarresta el efecto inhibidor del Cd sobre el desarrollo de la raiz.
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Figura 19: Efecto de la aplicacion del fermentado de DOC y de la micorrizacién (M) sobre la
biomasa total cosechada (suma de cosechas sucesivas) de parte aérea de Trifolium repens crecido

en suelos sin contaminar y en suelos contaminados por Cd (20 mg kg suelo)

La micorrizacién y en menor cuantia la adiciéon de DOC incrementaron el nimero de
nodulos en suelo con o sin Cd. Sin embargo, en los suelos sin Cd, la interacciéon positiva

entre la micorriza y el residuo fue mas destacada en el aumento del nimero de nédulos
(figura 20 b).
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Figura 20: Efecto de la aplicacién del fermentado de DOC y la micorrizaciéon (M) sobre la biomasa
de raiz (a) y el nimero de noédulos (b) de Trifolium repens crecido en suelos sin contaminar y en

suelos contaminados con Cd (20 mg Kg' suelo).

Los contenidos de N, K en parte aérea (figura 21 a y b respectivamente), mantuvieron
la tendencia observada sobre el desarrollo vegetal. Los valores mas altos se encontraron
en las plantas colonizadas por MA y crecidas en suelos con el residuo fermentado, tanto

en suelos con Cd como sin él.

En suelos sin Cd el contenido de P fue mas estimulado por la enmienda que por la
micorrizacion (figura 21 c). En todos los nutrientes analizados se evidencid una
interaccion positiva entre la micorriza y la enmienda (tabla 10), tal hecho es de particular
relevancia en suelo contaminado con Cd donde la asimilacion de estos nutrientes estaba
muy restringida. En plantas crecidas en suelo con Cd, la adicién de la enmienda y la
micorrizacion provocan un incremento en la adquisicion de N, P, K que supera
ampliamente al obtenido por plantas micorrizadas crecidas en ausencia de Cd. (figura 21,
a,bc)

En ninguno de los pardmetros de micorrizacion medidos, hubo diferencias
significativas entre los tratamientos con DOC y sin DOC, tanto en suelos contaminados
como en los no contaminados con Cd (tabla 11). Sin embargo, la presencia de Cd en suelo

incrementd los valores de %a y %A en todos los tratamientos (figura 22).
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Figura 21: Efecto de la aplicacion del fermentado de DOC y de la micorrizacion sobre el contenido
de N, P, K (a, b, ¢ respectivamente) en parte aérea de Trifolium repens crecidas en suelos sin

contaminar y en suelos contaminados con Cd (20 mg Kg™)
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Figura 22: Efecto de la aplicaciéon del fermentado de DOC sobre valores de micorrizacion
intraradical (%F, frecuencia de micorrizacion, % M, intensidad global de micorrizacién, % m
,intensidad de micorrizacion de los fragmentos infectados, % a, riqueza de arbusculos de la parte
micorrizada, % A, riqueza de arbuisculos del sistema radical) de Trifolium repens crecido en suelos

sin contaminar y en suelos contaminados con Cd (20 mg Kg' suelo)

La longitud del micelio extraradical en el CR fue similar tanto en suelo contaminados
por Cd como en suelo sin contaminar y ninguno de los tratamientos influy6 sobre este
valor (fig 23 a). Sin embargo, en el CH se produce una disminucion en la longitud del
micelio extraradical tanto por la adiciéon de la enmienda como por la contaminacién con
Cd (figura 23 b)
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Figura 23: Efecto de la aplicacion del fermentado de DOC y de la contaminacién por Cd (20 mg Kg!
suelo) sobre la longitud del micelio extraradical de hongos MA en suelo del CR (a) y en suelo del

CH (b).

micorriza Alpeorujo Cd  MAxDOC MAxCd DOCxCd MAxDOC
(MA) (DOC) x Cd

Peso seco 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0041 0.0899 0.1846

parte aérea %% X %A %% %% ns ns

Peso fresco 0.0000 0.0034 0.0084 0.3993 0.2639 0.4643 0.415
raiz wx xE x ns ns ns ns

Nuamero de  0.0000 0.0005 0.0025 0.8252 0.112 0.0926 0.3269

o424 4% *3%

nodulos ns ns ns ns

Contenido 0.0000 0.0000 0.0011 0.0000 0.2428 0.0719 0.7298

total de K xx o xoex wx ns ns ns

Contenido 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0092 0.0227 0.1309

total de N %3%% A% L *%% %% * ns

Contenido  0.0000 0.0000 0.0003 0.0000 0.1454 0.0003 0.1135

tOtal de P %3%% A% L *%% ns L ns

Tabla 10: Valores del andlisis de varianza multifactorial para los pardmetros de crecimiento y

nutricién de Trifolium repens.
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Alpeorujo Cd DOCxCd
(DOC)
%F 0.2783 0.7813 0.8313
ns ns ns
%M 0.6263 0.5051 0.8551
ns ns ns
Y%m 0.6625 0.3123 1.0000
ns ns ns
%a 0.4383 0.0046 0.0914
ns o ns
%A 0.9677 0.0626 0.3098
ns ns ns
longitud de micelio 0.9299 0.1627 0.4916
(CR) ns ns ns
longitud de micelio 0.0000 0.0045 0.0016
(CH) Lt %% *%

Tabla 11: Valores del anélisis de varianza multifactorial para los parametros de crecimiento y

nutricién de Trifolium repens.

Parte 11

Tanto el crecimiento de parte aérea y de raiz como el nimero de néddulos disminuy6
en todas las plantas crecidas en suelo con Cd en comparacion con los tratamientos sin Cd
(figura 24 ab,c respectivamente). En ninguno de los pardmetros de micorrizacion
medidos hubo diferencias significativas influenciadas por los distintos tratamientos
(figura 25).
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Figura 24: Biomasa de parte aérea, raiz y nimero de nédulos (a, b, c respectivamente) de plantas de

Trifolium repens crecido en suelos no contaminados o contaminados con Cd (20 mg Cd kg suelo).
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Figura 25: Valores de colonizacion MA en raices de plantas de Trifolium repens crecido en el CH.
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Alpeorujo Cd DOCxCd
(DOC)
Peso seco parte aérea 0.5363 0.0803 0.3902

ns ns ns

Peso fresco raiz 0.8068 0.0440 0.8068
ns * ns

numero de ndédulos 0.0669 0.0022 0.0927
ns **x ns

%F 0.2783 0.7813 0.835
ns ns ns

%M 0.6263 0.5051 0.8545
ns ns ns

Y%m 0.6625 0.3123 1.0000
ns ns ns

Y%a 0.4383 0.0046 0.0914
ns * ns

%A 0.9677 0.0626 0.3098
ns ns ns

Tabla 12 Valores del analisis de varianza multifactorial para los parametros de crecimiento y

simbidticos de Trifolium repens crecido en suelo contaminado con Cd (20 mg Zn Kg-! suelo)
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V. 3. Discusion

El hecho de que en zonas contaminadas por metales pesados se haya encontrado
colonizacién por hongos MA, apoya la idea de que dichos hongos pueden contribuir a
una mayor tolerancia de las plantas a estos metales. Estudios de (Kaldorf et al., 1999;
Hildebrandt et al., 1999; Tonin et al., 2001)(libro mycorrhizal fungi), refuerzan esta
hipotesis. Ademas,(Vivas et al., 2003a; Vivas et al., 2005a) encontrd que las especies de
hongos MA aislados de areas contaminadas eran exclusivamente las del género Glomus
que parecen ser particularmente capaces de tolerar altas concentraciones de metales

pesados en suelos neutro-alcalinos muestreados.

En los dos ensayos realizados con metales pesados cabe destacar el efecto beneficioso
de la inoculacién de Glomus mosseae sobre el crecimiento de la planta, especialmente de
aquellas que crecieron en suelos adicionados del fermentado del residuo de aztcar de
remolacha. Ademas, la cepa de G.mosseae utilizada en estos ensayos es tolerante a metales
pesados y su inoculacién alivia la toxicidad que excesos de Zn y Cd en el medio ejercen
sobre el desarrollo de la planta. A su vez, incrementan la captacién de nutrientes, N y P
principalmente, a través del micelio extraradical. (Joner & Leyval, 1997)encontraron que
en suelos contaminados con Cd, tanto el desarrollo de la hifa como la captacién de
nutrientes se mantuvieron a pesar de que el desarrollo radical de la planta se afecto. Ellos
atribuyeron esos resultados al hecho de que los hongos MA son menos sensibles que las

raices a la toxicidad provocada por estos metales.

Por otro lado, la adicién de la enmienda organica fermentada, también contribuy¢ al
incremento del crecimiento de la planta, especialmente en plantas micorrizadas. Como se
ha explicado en capitulos anteriores, durante el proceso de fermentacion tiene lugar la
mineralizacién de los residuos agricolas y como consecuencia hay un incremento de
nutrientes disponibles para la planta. Ello explica el incremento de N, P, K en la parte
aérea de las plantas cuando la enmienda fue afiadida al suelo. Ademas, la solubilizacién
del fosfato de roca (RP), durante el proceso de fermentacion, se reflejé en una mayor
concentracién de P en parte aérea de las plantas tratadas con SB+RP. Los resultados de
crecimiento indican que existe una interaccion positiva entre la micorriza inoculada y la
enmienda aplicada, de manera que aquellas plantas micorrizadas y aplicadas con

enmienda alcanzaron los valores maximos de biomasa de parte aérea y raiz.

Centrandonos en los valores de micorrizacién, cabe destacar, en suelo contaminado
con Cd, el efecto positivo de la adicion del fermentado suplementado o no con fosfato de

roca sobre la colonizacién de la raiz por el hongo MA. A pesar de que las plantas
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micorrizadas en suelos sin enmienda mostraron altos porcentajes de frecuencia de
colonizacidn (tincion con azul tripan y tincién vital), la intensidad de micelio intraradical
y arbtusculos es significativamente mayor en las plantas micorrizadas en suelos con
enmienda. La adicion de la enmienda parece ser crucial para el establecimiento de la
simbiosis micorricica y ello explicaria el mayor crecimiento de estas plantas.
Similarmente, en el ensayo del suelo contaminado con Zn, tanto la frecuencia, como la
intensidad de colonizacion y de arbuisculos se incrementd por la adicion de SB al suelo.
Otros autores como(Muthukumar & Udaiyan, 2000)articulo Zn) también encontraron que
plantas que crecieron en suelos con enmiendas organicas mostraron mayores porcentajes
de colonizacién que las plantas que crecieron en sistemas de cultivo convencionales con
aplicacién de fertilizantes. Sin embargo, en este mismo ensayo, la adicién de SB
suplementado con fosfato de roca (SB+RP) al suelo disminuy6 todos los parametros de
colonizacién MA en raiz. Este hecho se debi6 probablemente a la alta concentracion de P
en suelo, derivada de la solubilizaciéon de RP durante el proceso de fermentacion, ya que
altos niveles de fésforo soluble pueden tener un efecto negativo sobre la colonizacién de
los hongos MA (Schwab ef al., 1991). No obstante, a pesar del menor nivel de colonizacion
con respecto a los otros tratamientos micorrizados, tanto el crecimiento como la
concentraciéon de P en parte aérea de las plantas micorrizadas en suelo con SB+RP fue
mayor que el de las no micorrizadas; esto pudo deberse a una mayor eficiencia de la

colonizacidn, o a un posible mayor desarrollo del micelio extraradical.

Asi, tanto la colonizacion de las plantas por el hongo MA y/o la adicién de la
enmienda agricola fermentada se traduce en un incremento en la nutricion de la planta,
una mejora del crecimiento de esta y consecuentemente una mayor tolerancia frente a los
excesos de metales pesados. Ello posiblemente originado al disminuir la concentracion de
estos en parte aérea, especialmente cuando ambos inoculantes estan presentes en el
sistema. Diferentes autores como (Schiiepp et al., 1987; Heggo et al., 1990) han demostrado
la capacidad de la micorriza para reducir la captacion por la planta de elementos traza en
exceso como Zn, Cd y Mn. Autores como (Brown & Wilkins, 1985; Dehn & Schuepp,
1989)rticulo deShetty et al., 1993 en enviromental pollution) sugirieron que el metal
pesado era retenido en la pared celular de la hifa conectadas a raices evitandose, por
tanto, su translocacién a la parte aérea. Mas recientemente, (Joner & Leyval, 2001)
sugirieron que esta disminucién en la transferencia de metales pesados, como Zn y Cd,
desde la hifa extraradical de los hongos micorricicos arbusculares a la planta podia ser
debida a la formacion de complejos de polifosfatos con los metales. Los polifosfatos son
sustancias altamente abundantes en las hifas de estos hongos. Contrariamente, otros
autores como (Killham & Firestone, 1983; Weissenhorn et al., 1995a)en Joner y Levyal
Biol Fertil Soils 2001)) han demostrado un incremento en el contenido de metales pesados

en plantas micorrizadas en comparacion con las no micorrizadas. Aparentemente factores
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como el pH (El-kherbawy et al., 1989), la concentracidn inicial en suelo del metal pesado
(Heggo et al., 1990) y la compatibilidad entre los dos simbiontes (Denny & Wilkins, 1987)
(articulo deShetty et al., 1993 en enviromental pollution pueden influir en la capacidad

del hongo MA para disminuir la toxicidad del metal pesado en planta.

Asi mismo, estudios realizados con enmiendas organicas con fines de
biorremediacion han demostrado la capacidad de estas para inmovilizar metales pesados
(Karaca, 2004) (Aksu & i§oglu, I, 2005)). Los datos de los ensayos realizados “in vitro” en
los que se incubaron las enmiendas, tanto fermentadas como no fermentadas, en
soluciones acuosas que contenian metales pesados, muestran la capacidad de retencién
de Cd y Zn por parte de dichas enmiendas, especialmente del residuo de azticar de
remolacha sin fermentar. El fermentado, disminuy¢ la concentraciéon de Zn en solucion
en un 20% y la de Cd en un 50%. La materia organica afecta la capacidad de cambio
cationico y también es capaz de formar complejos estables con los metales pesados
(Krosgtad, 1983); estudios de (Dronnet et al., 1997; Gerente et al., 2000), demostraron que
la capacidad de la pulpa del residuo de azticar de remolacha para secuestrar metales se
debia a los grupos carboxilicos del acido galacturénico y de las sustancias pépticas
presentes en su composicion. Esto podria explicar la mayor capacidad del SB sin
fermentar para inmovilizar Cd y Zn, ya que tras la fermentacion hay una

biotransformacion parcial del material de partida.

Sin embargo, a pesar de la capacidad de inmovilizar los metales pesados tanto de la
enmienda como del hongo micorricico arbuscular y de que la concentracion de estos en
parte aérea fue menor, la captacion total de ambos metales se incrementé tanto por la
inoculacion con los hongos MA como por la adicion de la enmienda agricola
concomitantemente con la biomasa vegetal. (Joner & Leyval, 2001), indicaron que la
captacion de metal pesado en plantas micorrizadas depende de la densidad de la raiz. Si
esta es baja, la captacion del metal por parte de la planta sera menor, ya que la planta sera
mas dependiente de la simbiosis micorricica. En ambos ensayos (Cd y Zn), el incremento
en el crecimiento de la planta (como consecuencia de la micorrizacion y de la adicion de
la enmienda) conllevo a un incremento en la captacién por parte de la raiz del metal
pesado (Cd, Zn); los datos de concentracion de ambos metales pesados en suelo,
corroboran este hecho. Es obvio que las interacciones planta/hongo a nivel de nutricion
de P y otros aspectos fisiolégicos deben tenerse en cuenta en los estudios de
biorremediacion. Como consecuencia de una mejora en la nutricién y el crecimiento de
las plantas hay una dilucion del metal pesado en los tejidos de la planta, incluso en
situaciones donde la captacion del metal pesado se incrementa substancialmente (EI-
kherbawy et al., 1989).

La determinacion de las actividades enzimaticas en suelo cobra especial importancia

como indice de calidad en estrategias de biorremediacion, ya que confieren informacién
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sobre de las propiedades bioldgicas del suelo, y sirven como indicadores de
recuperacion/remediacion de estos (Dick & Tabatabai, 1993a). En ambos ensayos (Zn y
Cd), hubo un incremento de las actividades deshidrogenasa, B-glucosidasa y fosfatasa
por la adicién de la enmienda. La micorrizaciéon también incrementd los valores de las
actividades enzimaticas pero no de una forma tan pronunciada ni en todos los
tratamientos. El incremento de las actividades enzimaticas implica un incremento en la
disponibilidad de nutrientes para la planta lo que se traduce en una mejora de la
fertilidad del suelo (Garcia et al., 1997). La deshidrogenasa es un cofactor enzimatico
(Nannipieri et al., 1990) y su actividad representa la transferencia de energia en la cadena
respiratoria. Por ello, el incremento de la actividad deshidrogenasa en suelo por la
adicion de la enmienda es un indice del incremento de la actividad microbiana del mismo
(Nannipieri, 1994). La actividad de la enzima hidrolitica B-glucosidasa, implicada en la
transformacion de los carbohidratos, es practicamente nula en los tratamientos en donde
no se habia aplicado enmienda. La adiciéon de SB (suplementado o no con RP) incrementé
esta actividad, lo que supone una mayor fuente de energia para los microorganismos
rizosféricos. Del mismo modo, la actividad fosfatasa, implicada en el ciclo del P en el
suelo, también se incrementd por la adicion de la enmienda. Estos resultados coinciden
con lo obtenidos por (Speir & Ross, 1978) y (Joner & Jakobsen, 1995) que encontraron que
la actividad fosfatasa se incrementa por la presencia de materia orgdnica y de compuestos
de P en forma organica; ademas, (Speir & Ross, 1978) mostraron que la materia organica
incrementa la persistencia de las fosfatasas extracelulares. En el ensayo de
biorremediacion de suelos contaminados por Zn, existe una correlacion entre los valores
mas bajos de micorrizacion y los valores mas bajos de actividad fosfatasa. Como ya
indicamos, en este tratamiento (SB+RP+M), la captacién de P por la planta fue muy
elevada, debido a la solubilizacién de RP. Estos resultados sugieren que la actividad
fosfatasa funciona como un mecanismo alternativo para incrementar el contenido de
fésforo en las plantas (Azcon & Barea, 1997). En la literatura se han encontrado resultados
contradictorios sobre la influencia de los hongos MA sobre la actividad fosfatasa (Azcén
et al., 1982; Dodd et al., 1987; Rao & Tarafdar, 1993). (Joner & Jakobsen, 1995) sugirieron
que estas variaciones se podian deber a las diferentes combinaciones entre huésped y
endofito. En el ensayo del suelo contaminado con Cd, la actividad fosfatasa se incrementé
tanto por la adicidon de la enmienda como por la micorrizacion. Se sabe que el micelio
extraradical de los hongos MA produce fosfatasa (Tarafdar & Marschner, 1994). Aunque
en este ensayo no estimd la longitud del micelio extraradical, la materia orgénica pudo
incrementar el desarrollo del micelio extraradical (St John et al., 1983) y ello se puede
traducir en un incremento de la actividad fosfatasa del hongo. Otra explicacion podria ser
que la modificacion de los exudados de la raiz por la micorrizacién conlleve un
incremento en la produccion de fosfatasas por parte de esta (Dodd et al., 1987; Joner &
Jakobsen, 1995).
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La auxina, acido indol acético (AIA), es un regulador del crecimiento de las plantas.
Hay distintos factores que pueden influir sobre el crecimiento de microorganismos
productores de AIA y por tanto sobre la concentracion de esta auxina en suelo. Por ello,
la determinacion de AIA en suelo puede utilizarse como indice de la actividad biologica
de este (Wohler, 1997). La adicién de SB biotransformado al suelo contaminado con Cd,
incrementd este valor aunque no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
micorrizados. Ademas, en plantas micorrizadas no hubo una relacién directa entre el
incremento de la produccién de AIA y el mayor desarrollo de las plantas micorrizadas.
AIA es importante para el crecimiento de las plantas, pero los resultados obtenidos en
este ensayo demuestran que otros factores como la nutricién y/o la tolerancia a metales
pesados (mediada por los hongos MA) juegan un papel decisivo para el crecimiento de la

planta en condiciones de estrés abiotico.

La calidad y productividad del suelo se puede mejorar por la adiciéon de las
enmiendas orgdnicas (Roldan et al., 1996). Muchos estudios, tanto en campo como en
invernadero, han mostrado el papel importante que juega la materia organica en la
formacion y estabilizacion de los agregados del suelo. (Bearden & Petersen, 2000),
sugirieron que los polisacaridos son los principales responsables en mejorar la estructura
del suelo y (Lynch & Bragg, 1985) constataron la importancia de los microorganismos en
la mejora de las propiedades fisicas del suelo. Los microorganismos participan de una
forma mecdnica (mediante la uniéon por las hifas) o a través de la secreciéon de
polisacaridos al medio en la formacidon de agregados (Reinersten et al., 1984). Por otro
lado, la simbiosis MA también influye sobre esta propiedad fisica del suelo (Bearden &
Petersen, 2000). Los resultados del ensayo de biorremediacién de suelos contaminados
con Zn, han demostrado el incremento en la estabilidad de agregados en los tratamientos
en los que la enmienda se afiadidé al suelo, sin embargo no se aprecié ningtin efecto
adicional de la micorrizacién. (Barea et al., 2005), encontrd que el efecto de los hongos MA
sobre la estabilidad de agregados, no se evidencio hasta los tres afios del establecimiento
de las plantas. La duracién de este ensayo de biorremediacion fue de 4 meses por lo que
probablemente el efecto de la micorriza en la estabilidad de agregados no se llegd a
evidenciar. No obstante, la poblacién microbiana que se desarrollo tras la aplicacién de la
enmienda, pudo ser la responsable del incremento en la formacién de agregados en esos

tratamientos.

La adicion del alpeorujo (DOC) al suelo contaminado por Cd implicdé una
disminucién del Cd disponible en suelo. Esta disminucion de Cd extraible por EDTA se
reflejo en el ensayo realizado con trébol. En el suelo en donde se afiadié la enmienda el
contenido de Cd fue mayor. Esto indica que a pesar del mayor crecimiento de las plantas
en suelo con DOC la captacion de Cd por parte de estas fue menor, debido,

probablemente a una inmovilizacion de este metal pesado por parte de la enmienda. El
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mayor crecimiento de la planta tanto en suelos contaminados por Cd como en suelos no
contaminados se alcanz6 cuando la enmienda se afiadi6é junto con la micorriza. En
ensayos anteriores, ya hemos comprobado el papel esencial que juega la micorrizacion
para proporcionar tolerancia a la planta frente a la contaminacion por Cd; ademas, los
datos de micorrizacién no reflejaron una disminucidon de la colonizaciéon debida a la
presencia de Cd en suelo. Por otro lado, los datos de nutricién indican un incremento de
N, P, K en planta tanto por la micorrizacion como por la aplicaciéon de la enmienda.
Todos estos factores parecen contribuir al mayor crecimiento de las plantas micorrizadas
en presencia de DOC. Sin embargo, al contrario de los resultados obtenidos con SB, el
alperujo no parece incrementar el desarrollo del micelio intra o extraradical del hongo
MA, segtn reflejan los datos de micorrizacién y de micelio extraradical en suelo
rizosférico. No obstante, los maximos valores de crecimiento nutricidn, tanto en suelos
contaminados por Cd como en suelos no contaminados, se alcanzaron cuando ambos,
micorriza y DOC estuvieron presentes en el sistema. Como ya hemos indicado, la
mineralizacién de DOC por A.niger en el proceso de fermentacion es menor que en el caso
de SB, debido a su composiciéon mas elevada en lignina. Por ello, su incorporacion al
sistema suelo-planta supone un incremento en la disponibilidad de nutrientes en suelo,
pero no tan pronunciado como en el caso del SB. En este sentido, la presencia de la
micorriza sigue siendo importante para la nutricion de la planta, y su papel se potencia

en presencia de DOC, al constituir un aporte de materia organica.
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V. 4. Conclusiones

1. Los hongos MA adaptados a metales pesados (Cd y Zn) mejoraron el
crecimiento de Trifolium repens. Este efecto se potencié cuando estas plantas
crecieron en suelos adicionados de la enmienda del residuo de aztcar de

remolacha fermentado con A. niger.

2. La concentraciéon de metales pesados (Cd, Zn) en parte aérea de Trifolium
repens disminuyd por la micorrizacion y por la aplicacion de la enmienda del

residuo de aztcar de remolacha fermentado con A. niger.

3. La concentracién de P en parte aérea de Trifolium repens incremento con la
micorrizacion, especialmente en presencia de la enmienda del residuo de
azucar de remolacha fermentado con A. niger y suplementado con fosfato de

roca.

4. La micorrizacion incrementé el contenido de N y K en parte aérea de
Trifolium repens, especialmente en plantas que crecieron en suelos con la
enmienda del residuo de azuicar de remolacha fermentado con A. niger y

suplementado con fosfato de roca.

5. La adicidn de la enmienda del residuo de aztcar de remolacha fermentado
con A. niger, incremento6 las actividades enzimaticas de suelos contaminados

con metales pesados (Cd y Zn).

6. El porcentaje de agregados estables en suelo contaminado con Zn se

incremento por la adicion de la enmienda.

7. La adicion de la enmienda a un suelo contaminado con Cd incrementé la
capacidad de producciéon de dcido indol acético por parte de los

microorganismos del suelo.
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VI. 1. Introduccion

1. LA COMUNIDAD MICROBIANA EN EL SUELO

La comunidad microbiana en el suelo esta compuestas por bacterias, actinomicetos,
hongos, microalgas y protozoos. Funcionalmente, los microorganismos se clasifican
segun la forma en que la que obtienen carbono y energia para mantener su metabolismo

y para el crecimiento y reproduccion (Meeting, 1992)

En relacién con el desarrollo de la planta, algunos microorganismos son patdgenos de
plantas y le causan dafio y otros son beneficiosos contribuyendo al suministro nutrientes
para la planta o siendo antagonistas de microorganismos patégenos para las mismas. Un
grupo mayoritario de microorganismos son capaces de descomponer la materia organica

dejando disponibles nutrientes inorganicos para las plantas.

La comunidad microbiana en el suelo se puede dividir en grupos segtin ocupen una
zona determinada, como por ejemplo la rizosfera. La definicion mds simple de rizosfera
es el “volumen de suelo influenciado por la raiz” (Lynch, 1990a). El efecto rizosférico
consiste en el incremento del crecimiento microbiano y la densidad de poblaciones
motivado por un aumento del carbono soluble y de nutrientes en esta zona en
comparacion con el existetnte en el suelo no afectado por las raices (Bolton, 1992). La
rizosfera se puede dividir en fracciones como : endorizosfera, que es la zona ocupada por
las células corticales y epidérmicas de la raiz, la rizoplana (superficie de la raiz) y
ectorizosfera que es el suelo adherido a la raiz y que estd influenciado por ella. Un
término relacionado es “micorrizosfera” que se refiere a la rizosfera de las plantas

colonizadas por las micorrizas (Linderman, 1988a).

En esta tesis el término rizosfera se referira al volumen de suelo influenciado por la
raiz tanto de plantas micorrizadas como no micorrizadas y el término “hifosfera” al
volumen de suelo afectado por la presencia del micelio externo de los hongos MA, pero
no por las raices.

2. EL MICELIO EXTRARADICAL DE LOS HONGOS MICORRICICOS

ARBUSCULARES

Mientras que las diferentes estructuras fungicas intrarradicales se han estudiado
ampliamente, y hay numerosos trabajos que las han descrito en detalle (Bonfante-Fasolo,
1984; Smith & Smith, 1997; Bonfante & Bianciotto, 1995), hasta hace unos anos se conocia
muy poco sobre el desarrollo, morfogénesis y arquitectura de las hifas extraradicales de
las MA. Sin embargo, estas constituyen una parte fundamental de la simbiosis MA, tanto
en lo que respecta a los procesos nutricionales como ecolégicos en cuanto a su relacién

con el entorno.
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Hay diferentes estudios que se han centrado en la descripcion de las caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas mas relevantes del micelio extraradical. Estos estudios,
realizados por lo general en condiciones controladas de invernadero, han puesto de
manifiesto que por cada metro de raiz colonizada se producen entre 7 y 250 m de hifas
externas de hongos MA, dependiendo de la especie de hongo implicada y de las
condiciones de crecimiento (Smith & Read, 1997b). De igual manera, el micelio
extrarradical ha demostrado ser capaz de captar muy eficazmente nutrientes (Gianinazzi-
Pearson & Azcon-Aguilar, 1991; Smith & Read, 1997b; George et al., 1995) en especial el
fésforo (Jakobsen, 1995), nitrégeno (Tobar et al, 1994a) y algunos micronutrientes
esenciales para la planta (George et al., 1995). Asimismo, la morfologia y arquitectura de
las hifas externas han sido objeto de diversos estudios, entre los cuales el de (Friese &
Allen, 1991) es el mas completo y detallado.

3. INTERACCIONES ENTRE LOS HONGOS MA Y OTROS

MICROORGANISMOS DEL SUELO

Cambios abidticos en el medio ambiente, causados por la micorriza al ser captadora
de nutrientes y agua y un agente agregante de suelo, pueden ser factores que afecten la
comunidad microbiana circundante. El efecto de los hongos MA sobre los
microorganismos del suelo, tanto a nivel cuantitativo como cualitativo, varia tanto en
funcion de las especies micorricicas como del aislado involucrado (Azcéon-Aguilar &
Barea, 1996). Los hongos MA consumen algunos de los compuestos secretados por las
raices de las plantas y secretan otros que pueden servir como fuente de nutrientes para
los microorganismos circundantes (Linderman, 1994). Por ello hay evidencias de que la
colonizacién micorricica afecta las poblaciones microbianas en la zona de la raiz (Secilia &
Bagyaraj, 1987). Por otro lado, algunas rizobacterias pueden tener un impacto positivo
sobre los hongos MA y ser beneficiosas para su desarrollo, como por ejemplo las
rizobacterias promotoras del crecimiento de la planta, incluyendo las bacterias fijadoras
de nitrogeno, mientras que otras pueden ser antagonistas o patégenas resultando

perjudiciales para los hongos MA.

Los hongos MA pueden regular la microbiota del microhabitat circundante por una

serie de mecanismos:

Los hongos MA cambian los exudados de la raiz de la planta. Este cambio altera la

comunidad microbiana en la rizosfera.

Los hongos MA pueden alterar la morfologia y/o arquitectura de las raices de las
plantas colonizadas. Esto influencia las condiciones ambientales para otros

microorganismos.

Los hongos MA mejoran el estado nutricional de la planta y esto influye en las

interacciones entre la planta y la comunidad microbiana del entorno.
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Los hongos MA pueden activar o inducir mecanismos de defensa de la planta lo que

la hace mas resistente frente a patégenos del suelo.

Los hongos MA pueden influir sobre otros microorganismos directamentes mediante
competicion por nutrientes inorganicos o por antibiosis o incluso alterando las

propiedades fisico-quimicas del microhabitat.

El efecto de los hongos MA sobre otros microorganismos rizosféricos puede ser una

combinacidon de los mecanismos descritos anteriormente.

El efecto de los microorganismos nativos sobre las estructuras de los hongos MA
varia dependiendo de las comunidades microbianas examinadas. El crecimiento de las
hifas germinantes de las esporas pueden también ser estimuladas (Azcon-Aguilar et al.,
1986) o inhibidas (Mc Allister et al., 1994) por la presencia de otros microorganismos
rizosféricos. Bacterias rizosféricas como Enterobacter pueden estimular el desarrollo
saprofitico de Glomus mosseae, provocando un mayor crecimiento del micelio.
Similarmente, se han descrito estimulaciéon (Azcon-Aguilar & Barea, 1985) o inhibicion
(Hetrick et al., 1988)) de la colonizacion de las raices de las plantas por los hongos MA por

microorganismos rizosféricos.

Estos resultados muestran que las comunidades nativas de los microorganismos del
suelo pueden tener efectos marcados en el desarrollo funcional de los hongos MA en
suelo, y pese a la constancia de esta clara tendencia en los resultados se requieren mas
estudios sobre los mecanismos involucrados en estos efectos. El progreso metodologico

del cultivo “in vitro” podra dar respuesta a este y otros aspectos transcendentales.
4. CULTIVOS MONOXENICOS

Aunque definitivamente el suelo es el sustrato mas natural y adecuado para llevar a
cabo los ensayos acerca de las actividades de los hongos MA, la dificultad y complejidad
de controlar sus cualidades fisicas y quimicas y su actividad bioldgica dificulta, en
ocasiones, la interpretacion de los resultados obtenidos. De igual manera, el estudio de la
morfologia y arquitectura de las hifas extraradicales se complica en este medio ya que las
particulas de suelo dificultan la visualizacidon de las estructuras fingicas mas finas. El
desarrollo en la tiltima década de un sistema de cultivo que permite el crecimiento in vitro
en medios gelificados del hongo MA en simbiosis con una raiz hospedadora, ha
contribuido de manera importante al estudio de la fisiologia y la arquitectura del micelio
extrarradical de los Glomales y al conocimiento de factores que actuan, de forma directa,

inhibiendo o potenciando su desarrollo.
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Figura 1: esquema de las placas bicompartimentadas que permiten el cultivo monoxénicos de los
hongos MA (Bago et al., 1996).

Uno de los hechos limitantes que condicionan el estudio de los hongos MA es que
estos organismos no son capaces de completar su ciclo de vida en ausencia de una raiz
hospedadora, es decir en condiciones axénicas (Azcon-Aguilar et al., 1991; Azcon-Aguilar
et al., 1998). Ninguno de los medios de cultivo comtinmente utilizados en el laboratorio
para el crecimiento de microorganismos parece cubrir las necesidades basicas de los
hongos MA, que permitan su desarrollo y reproduccion. Ello ha llevado a considerarlos
como simbiontes obligados (Azcon-Aguilar et al., 1991; Azcon-Aguilar et al., 1998). Tras
esta constatacion, los siguientes pasos consistieron en intentos para llevar a cabo cultivos
duales en medios gelificados, es decir, cultivos en los que, ademas del hongo, esté
presente la raiz de una planta hospedadora: es lo que se denomina cultivos monoxénicos
(dos organismos en cultivo puro) (Williams, 1992; Azcon-Aguilar et al., 1998). Los
primeros intentos de cultivar monoxénicamente hongos MA y raices hospedadoras se
llevaron a cabo por (Mosse & Hepper, 1975) con éxito desigual. Ello llevo, algunos afios
después, a la conclusién de que solo en presencia de bacterias coadyuvantes del suelo
(Pseudomonas spp) dicho cultivo seria posible (i.e., serfa un cultivo dixénico, con tres

organismos implicados) (Mosse, 1962).

Tras estos resultados, la obtencion de cultivos monoxénicos de MA cay6 en el olvido
hasta 1988, afio en el que Guillaume Becard y André Fortin retomaron el reto. Estos
autores, formularon un medio de cultivo (el llamado “medio minimo” o “M”) en
condiciones axénicas en el que el hongo MA Gigaspora margarita era capaz de completar
su ciclo vital estableciendo simbiosis con raices de zanahorias (Daucus carota L)
transformadas con el plasmido Ri T de Agrobacterium rhizogenes (Becard & Fortin, 1998). A
partir de este informe se han establecido, con éxito, cultivos monoxénicos entre distintos
hongos MA y raices hospedadoras. Mas recientemente, se dio un avance cuando Marc St.

Arnaud y colaboradores (St Arnaud. et al., 1996) establecieron un cultivo monoxénico en
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placas petri de dos compartimentos. En uno de los compartimentos se establecia el
cultivo monoxénico propiamente dicho (compartimento de la raiz, CR, donde crecian
ambos organismos (hongo raiz) mientras que en el otro (el compartimento exclusivo del
crecimiento de las hifas, CH) solo se anadia el medio de cultivo. Tras cuatro o seis
semanas, el hongo MA habia establecido la simbiosis y crecido profusamente dentro y
fuera de las raices desarrolladas en el CR, y sus hifas eran capaces de saltar sobre la
barrera de plastico que separa el CR del CH, para desarrollarse extensamente en el medio
de cultivo del CH (Figura 1). Con ello se conseguia la separacién fisica de la planta y e
hongo (aunque éste siempre permanece “conectado” a la raiz hospedadora), lo que ha
permitido el estudio de la morfologia y metabolismo del hongo MA en un medio no
influenciado directamente por la raiz hospedadora.

3.5. INFLUENCIA DE LA MATERIA ORGANICA SOBRE LOS HONGOS
MA

Se ha comprobado que en suelos sometidos a sistemas de cultivo convencionales se
reduce el grado de micorrizacion de las raices de las plantas lo que no ocurre en suelos
sin cultivar. (Kabir ef al., 1998), sugiri6 que el efecto favorable de los suelos naturales sin
cultivar sobre la proliferacion de los hongos MA podria deberse a su mayor contenido en
materia organica, un 48% mayor que en el suelo cultivado convencionalmente. Asi
mismo, se han observado efectos negativos de la manipulacion del suelo sobre la
esporulacion de los hongos MA ( Douds et al., 1993) y sobre la densidad de las hifas
(McGonigle & Miller, 1996).

La aplicaciéon de materia organica a los cultivos en suelos tropicales estimulé la
colonizacién MA y el nimero de clamidiosporas ademads de incrementar el crecimiento
de las plantas (Muthukumar & Udaiyan, 2000). Sin embargo, la calidad y el tipo de
enmiendas organicas, incluidos residuos vegetales y animales tiene un efecto variable
sobre el desarrollo de los hongos MA (Baby & Manibhushanrao, 1996) (Borie et al., 2002).
El suministro de carbono por la planta huésped es la fuerza primaria que desencadena el
crecimiento intra y extraradical del hongo MA (Jakobsen & Rosendahl, 1990). Sin
embargo la presencia de materia organica se han relacionado con los estimulantes de la
germinacion de clamidioesporas y del crecimiento de la hifa externa en la micosfera
(Kabir et al., 1998), aunque con resultados diferentes dependiendo de la calidad y tipo de
la materia organica (Joner & Jakobsen, 1995; Ravnskov et al., 1999; Hodge et al., 2001).
Pero, todavia no esta claro si el efecto estimulante de la materia organica sobre el hongo
MA es directo o indirecto (Green et al., 1999). Un mecanismo directo contradiria la
aceptacion de que el hongo MA es un simbionte obligado, ya que ello supondria que el
micelio externo del hongo seria capaz de mineralizar la materia organica para utilizarla
como una fuente de carbono secundaria. (St John et al., 1983) logrd la proliferacion de la

hifa MA en materia organica esterilizada, sin embargo, cuando se aplicé un filtrado de la
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misma que contenia microorganismos, se observo una inhibicion del micelio. (Hepper &
Warner, 1983), demostraron que el hongo MA posee potencialidad para crecer
saprofitamente en materia organica. El mecanismo indirecto por el que la materia
organica provoca la estimulacion del micelio MA podria ser debido a la activacion de
microorganismos que descomponen la materia organica y que producen productos de
mineralizacion secundaria que pueden estimular el crecimiento de las hifas externas.
(Ravnskov et al., 1999), observaron que podria haber un efecto diferente sobre el
crecimiento de las hifas externas dependiendo de los microorganismos que podria llegar

incluso a un nivel de cepa).

Todavia no estd claro cuales son los mecanismos mediante los cuales la materia
organica afecta el desarrollo del micelio externo de los hongos MA. No obstante, la
interaccion de los hongos MA con microorganismos del suelo podria estar implicada en
tal efecto. Otro posible mecanismo indirecto de la materia organica sobre el desarrollo del
micelio MA podria ser mediante la estimulacion de otros microorganismos del suelo. Por
ello, es interesante profundizar sobre el papel que juegan los microorganismos saprofitos

en esta interaccion.

Por otro lado, en 1979 Hepper(Hepper, 1979) observé que el crecimiento de la hifa a
partir de esporas germinadas en agar se incrementd en respuesta a levadura o peptona;
mas tarde, en 1983, (Hepper & Jakobsen, 1983) demostraron el efecto estimulante de
aminoacidos especificos. El requerimiento de compuestos nitrogenados de la hifa del
hongo MA en simbiosis con la raiz de la planta puede ser bastante diferente del de la hifa
creciendo saprofiticamente a partir de esporas. Pero posteriormente se ha comprobado
que la hifa externa puede tomar amonio y nitrato (Johansen et al., 1994; Bago et al., 1996) y

también aminodcidos (Johansen et al., xxx)
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VI. 2. Parte experimental

1. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE RESIDUO DE AZUCAR DE
REMOLACHA (FERMENTADO CON A. NIGER O SIN FERMENTAR)
SOBRE EL DESARROLLO Y ACTIVIDAD DEL MICELIO
EXTRARADICAL DEL HONGO MA Y SOBRE LA BIOMASA DE LAS
POBLACIONES MICROBIANAS EN SUELO DE LA HIFOSFERA.

1.1. Objetivo.

Examinar la influencia del residuo de aztcar de remolacha sin fermentar o

fermentado con A. niger en medio suplementado con RP, sobre:
1. El crecimiento y actividad del micelio extraradical del hongo MA

2. Las poblaciones microbianas del suelo

1.2. Disefio experimentales

Para desarrollar los objetivos planeados fue necesario utilizar un sistema
experimental con un disefio tal que permitiera el crecimiento del micelio extraradical
separadamente del de la raiz micorrizada. Para ello, las plantas micorrizadas y no
micorrizadas se cultivaron en contenedores compartimentadas de PVC (4.5 cm de
diametro interno). Cada contenedor estaba dividido en varios compartimentos separados
por mallas adecuadas pero con interconexion. El contenedor estaba compuesto de un
compartimento central (RC) de 32.5 cm de largo donde crece la planta (con o sin
micorriza) y se desarrolla su raiz y dos compartimentos laterales, denominados
compartimentos de la hifa (CH-A [Izquierda] y CH-B [derecha]) de 7 cm de largo,
separados del RC por una malla de 37 um que impide la penetracion de la raiz pero que
permite el crecimiento del micelio (figura 1). El compartimento donde se desarrollaba la
raiz se sell6 en el fondo con una malla gruesa de nylon, para permitir el drenaje del agua.
El suelo de uno de los compartimentos laterales (CH-B) de cada contenedor se mezcld
con residuo de azucar de remolacha fermentado con A. niger (SBA) o sin fermentar (SB)
en una proporcion de 50 mg g de suelo, y se afiadid, como marcador isotopico, H3*?POs
(2.44 kBq g de suelo). El suelo del otro compartimento de la hifa (CH-A) se mezcld con
Hs%POs (3.37 kBq g de suelo) y no recibi6é ninguna enmienda. Los isotopos (*2P al CH-B
y 3P CH-A) se ahadieron como solucién y sin transportador.

Los principales tratamientos [-/+ AM (en RC) x 2 tipos de enmiendas (SBA y SB) en
CH-B] tenian 5 repeticiones lo que supuso un total de 20 unidades experimentales (figura
1 a). Ademas, se incluyeron 5 macetas micorrizadas sin enmienda en ninguno de los dos

compartimentos laterales como controles del transporte de P (figura 1 b).
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La preparacion del residuo de azticar de remolacha fermentado, se realizé siguiendo

la metodologia descrita en el capitulo de materiales y métodos.

B .
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Figura 1: esquema del contenedor compartimentado, con el compartimento de desarrollo de la raiz
(CR) y dos compartimentos laterales de desarrollo de las hifas (CH-A y CH-B) separados por una
malla de 37 um del RC. El compartimento CH-B estaba enmendado con SB 6 SBA y el CH-A
permaneci6 sin enmienda. La micorriza se afiadié al CR cuando correspondi6 (a). Adicionalmente
se prepararon cinco contenedores micorrizados en los que ambos compartimentos laterales no

llevaban enmienda (b). Las flechas indican la aplicacién de los isétopos radiactivos (3P 6 %P).

1.3. Caracteristicas del suelo e inoculacion con los hongos MA.

Se utilizé una mezcla 1:1 (p/p) de arena: suelo, que habia sido irradiada (10kGy, 10
MeV de haz electrénico) para eliminar los hongos MA indigenos. Esta mezcla tenia un
pH de 6.1 y contenia 8 mg kg ' de suelo de 0.5 M de P NaHCO:s- extractable. Se
enriquecid con los siguientes nutrientes con el suelo (mg kg-1 de suelo): K250s (70), CaCl2
(70), CuSOs 5H20 (2.2), ZnSO47H20 (5), MnSOs 7H20 (10), CoSO: H20 (0.33), NaMoOs
(0.2) y MgSO: 7H20 (20).

Las plantas micorrizadas se obtuvieron mediante inoculaciéon con una mezcla de tres
hongos MA (Espafa), Glomus intraradices (EEZ-54), G. mosseae (EEZ-55) y Acaulospora
trappei (EEZ-56).

El compartimento central (CR) se rellené de 730 g de suelo que se distribuy6 en: una
capa de 130 g de suelo en el fondo, una capa intermedia de 220 g de suelo y 30 g de
inéculo en los tratamientos micorrizados ¢ 250 g en los tratamientos no micorrizados, y
una capa superior de 130 g de suelo. Con el objeto de introducir todos los

microorganismos presentes en el suelo excepto los hongos MA, todos los compartimentos
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recibieron 10 ml de un filtrado de suelo, obtenido de una suspension de 30 g de indculo

en 500 ml de H20, que habia sido previamente filtrado (20 pm de diametro de poro).

1.4. Planta hospedadora y condiciones de crecimiento.

Se plantaron cinco semillas de Trifolium repens L. en cada contenedor (RC) y una vez
germinadas se dejaron a 2 plantulas por contenedor. Las plantas crecieron en los
contenedores que se mantuvieron en camaras de cultivo con un fotoperiodo 16/8 horas de
luz/oscuridad, con una temperatura de 21/16 °C respectivamente. Las lamparas de luz
Osram (HQ1-T 250 W/D), suministraron una radiacion activa fotosintéticamente de 500-
550 mml m s. Las plantas se rotaron para minimizar una posible variacion y se regaron

todos los dias por peso, para mantener el 60% de la capacidad de campo.

1.5. Cosecha y analisis.

Las plantas se cosecharon a las 6 semanas de crecimiento. Las raices se lavaron y se
pesaron dos alicuotas, una para la determinacidn del peso seco de raiz, y la otra para la
tincién con azul tripan segun el protocolo descrito en el capitulo de materiales y métodos.
El porcentaje de raiz colonizada se calculd por medio del método de interseccion lineal
(Newman, 1966). El resto de las partes de la planta se secaron, pesaron y se procedi6 a la
digestion acida. El contenido total de N, P, K en parte aérea se determind segun la

metodologia descrita en el capitulo de materiales y métodos.

3 ml del extracto digerido se mezclaron con 10 ml de liquido de centelleo y 2P y 3P se
midi6é utilizando un analizador de liquido de centelleo (Packard Instrument Co.,

Meriden, CT, USA) por analisis de espectro duales.

Los dos compartimentos laterales (CH) de cada unidad de crecimiento se
desmontaron y el suelo se almacené en el congelador a -18 °C para posteriores analisis de
longitud de micelio extraradical y del contenido de acidos grasos en suelo segtin los

protocolos descritos en el capitulo de materiales y métodos.

1.6. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Las barras en las

columnas indican el error estandar.

Se realiz6 un andlisis de varianza multifactorial ANOVA entre los distintos
tratamientos a los que se les habia aplicado enmienda para las variables determinadas en

el ensayo.
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Para la realizacion de estos andlisis se wutilizo6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

1.7. Resultados

Los resultados del andlisis factorial ANOVA para los parametros de planta y

microorganismos se muestran en las tablas 4 y 5 respectivamente.

Crecimiento y nutricion de la planta y formacion micorricica

La micorrizacién no influyo en el desarrollo de la parte aérea y raiz de las plantas. En
los tratamientos sin micorriza y sin SB el peso seco de parte aérea se redujo en un 35%

comparado con el correspondiente tratamiento micorrizado (tabla 1)

En plantas micorrizadas, en el tratamiento con SBA ¢ SB el porcentaje de la
colonizacién micorricica se incrementé en un 35% (Tabla 1). Hubo una interaccion
positiva entre la enmienda aplicada y la micorriza (tabla 5). Las raices de las plantas que

no recibieron indculo permanecieron sin micorrizar.

La enmienda ASB incrementd el contenido total de N y K en parte aérea
independientemente de la inoculaciéon micorricica (tabla 2). Sin embargo, en la
adquisicion de P hubo una interaccion positiva entre la aplicacion de la enmienda y la
micorrizacion (tabla 4). La captacidon de P incremento en las plantas MA que alcanzaron
el valor maximo con la aplicacion de la enmienda SBA en CH-B (tabla 2). El contenido de
P en parte aérea fue 272% mayor en las plantas micorrizadas con SBA que en las no

micorrizadas con SB (Tabla 2)
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Compartimento Compartimento de la hifa

de raiz (CR) CH-A CH-B CH-A CH-B CH-A CH-B
- - - SB - SBA

Peso seco parte aérea (mg)

- AM 334 + 63 566 + 23
+AM 510 * 40 428 + 91 578 + 74
Peso seco raiz (mg)

-AM 133 + 25 268 *+ 10
+AM 164 + 30 149 + 37 218 * 26
Colonizacion micorricica (%)

- AM
+AM 49 + 4 62 +2 66 4

Tabla 1: Peso seco de parte aérea, peso fresco raiz y porcentaje de raiz colonizada por MA de plantas
micorrizadas y no micorrizadas influenciada por la aplicacién de las enmiendas organicas compartimento de la
hifa (CH-B) [- (control sin enmienda), SB (residuo de azucar de remolacha) y SBA (residuo de azucar de

remolacha fermentado con Aspergillus niger) al. Los valores representan las medias (n=5 + Error estandar).

Compartimento Compartimento de la hifa

de raiz (CR) CH-A CH-B CH-A CH-B CH-A CH-B
- - - Sb - SBA

Contenido de N (mg)

- AM 3.06 + 0.02 5.82 £0.28
+AM 415 +1.09 3.82 + 1.15 5.34 £0.29
Contenido de P (mg)

-AM 0.72 + 0.14 1.14 + 0.04
+AM 1.83 £ 0.07 1.37 + 0.23 2.68 £0.21
Contenido de K (mg)

- AM 0.67 + 0.30 1.21 £ 0.07
+AM 0.80 + 0.16 0.82 +0.23 1.21 £ 0.05

Tabla 2: Contenido total (mg) de N, P, K en parte aérea plantas micorrizadas y no micorrizadas
influenciada por la aplicacion de las enmiendas organicas al compartimento de la hifa (CH-B) [C,
(control sin enmienda), SB (residuo de azucar de remolacha) y SBA (residuo de azucar de

remolacha fermentado con Aspergillus niger)]. Los valores representan las medias (n=5 + Error

estandar).

211



Longitud de micelio

VI. Interaccion inoculos y enmiendas

Longitud de hifa MA y el transporte de P

La longitud de la hifa en el CH-A en los contenedores no micorrizados alcanzé una
media de 0.58 m g! de suelo. Este valor se consideré como residual y se resto a los valores
obtenidos en los demads tratamientos. Mientras que en los tratamientos micorrizados los
valores de la longitud de la hifa en suelo del CH-A eran similares, con una media de 4.3
m g de suelo, en el suelo de CH-B la longitud de las hifas extraradicales fue diferente
segun la enmienda aplicada (SB 6 SBA) (figura 2 a). En los tratamientos donde se afiadio
SB al CH-B no se detectd micelio extraradical de hongo MA. Sin embargo, en los
tratamientos micorrizados, la longitud del micelio MA en suelo del CH-B con SBA, fue un
70% mayor que en el suelo de CH-A de los mismos tratamientos. Ello evidencia una

interaccion positiva entre la enmienda SBA y la micorriza (figure 2 a, tabla4 ).
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Figura 2: Longitud de micelio (a) y concentraciéon del marcador bioldgico de WCFA de los hongos
MA (16:1w5) (b) en suelo de los compartimentos de la hifa (CH-A y CH-B) influenciados por la
inoculacién con hongos MA en el compartimento de la raiz y por la aplicacion de las enmiendas
organicas al compartimento de la hifa (CH-B) [C, (control sin enmienda), SB (residuo de azticar de
remolacha) y SBA (residuo de azticar de remolacha fermentado con Aspergillus niger)]. Los valores

representan las medias (n=5 + Error estandar).

La captacion de 32P y 3P aplicados en CH por las plantas no micorrizadas oscilaba
entre 0-6.2 kBq. En las plantas micorrizadas, no hubo captacién de 32P cuando SB se
afnadio al suelo de CH-B, mientras que el contenido de 3?P en plantas donde el micelio se
desarroll6 en suelo suplementado con SBA en CH-B, fue de 35 kBq (tabla 3). Se observé
una interaccién positiva entre la aplicacion de la enmienda y la micorriza (tabla 5). El
contenido medio de #P en parte aérea de plantas micorrizadas fue de 25 kBq y no difirio,
entre los tratamientos aplicados (SB 6 SBA y sin enmiendas) (tabla 3). La captacion
especifica de 32P del micelio desarrollado en CH-B, fue significativamente menor que la
captacion de P del micelio desarrollado en CH-A en los tratamientos con SB y similar en

los tratamientos con SBA (Figure 3).
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Compartimento Compartimento de la hifa
de raiz (CR) CH-A CH-B CH-A CH-B CH-A CH-B
- - - Sb - SBA

Contenido de * P (kBq)

- AM 1.44 +0.27 213 £0.73

+ AM 29.15 + 1.91 24.38 £ 6.16 28.02 £ 244
Contenido de ** P (kBg)

-AM 0.15 £ 0.05 1.38 £0.22
+AM 30.40 +1.43 0.03 + 0.03 35.18 + 2.67

Tabla 3: Contenido de ¥P y 3P (kBq) en parte aérea influenciados por la inoculacién con hongos
MA en el compartimento de la raiz y por la aplicacion de las enmiendas organicas al
compartimento de la hifa (CH-B) [C, (control sin enmienda), SB (residuo de azticar de remolacha) y
SBA (residuo de azticar de remolacha fermentado con Aspergillus niger)]. Los valores representan

las medias (n=5 + Error estandar).
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Figura 3: Captacion especifica de P marcado del micelio MA de Trifolium repens influenciados por la
aplicaciéon de las enmiendas organicas al compartimento de la hifa (CH-B) [C, (control sin
enmienda), SB (residuo de aztcar de remolacha) y SBA (residuo de azucar de remolacha

fermentado con Aspergillus niger)]. Los valores representan las medias (n=5 + Error estandar).
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Contenido de dcidos grasos totales (WCFA) en los compartimentos laterales (CH-A y
CH-B)

La concentraciéon de WCFA 16:105 en los tratamientos no micorrizados fue baja
(0.018 nmol g ! de suelo) y no se afecté por ninguno de los tratamientos. Este valor
residual se resto a los valores obtenidos en los demas tratamientos. La cantidad de WCFA
16:105 en el suelo de CH-A no se afect6 por los tratamientos aplicados en el CH-B (figura
2 b). Por el contrario, el valor del marcador biolégico WCFA 16:105 en CH-B con
micorriza, estuvo marcadamente afectado por las dos enmiendas aplicadas. En el CH-B
con SB, no se detectd presencia de WCFA 16:105, mientras que con SBA la cantidad de
WCFA 16:105 fue 119% mayor que en el correspondiente CH-A (figure 2 b).

Los marcadores bioldgicos WCFA de bacterias Gram negativa en el suelo de CH-A,
fueron mayores en los tratamientos micorrizados con enmienda en CH-B que en los
correspondientes tratamientos sin enmienda (figura 4 a). Los marcadores bioldgicos
WCFA de bacterias Gram negativa fueron un 125% mayor en los suelos con micorriza sin
enmienda que en los correspondientes tratamientos sin micorriza (figura 4 a). En el
compartimento CH-B, la cantidad de los marcadores biolégicos WCFA de las bacterias
Gram negativa en suelo con SB fue un 456% mayor que en el suelo con SBA, tanto en los
tratamientos micorrizados como en los no micorrizados (figura 4 a). Se observa una
interaccién significativa entre la enmienda y la micorriza (tabla 4). Los marcadores
biolégicos WCFA de bacterias Gram negativa en suelo de CH-B con SB fue un 37% menor

en los tratamientos con micorriza que en los tratamientos sin micorriza (figura 4 a).

Los valores de los marcadores bioldgicos WCFA de bacterias Gram positivas en suelo
del CH-B se incrementaron por la adicién de las enmiendas, hasta un 400% (SB) y un
145% (SBA), en comparacion con los controles sin enmienda, con o sin micorriza (figura 4
b).

Los valores del marcador bioldgico de hongos saprofitos, WCFA 18:2 6,9, en suelo
del CH-A fue similar en todos los tratamientos, excepto en los tratamientos sin micorriza
a los que se anadio6 SB al CH-B, que fue 507% mayor que en el resto de los tratamientos de
CH-A (figura 4 c). La adicion de las enmiendas al CH-B incrementd la cantidad de WCFA
18:2 06,9 en el suelo de CH-A. La colonizacién micorricica no tuvo ningun efecto en la
cantidad de WCFA 18:2 06,9 en suelo de los CH-B independientemente de las enmiendas
(figura 4 c).

El valor del marcador biolégico WCFA de Actinomicetos (acidos grasos metilados) en
suelo de CH-A fue similar en todos los tratamientos (figura 4 d). La adicién de las
enmiendas al suelo de CH-B, incremento el valor de este marcador bioldgico tanto en los
tratamientos micorrizados como en los no micorrizados. (figura 4d). El valor de WCFA
de Actinomicetos en suelo de CH-B fue similar con la aplicacion de SB 6 SBA, en ausencia

de micorriza figura 4 d). Sin embargo, en el suelo del CH-B de los tratamientos
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micorrizados el valor de WCFA de Actinomicetos con SB fue un 55% menor que en el del
SBA (figura 4 d).
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Figura 4: Concentracién de los marcadores bioldgicos WCFA de bacterias Gram negativas (a),
Gram positivas (b), hongos saprofitos (c) y actinomicetos (d) influenciados por la inoculacién con
hongos MA en el compartimento de la raiz y por la aplicacién de las enmiendas organicas [C,
(control sin enmienda), SB (residuo de azucar de remolacha) y SBA (residuo de aztcar de

remolacha fermentado con Aspergillus niger)] al compartimento de la hifa (CH). Los valores
representan las medias (n=5 + Error estandar).
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Parametros microbianos

Enmienda(E) Micorriza (M) ExM
Gram negativa CH-B 0.0000 0.0710 0.0129
H%% (*) *
CH-A 0.5982 0.0000 0.2405
ns ook ns
Gram positiva CH-B 0.0000 0.6773 0.5757
i ns ns
CH-A 0.8917 0.0433 0.2395
ns * ns
Actinomicetos CH-B 0.3256 0.0928 0.0372
ns (>(-) *
CH-A 0.8881 0.9424 0.2925
ns ns ns
Hongos saprofitos CH-B 0.0000 0.1035 0.3329
b ((*)) ns
CH-A 0.0013 0.0003 0.0005
*3% ExTy ExTs
Hongo MA CH-B 0.0030 0.0000 0.0000
*3% *X% ExTy
CH-A 0.4791 0.0000 0.6385
ns work ns
Longitud de hifa CH-B 0.0000 0.0000 0.0000
L B Bz
CH-A 0.8964 0.0000 0.3178
ns ook ns
Actividad especifica CH-B 0.0000 0.0000 0.0000
de micelio MA e wrE wrk
(kBq m™ hyphae) CH-A 0.6835 0.0000 0.6835
ns ook ns

Tabla 4: Analisis de varianza multifactorial de los pardmetros microorganismos medidos en los
compartimentos de la hifas (CH-A y CH-B), para tres niveles de enmienda (sin nada, residuo de
azucar de remolacha y residuo de azticar de remolacha fermentado con A. niger) y dos niveles de

micorriza (con o sin micorriza).
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Parametros de la planta

Enmienda(E) Micorriza (M) ExM
Contenido total deP 0.0000 0.0000 0.0027
%K %K Ex
P (kBq) 0.7106 0.0000 0.8782
ns wEE ns
P (kBq) 0.0000 0.0000 0.0000
XK Ex K
Contenido total de K 0.0037 0.1115 0.8948
wHE ns ns
Contenido total de N 0.0083 0.3769 0.3733
wHE ns ns
Peso seco parte aérea 0.001 0.0473 0.3033
H%% * ns
Peso seco raiz 0.0015 0.8435 0.3501
wHE ns ns
Colonizacion MA 0.0168 0.0000 0.0168
* *%% *

Tabla 5: Analisis de varianza multifactorial de los parametros de la planta medidos en los
compartimentos de la hifas (CH-A y CH-B), para tres niveles de enmienda (sin nada, residuo de
azucar de remolacha y residuo de azticar de remolacha fermentado con A. niger) y dos niveles de

micorriza (con o sin micorriza).

2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE RESIDUO DE AZUCAR DE
REMOLACHA FERMENTADO CON A.NIGER O SIN FERMENTAR
SOBRE EL DESARROLLO EXTRARADICAL DEL HONGO MA EN
CULTIVO MONOXENICO.

2.1. Objetivo.

Estudiar, en condiciones axénicas y por tanto sin la interferencia de factores externos
(exudados radicales, microorganismos, propiedades fisico-quimicas del suelo), la
influencia de los extractos acuosos de SB y SBA sobre el desarrollo, actividad, morfologia

y estructura del micelio extraradical del hongo MA.

2.2. Disefio experimentales

A partir de placas de cultivo monoxénico de tres meses, se transfirieron trozos de
medio solido que contenia raices de zanahoria, micelio y esporas de G. intraradices a

placas petri bicompartimentadas (Maldonado-Mendoza et al., 2001). Se transfirié un trozo
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de medio sélido por placa y se insert6 en un hueco del medio M del compartimento de la
raiz (CR).

Tras un mes de crecimiento de las raices en el CR, se elimind el medio M del
compartimento de la hifa (CH), y se afnadieron 20 ml del medio M mezclado con los
correspondientes extractos acuosos de los residuos (SB 6 SBA) o con agua destilada estéril

segun el tratamiento, de manera que la proporcion final en placa de los extractos fue del 9

%.

El factor a estudiar era el efecto del extracto acuoso de la enmienda agricola que se
anadio al compartimento de la hifa [SB (residuo de azticar de remolacha), SBA (residuo
de aztcar de remolacha fermentado con A.niger), C (control que recibié agua destilada
estéril en lugar del extracto acuosos de la enmienda)]. Ademas, se introdujeron 4 placas

como controles negativos [C (-)] que contenian raiz de zanahoria sin micorrizar en el CR.

Las placas se incubaron a 24 °C en oscuridad durante 11 Dias.

2.3. Aplicacion del fosforo radiactivo

Cinco dias antes de la cosecha, se afiadié al compartimento de la hifa 0.5 ml/placa de
una solucién estéril 10 mM KH2POs que contenia 50 KBq de Hs*?POs. Ambas soluciones

se esterilizaron por filtracién (0.22 um) antes de ser anadidas.

2.4. Determinaciones

Seis dias después de aplicar los extractos acuosos de los residuos, se determiné el
crecimiento de las hifas en el CH. Para ello, se midi6, en intervalos de 1 cm, a lo largo del
tabique de separaciéon de ambos compartimentos, el avance del micelio MA desde el

tabique hasta el borde de la placa.

A los 11 dias de cultivo de monoxénico, tras la adicion de los extractos acuosos, se
extrajeron del medio sdlido las raices y las estructuras fungicas del compartimento de la
raiz y se valord la concentracion de 3P y 3P en raiz. utilizando un tampoén citrato. Se
secaron en un horno a 60 °C, se pesaron y se digerieron en 5 ml de HCLOs: HNO:s (1:5;
v/v). La concentracion de P se midi6 utilizando el método del molibdato azul (Murphy &
Riley, 1962) con un autoanalizador II de Technicon (Technicon Autoanalyzers, Analytical
Instrument Recycle, Inc., Golden, CO, USA). La radiactividad se midié en el mismo
extracto utilizando un analizador de liquido de centelleo (Packard Instrument Co.,
Meriden, CT, USA).
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Al mismo tiempo, se procedié a la tincion del compartimento de la hifa (CH) con azul
tripan, para la posterior observacion de las estructuras fingicas. En el CH se midio

longitud total de micelio, nimero de esporas y nimero de BAS del hongo MA.

2.5. Analisis estadistico de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
este ensayo fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Los valores seguidos

de letras diferentes son estadisticamente distintos segtin el test LSD o.s.

Para la realizacion de estos analisis se wutiliz6 el programa estadistico
STATGRAPHICS plus (Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ).

2.6. Resultados

A los 6 dias de crecimiento tras la aplicacion del extracto acuoso de cada uno de los
residuos al medio M del CH, tanto en las placas controles como las placas con el extracto
acuoso SBA se observé un patrén de desarrollo del micelio MA bien organizado, con las
estructuras descritas anteriormente por (Bago et al., 1998a; Bago et al., 2004; Bago & Cano,
2005). Una “hifa exploradora primaria” que se ramificaba (con dngulo aproximadamente
de 45°) para dar lugar a hifas exploradoras de 6rdenes superiores (secundarias, terciarias,
etc) que extienden el crecimiento fingico de manera radial (figura 5 a). Las hifas
exploradoras de orden secundario y superior, poco después del apice, formaban unas
ramificaciones cortas que a su vez se ramificaban de manera dicotémica para dar lugar a
estructuras con apariencia de arbol; denominadas “estructuras ramificadas de absorcién”
(branched absorbing structures, BAS) (Bago et al., 1998¢) (figura 5 b). Los BAS aparecieron

a veces solos y otras veces asociados a esporas (BAS-espora, BAS-s, figure 5 c).
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Figura 5: Caracteristicas morfologicas del desarrollo extraradical del micelio de Glomus intraradices
crecido monoxénicamente en compartimento de la hifa que contenia Medio M. Se observa una hifa
exploradora (he) que se ramifica formando angulos de 45 ° dando lugar a hifas de mayor orden (a).
A lo largo de la hifa exploradora aparecen BAS y BAS s en intervalos regulares (b y c

respectivamente).

La principal diferencia encontrada en el desarrollo del micelio tras la aplicacion de
ambos extractos (SB 6 SBA) fue que este era mucho mas denso cuando se aplico el
extracto de SBA que en los controles (figura 6 a, b). Asi, mientras que en las placas
control, el micelio ocupd casi la mitad del espacio del CH, en las placas con SBA el

micelio ocup6 practicamente la totalidad del espacio del CH (figura 7 a 'y c).
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Figura 7: Diagramas de cuantificacion del crecimiento del micelio extraradical de G. intraradices en
el compartimento de la hifa (CH) de placas de cultivo monoxénico tras 6 dias de crecimiento desde
la aplicacion de los extractos. Cada figura representa la media de 5 placas por tratamiento aplicado
al CH [(a) placas control con medio M + agua destilada, (b) medio M + extracto acuoso de SB, (c)

medio M +extracto acuoso de SBA)]. Cada cuadrado coloreado indica la presencia del micelio MA

en un volumen de 0.5 cm?.
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Figura 6: Visién general del desarrollo extraradical del micelio de Glomus intraradices crecido
monoxénicamente en compartimento de la hifa que contenia Medio M + extracto acuoso de SBA (a)

y medio M + agua destilada (b) tras 6 dias de crecimiento desde la aplicacion de los extractos.

Sin embargo, en el CH con SB, se observo un crecimiento muy restringido del micelio
que apenas logrd el salto al compartimento de la hifa (figura 7 b). Ademas, en este
tratamiento, el micelio MA presentd un patrén de crecimiento difuso, donde la
dominancia apical se perdid y no era posible distinguir la hifa exploradora primaria. Las

hifas crecieron de forma desordenada y enmarafiada (figura 8)

a b

Figura 8 Visién general del desarrollo extraradical del micelio de Glomus intraradices crecido
monoxénicamente en compartimento de la hifa (CH) que contenia Medio M + extracto acuoso de
SB, tras 6 dias de crecimiento desde la aplicacion del extracto. Se observa que la hifa pierda la
dominancia apical al saltar al CH desde el CR (a) y un crecimiento desordenado del micelio en el
CH (b).
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Al final del ensayo, a los 11 dias de crecimiento del micelio desde la aplicacion de los

extractos acuosos de los residuos organicos (SB 6 SBA), tanto la longitud total de hifas,

como el nimero de esporas y BAS se incrementd significativamente cuando se afiadio el

extracto acuoso de SBA (fig 9, a, b, ¢). Asi, los valores de longitud de hifa se

incrementaron en un 123% con respecto al control, y los del nimero de esporas y BAS en

un 669% y 128% respectivamente.
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Figura 9: Longitud de hifa (a), nimero de esporas cm? (b) y numero de BAS cm? (c) en el

compartimento de la hifa de placas de cultivo monoxénico tras 11 dias de crecimiento desde la

aplicacion de los extractos [agua destilada (C), extracto acuoso de SBA (SBA), extracto acuoso de SB

(SB)].
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A los 11 dias de crecimiento desde la aplicacion del extracto acuoso de SB el micelio
en el tratamiento con SB recuperd, aunque so6lo parcialmente, una pauta de crecimiento
mas ordenado, aunque la arquitectura de la colonia aparecia interrumpida en algunos
puntos, apareciendo, por ejemplo, dobleces en la hifa exploradora o enrollamientos de la
hifa sobre si misma formando una especie de ovillo (figura 10 (a,b). Ademas, como
muestran los datos de la figura 9 ¢, la formacién de BAS en las placas con SB fue un 64%

menor que en los controles, y 84% menor que en las placas con SBA.

Figure 10: Caracteristicas morfoldgicas del desarrollo extraradical del micelio de Glomus intraradices
crecido monoxénicamente en compartimento de la hifa tras 11 dias de crecimiento desde la

aplicaciéon del extracto de SB.

La concentracién de 3P en raiz desarrollada en RC disminuy¢ en las placas donde se
aplico el extracto acuoso de SBA, mientras que en las placas donde se aplico el extracto de
SB hubo un incremento de este valor respecto a las placas control, aunque este no fue
significativo. En Las placas controles negativos (C (-)), donde no hubo crecimiento del

micelio MA en CH, no se observo captacion de 3P por parte de la raiz (figura 11 a).

Los valores de concentracion de P en raiz fueron similares independientemente del

tratamiento aplicado en CH figura 11 b).
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Figura 11: Concentracion de 2P (Bq mg raiz’) y concentracion de P (mg g raiz) en raiz del CR de
placas de cultivo monoxénico tras 11 dias de crecimiento desde la aplicacién de los extractos [agua

destilada (C), extracto acuoso de SBA (SBA), extracto acuoso de SB (SB)].
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4.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
ESPECTROMETRO DE MASAS (CG/EM) DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS
DE LOS RESIDUOS DE AZUCAR DE REMOLACHA (SB) Y AZUCAR DE
REMOLACHA FERMENTADO CON A. NIGER.

3.1. Objetivo.

Composicion de los residuos utilizados e identificacion de posibles compuestos

responsables del efecto negativo de SB sobre el crecimiento del micelio MA.

3.2. Determinaciones

Los extractos acuosos de SB y SBA se analizaron por espectrometria de masas
acoplada a cromatografia de gases (CG/EM) segun el protocolo descrito en el capitulo de

materiales y métodos.

3.3.Resultados

En el cromatograma de ion total (TIC) del residuo de azticar de remolacha (SB)
extraido con dietileter (figura 12, parte superior) observamos dos picos a distintos
tiempos de retencion (tr): 5 y 12.9 min. Cuando analizamos el cromatograma de ién tinico
con una relacion m/z de 60, aparecieron una serie de acidos grasos de bajo peso
molecular (figura 12, parte inferior), el espectro de masas de ese pico (tr 5) indico que la
especie dominante mas importante fue el acido hexanoico (figuras 13, 14). A una
temperatura mayor (tr 12.9) eluyeron una serie de especies relacionadas con la lignina. El
espectro de masas de ese pico (tr 12.9) indico que la especie dominante mas importante

fue el acido vinilico (figuras 15 y 16).

Sin embargo, la muestra procedente del extracto acuoso del residuo de aztcar de
remolacha fermentado con A. niger (SBA) no presentd ninguno de estos compuestos en

una cantidad significativa. (Fig 17).
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Figura 12: Cromatograma del extracto acuoso del residuo de azticar de remolacha (SB) extraido con
dietileter. En la parte superior aparece el cromatograma de ién total (TIC) y en la inferior el

cromatograma de ién tnico (“single ion”) al valor de m/z de 60.
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Figura 13: Cromatograma de i6n total (TIC) del extracto acuoso de SB extraido con dietileter. (parte

inferior) y espectro de masas del primer pico (tr 5 min) obtenido en el TIC (parte superior).
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Figura 14: Espectro de masas del pico obtenido a los 5 min del extracto acuoso de SB extraido con

dietileter (a) y del acido hexanoico procedente de la base de datos (b).
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Figura 15: Cromatograma de i6n total (TIC) del extracto acuoso de SB extraido con dietileter. (parte

inferior) y espectro de masas del segundo pico (tr 12.9 min) obtenido en el TIC (parte superior).
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Figura 16: Espectro de masas del pico obtenido a los 12.9 min del extracto acuoso deSB extraido con

dietileter (a) y del acido vanilico procedente de la base de datos (b)
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Figura 17: Cromatograma de ién total (TIC) del aztucar de residuo de azticar de remolacha

fermentado con Aspergillus niger (SBA) extraido con dietileter.
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En un segundo analisis de las muestras de ambos extractos acuosos (SB y SBA),
obtenidas tras la extraccion con dietileter y posterior tratamiento con metanol y acetona,
obtuvimos de nuevo dos cromatogramas. A partir del extracto acuoso de SB, obtuvimos
el cromatograma de iones totales (total ion cromatogram, TIC) y dos cromatogramas de
ion Unico con una relacion m/z de 177 y 208, (ambos iones dominantes en el acido
fertlico) (figura 18); los dos picos de los cromatogramas de ion unico presentaron el
mismo tiempo de retencién que coincididé con un pico del TIC, lo que indicaba que se
referian al mismo compuesto (figura 18). Posteriormente, obtuvimos el espectro de masas
correspondiente a ese pico obtenido en el cromatograma (figura 8). Dicho espectro
coincidié con el espectro del ester metil fertlico obtenido de la base de datos (figura 9).
Para comprobar que dicho espectro de masas correspondia realmente al del acido
fertulico, se realiz6 el andlisis por CG/EM de una muestra pura de acido ferulico. El
espectro coincidid con el obtenido en nuestra muestra (figura 10). En el cromatograma de
iones totales del residuo de azdcar de remolacha fermentado con A. niger (SBA) no
aparece este pico correspondiente al acido fertlico, lo que indica que este compuesto no

estaba presente en SBA, al menos en una cantidad considerable (figura 11).

Figura 18: Cromatograma del extracto acuoso de SB extraido con dietileter y tratado
posteriormente con metanol y acetona. En la parte superior aparece el cromatograma de ién total

(TIC) y en las inferiores los cromatogramas de ion tinico con valores de m/z de 177 y 208.
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Figura 19: Espectro de masas del pico con tr 17.2 obtenido en el cromatograma de ién total (TIC)

del extracto acuoso de SB extraido con dietileter y tratado posteriormente con metanol y acetona.
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Figura 20: Espectro de masas del pico con tr 17.2 de la muestra del extracto acuoso de SB extraido
con dietileter y tratado posteriormente con metanol y acetona (a) y del acido fertlico obtenido en la
base de datos (b).
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Figura 22: Cromatograma de ion total del extracto acuoso del residuo de azucar de remolacha

fermentado con Aspergillus niger (SBA), extraido con dietileter y tratado posteriormente con

metanol y acetona.
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V. 3. Discusion

En el ensayo en sistemas compartimentados con suelo como sustrato, se observo que
la enmienda SBA incrementd el crecimiento extraradical del hongo MA y la captaciéon de
nutrientes, mientras que SB tuvo los efectos contrarios. Ademas, los valores mas altos y
mas bajos de la razén P/?P en parte aérea se alcanzaron en las plantas donde se habia
adicionado al suelo SBA y SB respectivamente. Ambas enmiendas (SBA y SB)
modificaron la estructura de la comunidad microbiana aunque cada una lo hizo en una
proporciéon diferente; la biomasa de los hongos saprofitos y de las bacterias Gram-
positiva y Gram-negativa fue mayor en los suelos tratados con SB que en los tratados con
SBA. A continuacion se describe, de forma mas detallada, la influencia de la adicién de

cada enmienda y de la micorrizacidn sobre los parametros estudiados.

Crecimiento de la planta y nutricion

Los contenidos més elevados de N, P y K en la parte aérea de las plantas tratadas con
SBA, se explican por la mineralizacién del residuo y la solubilizacion del fosfato de roca
que tiene lugar durante la fermentacion del residuo de azticar de remolacha (SB) por A.
niger ((Vassilev et al.,, 1995; Vassilev et al., 1996). La posible difusion de K y N del
compartimento lateral con enmienda (CH-B) al compartimento de la raiz (RC), podria
explicar el similar contenido de estos dos nutrientes en las plantas micorrizadas y no
micorrizadas aplicadas con SBA en CH-B. Los valores bajos del peso seco de parte aérea
en las plantas sin micorriza y tratadas con SB se podria deber a una posible difusién
desde CH-B hasta el RC de los componentes toxicos para la planta procedentes del
compartimento adicionado de SB. (Vassilev et al., 1996) también encontraron una
influencia negativa en el crecimiento de T. repens cuando el residuo de azucar de

remolacha sin previo tratamiento se afiadia al suelo.

Crecimiento del micelio extraradical MA

Asi mismo, el residuo de azticar de remolacha sin fermentar (SB) claramente inhibid
el crecimiento y actividad del micelio extraradical MA como indican las medidas de
longitud de micelio, el marcador biolégico WCFA 16:1w5 y la captacion de 32P. Estos
valores fueron similares a aquellos determinados en los tratamientos sin micorriza. Por el
contrario, la biomasa de hongos saprofitos, medida por WCFA especificos, fue mayor en

el suelo con SB.

Para interpretar estos resultados hay que recordar que la hemicelulosa y la celulosa
son los principales constituentes de SB, y en menor cantidad la lignina. (Ravnskov et al.,
1999) encontr6 que la celulosa incremento la biomasa de los hongos saprofitos y sugirié
que estos hongos podrian tener efectos adversos en el crecimiento del hongo MA

mediante antibiosis o por competicion por nutrientes inorganicos. (Mc Allister et al., 1994)
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también sugiri6 que la acumulacion de sustancias tdxicas producidas por
microorganismos saprofitos podria inhibir el crecimiento del hongo MA. Por el contrario,
estudios designados para estudiar interacciones entre el hongo MA y hongos saprofitos
en el CH mostraron que el hongo G. intraradices no se afectaba por la presencia del hongo
saprofito, Trichoderma harzanium (Green et al., 1999) o Fusarium culmorum (Larsen et al.,
1998). Sin embargo, estos dos estudios solo incluyeron un hongo saprofito especifico y no

una comunidad de ellos.

El incremento en el crecimiento extraradical de los hongos MA con la aplicacion de la
enmienda SBA es coincidente con lo encontrado por varios autores que han demostrado
un incremento del crecimiento del hongo MA similar con materia organica (Hepper &
Warner, 1983; St John ef al., 1983; Joner & Jakobsen, 1995), pero también hay autores que
han observado efectos inhibitorios (Calvet et al.,, 1992; Avio & Giovannetti, 1988).
(Ravnskov et al., 1999) concluy6 que los efectos de los compuestos organicos sobre el
crecimiento del hongo MA variaba de acuerdo con la composicién quimica del sustrato.
Por otro lado, se ha comprobado que los exudados secretados por A. niger incrementa la
germinacion de esporas del hongo MA y el subsecuente crecimiento presimbiotico del
micelio (Fracchia et al., 2004). Asi pues, el incremento del crecimiento del hongo MA en
suelo adicionado con SBA podria explicarse por la presencia de los diferentes compuestos
liberados durante el proceso de fermentacidon, Y ausentes en el caso de aplicar la

enmienda SB sin previo tratamiento.

Transporte de fésforo por el micelio MA

Como ya se ha mencionado anteriormente, la aplicaciéon de SBA incrementd el
crecimiento del micelio MA, pero este incremento en el crecimiento del hongo no condujo
a un incremento similar en la captacion de P por el micelio MA, como muestran los
resultados de captacion de 32P. El hecho de que el P total adquirido por las plantas
crecidas con la enmienda SBA sea un 46% mayor en las plantas control micorrizadas,
mientras que la captacion de #P es similar en ambas, sugiere que los altos valores de P/2P
en parte aérea de las plantas con SBA no fue causado por un incremento en la longitud de
micelio extraradical MA. (Vassilev et al., 1996) demostraron la capacidad de A. niger para
solubilizar el RP cuando crecia en un medio cuyo sustrato era SB, y observaron un
incremento en el contenido total de P en parte aérea cuando esta enmienda se afiadié al
sistema suelo-planta. Estos autores sugirieron que los acidos secretados por A. niger
pueden ser absorbidos en el suelo junto con los iones fosfato y consecuentemente, al
liberar los iones fosfato progresivamente, mantenian la disponibilidad de 3'P. En nuestro
ensayo, SBA aplicado en el CH-B puede constituir una fuente de foésforo disponible, como
consecuencia de la previa solubilizacion de RP por A. niger en el proceso de fermentacion.
Este P solubilizado se capta y transloca por el micelio MA a la planta huésped lo que

provoca una razén P/?2P mayor en las plantas micorrizadas adicionadas con SBA. Por
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otro lado, un consumo parcial del P soluble por A. niger, constatado por (Vassilev et al.,
1995), podria explicar que la captacion de 32P especifica del micelio no era mas eficiente
que la de *#P en los tratamientos con SBA, lo que indica que la captacion de 3P no
incrementa proporcionalmente al hacerlo la longitud de la hifa MA en CH-B con SBA.
(Green et al., 1999), también atribuy¢ la ausencia de correspondencia entre el crecimiento
de micelio externo de G. intraradices en respuesta a la enmienda de salvado de trigo y la
captacion de P mediada por el hongo MA, a la inmovilizacion por hongos saprofitos, que
también incrementaron su crecimiento con la enmienda orgéanica. Nuestros resultados
sugieren que aunque hubo un pequefio consumo de P, su biodisponibilidad en suelo fue
todavia suficientemente incrementada por SBA para asegurar la alta captacion de P por el
hongo MA.

Biomasa de los microorganismos del suelo

La aplicacion de materia organica al suelo puede alterar la estructura y funcion
comunidad microbiana del suelo (Zhao et al., 2005). En nuestro ensayo, tanto SB como
SBA incrementaron la biomasa de todos los grupos de microorganismos analizados al
adicionarles estas fuentes de carbono. Ya que el residuo SB es un material natural sin
tratar, los valores de los marcadores bioldgicos de WCFA fueron mayores en los suelos
con SB que aquellos con SBA, que es un material parcialmente biotransformado. Se han
descrito interacciones tanto positivas como negativas entre los hongos MA y la
microbiota circundante (Secilia & Bagyaraj, 1987; Christensen & Jakobsen, 1993; Azcon-
Aguilar & Barea, 1992). La actividad microbiana es de gran importancia en el ciclo de
nutrientes y en el flujo de energia (Diaz Ravifha et al., 1992), y también en producir
sustancias beneficiosas para el crecimiento de la hifa. Pero por otro lado, la competicion
por metabolitos entre los microorganismos del suelo y el hongo MA puede disminuir la
efectividad del ultimo (Garcia-Romera et al., 1998). Por tanto, la interaccién entre los
hongos MA y la microbiota circundante depende del balance entre los factores
beneficiosos y antagonistas. En nuestro ensayo, el incremento de los marcadores
bioldgicos de WCFA de los hongos saprofitos, bacterias Gram positivas y Gram negativas
fue mayor en los tratamientos con SB que con SBA. La diferente estructura microbiana en
suelo adicionado de cada una de las enmiendas (SB y SBA), podria explicar los efectos
opuestos sobre el crecimiento del hongo MA y de la planta por la aplicaciéon de dichas
enmiendas. La comunidad microbiana en CH-B con SBA no se afectd por la presencia del
hongo MA, pero parece que esta estructura microbiana cred un ambiente favorable para
el crecimiento del hongo MA. Por otro lado, muchos estudios han mostrado que las
bacterias rizosféricas se afectan por la presencia del hongo MA, y también se han descrito
efectos tanto positivos como negativos de los hongos MA sobre las bacterias. Nosotros
encontramos que el hongo MA no influyé sobre la poblacién microbiana en CH-B

adicionado de SBA, pero afectd la extension de microorganismos del UARFC
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incrementando las bacterias Gram positiva y Gram negativa y disminuyendo los hongos

saprofitos.

De este ensayo en suelo en sistemas compartimentados, podemos concluir que la
fermentacion del residuo SB por A. niger (SBA) es crucial para su uso como fertilizante
del suelo: la fermentacion es beneficiosa para el crecimiento del hongo MA, incrementa la
cantidad de fésforo disponible y elimina los efectos fitotdxicos del residuo SB. La razén
que explique el incremento en el crecimiento del hongo MA inducido por SBA es
compleja y dificil de ser determinada, pero nuestros resultados sugieren que la
modificacién de la estructura de la comunidad microbiana del suelo, la produccion de
exudados por A. niger y cambios en los niveles de nutrientes disponibles en el medio

podrian ser las causas responsables de este efecto.

Por todo lo expuesto y para poder elucidar qué papel juega la adicién de los residuos
SB y SBA “per sé” sobre el desarrollo del micelio extraradical, sin la influencia de otros
factores como pueden ser la comunidad microbiana del suelo, se realizé6 un ensayo
adicional utilizando el cultivo monoxénico, en placas bicompartimentadas, donde al
compartimento de la hifa (CH), se le afiadié un extracto acuoso de ambos enmendantes.
El cultivo monoxénico presenta, ademds, la ventaja de permitir el estudio de la
morfologia y la arquitectura de las hifas externas y la modificacion que cualquier factor
provoca en ellas. En este ensayo se estudi6 no solo la influencia de los enmendantes sobre
el crecimiento de las hifas (longitud de micelio desarrollado) sino también la influencia

que ejercen sobre su estructura.

En 1992, (Calvet et al., 1992), estudiaron la influencia de varios sustratos organicos
sobre el establecimiento de la simbiosis MA por Glomus mosseae en plantas de cebolla, y
encontraron que el efecto inhibidor de estos sustratos se suprimia cuando los sustratos se
esterilizaban previamente. Ello sugeria el caracter biologico de ese efecto inhibidor. Los
resultados obtenidos, tanto en el ensayo de suelo como en el del cultivo axénico,
relacionados con el efecto del residuo de azicar de remolacha sin fermentar (SB) sobre el
desarrollo del micelio MA, corroboran los obtenidos por estos autores. El efecto inhibidor
de SB sobre el crecimiento del micelio extraradical del hongo MA es mayor en suelo
impidi6 su desarrollo. Ello indica el papel importante que juegan los microorganismos
del suelo presentes en el sistema. Sin embargo, la estructura de la comunidad microbiana
del suelo no fue el tnico factor responsable del efecto inhibidor de SB sobre la biomasa de
los hongos MA.

En el ensayo en cultivo monoxénico encontramos, tras la adicién del medio M con los
extractos de los enmendantes, un crecimiento de las hifas retardado en el tratamiento con
SB, tanto a los 6 como a los 11 dias de crecimiento. A los 6 dias de crecimiento, mientras
que en el tratamiento aplicado de SBA el micelio MA se desarrolld ocupando

practicamente todo el espacio del compartimento de la hifa, con la aplicacién de SB las
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hifas apenas saltaron al CH. A los 11 dias, el nimero de BAS formados en presencia de
SB fue un 64% y un 84% menor que en las placas control y que con la aplicaciéon con SBA
respectivamente. Las estructuras ramificadas de absorciéon (branching absorbing
structures, BAS) se forman en la hifa extraradical solamente cuando la simbiosis con la
raiz huésped se establece con éxito (Bago et al., 1998d; Bago et al., 1998b); El hecho de que
en las placas en las que se aplicé SB la formacion de BAS esté tan disminuida junto con
un desarrollo micelirar desordenado y con aparicion de pequefios ovillos en el 4pice de la
hifa nos sugiere la presencia de algin componente, en el extracto acuoso de SB, que

influye negativamente y altera el crecimiento del micelio MA.

El hecho de que los cromatogramas de ambos sustratos presenten un perfil tan
diferente corrobora los distintos comportamientos de ambas enmiendas (SB y SBA). En el
segundo cromatograma de SB (obtenido tras el tratamiento de los esteres con metanol y
HCl) aparecié un pico que correspondia al acido fertlico. Este pico no aparecid en el
cromatograma de SBA. El acido ferulico es un derivado fendlico y esté relacionado con el
metabolismo de la lignina. El acido fertlico y sus dehidrodimeros son importantes para
dar firmeza a las paredes celulares de los tejidos de las plantas y se sabe que este acido es
un componente mayoritario de las paredes celulares de las raices de la remolacha de
azucar (Nagahashi et al., 1996). Los derivados fendlicos son fungitéxicos para una gran
variedad de hongos (Christie, 1965; Haars et al., 1981; Wacker et al., 1990). (Douds et al.,
1996) demostraron que el acido fertlico inhibia el crecimiento de Gigaspora margarita'y G.
gigantea en medio M (10 ppm). Por otro lado, se ha comprobado que el acido ferulico
disminuye la colonizacion del esparrago por hongos MA (Wacker et al., 1990; Wacker et
al., 1990; Pedersen et al., 1991) y disminuye la elongacion de la hifa de Glomus fasciculatum
(Wacker et al., 1990). (Gadkar et al., 2003) mostraron que un exudado de raiz (antes de la
infeccion por hongos MA) del mutante de tomate M161 mostraba una actividad
inhibitoria sobre el crecimiento apical de la hifa de Gigaspora gigantea y Glomus
intraradices; La caracterizacion preliminar de ese exudado indicaba que podrian ser
compuestos fendlicos los responsables. Aunque atin no hemos comprobado el efecto que
produce el acido ferulico autentico (producto quimico) sobre el crecimiento del hongo
MA en cultivo monoxénico, los datos obtenidos en este ensayo junto con los mostrados
por otros autores indican que el acido fertlico podria ser uno de los componentes
causantes de esta inhibicion. Sin embargo, aunque el crecimiento de las hifas se afectd
marcadamente por los componentes del extracto acuoso de SB, la presencia de estos no
inhibid totalmente su crecimiento en cultivo monoxénico. (Douds et al., 1996), también
observaron que los compuestos fenoélicos asociados a las raices de azucar de remolacha
inhibian el desarrollo del hongo MA pero no hasta tal punto que impidiera totalmente el
contacto de la hifa con la raiz. En la misma linea (Nagahashi & Douds, 2000) encontraron

que cuando cesaba el crecimiento de una rama de la hifa, otra hifa lateral la suplantaba.
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Contrariamente al efecto causado por SB, el fermentado (SBA) estimul6 el desarrollo
del micelio MA en cultivo monoxénico. (Calvet ef al., 1992) también encontraron un efecto
positivo sobre la germinacion y el desarrollo de G.mosseae causado por extractos acuosos
de varios sustratos organicos. Como ya indicamos en la discusion de los datos del ensayo
en suelo utilizando un sistema compartimentado, el efecto positivo de SBA sobre el
hongo MA puede tener su origen en la estructura de la comunidad microbiana presente
en el suelo tras la adicion de SBA y/o en la naturaleza quimica del extracto de SBA. Los
datos obtenidos en cultivo monoxénico, en ausencia por tanto de otros microorganismos,
indican que hay una causa de naturaleza quimica, bien debida a un aporte de nutrientes
que incrementan el desarrollo del micelio MA o a la producciéon de metabolitos presentes
en el extracto acuoso esterilizado por filtracién que fueron producidos por Aspergillus

niger, el hongo utilizado en la fermentacion del residuo de azticar de remolacha.

(Fracchia et al., 2004), encontraron que A. niger estimuld la germinacion de esporas y
la longitud de hifas de Glomus mosseae y G. rosea y la colonizaciéon micorricica en plantas
de soja. Ademas, estos mismos autores encontraron efectos positivos de los exudados de
este hongo saprobio sobre la longitud de la hifa a partir de esporas germinadas de ambos
hongos MA.
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VI. 4. Conclusiones

1. La enmienda del residuo de azticar de remolacha fermentado con A. niger (SBA)

incremento el crecimiento extraradical del micelio MA en suelo.

El hongo MA no creci6 en suelo enmendado con residuo de azticar de remolacha sin

previo tratamiento (SB).

2. La adicion de ambas enmiendas organicas (SB y SBA) al suelo modifico la
estructura de la comunidad microbiana del mismo aunque cada una en una proporcion

diferente.

3. El incremento en el contenido de fésforo en las plantas micorrizadas que crecieron
en presencia de la enmienda SBA se debio a la solubilizacion de P durante el proceso de

fermentacion con A. niger y no al mayor desarrollo del micelio extraradical.

4. La enmienda del residuo de aztcar de remolacha fermentado con A. niger (SBA)

incremento el crecimiento extraradical del micelio MA en cultivo monoxénico.

5. La enmienda del residuo de aziucar de remolacha sin previo tratamiento
microbiolégico (SB) inhibid el crecimiento extraradical del micelio MA en cultivo

monoxeénico.

6. El crecimiento del micelio del hongo MA en presencia del extracto acuoso de SB en
cultivo monoxénico fue inicialmente desordenado aunque recuper6 parcialmente su

estructura a lo largo del tiempo.

7. Los cromatogramas de cromatografia de gases asociado al espectémetro de masas

obtenidos de los extractos acuosos de ambos residuos mostraron un perfil diferente.

8. El extracto acuoso de SB contiene acido fertlico, sin embargo este compuesto,
posible responsable del efecto inhibidor del crecimiento extraradical del hongo MA, no

aparece en el extracto acuoso de SBA.
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In desertified soil, the inoculation of autoctonous AM fungi was necessary
to achieve AM colonization and nodule formation.

The addition to the soil of treated Sugar Beet waste and Dry Olive Cake increased
these symbiotic parameters.

All enzymatic activities and physico-chemical characteristic measured in the
experiments increased by the addition of the amendments.

The addition of treated Sugar Beet waste and Dry Olive Cake and the microbial
inoculants increased plant nutrition and growth.

Plants amended with A. niger-treated Sugar Beet waste that were subjected to
drought stress had similar growth to that of well watered plants.

Heavy metal (Cd and Zn) adapted AM fungi increased plant nutrition and
growth. This effect was promoted by the addition of A. niger-treated Sugar Beet
waste.

Mycorrhiza and A. niger treated Sugar Beet waste decreased shoot heavy metal

(Cd and Zn) concentration in plants growing in Cd or Zn contaminated soil.

A. niger-treated Sugar Beet waste increased AM hyphal growth in soil and in

monoxenic cultures.

Untreated Sugar Beet waste decreased AM hyphal growth in soil and in

monoxenic cultures.
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