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|l. RESUMEN GENERAL

Las plantas para enfrentarse a los cambios medioambientales han desarrollado
numerosas estrategias y una de ellas es la asociacién simbidtica con hongos
micorrizicos arbusculares. Esta asociacion simbidtica, ademas de contribuir en la
nutricion, protege a la planta huésped contra distintos tipos de estrés como es el
caso del agobio hidrico. Dicha proteccion es debida a una mayor toma de
nutrimentos, principalmente el fosforo. También se ha documentado que la forma de
N bajo condiciones de alta disponibilidad de agua puede influir en la adquisicién de
P. Sin embargo, la influencia del N sobre la toma de fésforo en condiciones de
agobio hidrico ha sido poco estudiada. Por lo tanto, el objetivo de ésta investigacion
fue evaluar el efecto de la interaccion Glomus intraradices-N sobre el pH de la
micorrizosfera, concentracion de fésforo y el desarrollo de Tagetes erecta L. bajo
condiciones de agobio hidrico. El experimento se establecio en camara de
crecimiento utilizando plantas de cempasuchil (Tagetes erecta L.) que fueron
inoculadas con G. intraradices y fertilizadas con nitrato (NO3) o amonio (NH4") y
fésforo insoluble como fuentes de nitrogeno y fésforo respectivamente. Las plantas
fueron sometidas a dos periodos de agobio hidrico por medio de la suspension del
riego. En ausencia de la micorriza el agobio hidrico disminuyd la biomasa de las
plantas tanto en NO3” como en NH;". El hongo MA Glomus intraradices promovio
cambios en la rizésfera que favorecieron la solubilizacién y la concentracién de
fésforo en las raices agobiadas fertilizadas con NOj3", pero en el caso del vastago la

micorriza disminuy6 la concentracién de P bajo las dos condiciones de fertilizacion.



Il. SUMMARY

The ability of plants to survive under adverse conditions is due to their symbiotic
association with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). This association improves plant
nutrition and protect to the plants against the abiotic stress such as drought stress.
The benefit of AMF under drought is attributed to high uptake of P. Also it has been
documented that the nitrogen source plays a key rule on P acquisition. However, the
rule of nitrogen source on P acquisition under drought in the mycorrhizal plants has
been little documented. Therefore, the aim in this investigation was determined the
effect of the interaction of nitrogen source and Glomus intraradices-N on soil pH, P
uptake and plant growth under drought stress. Plants of Tagetes erecta L. were
grown in growth chamber and a half of plants were inoculated with G. intraradices.
The plants were watered with nutrient solution containing ammonium (NH,") or nitrate
(NO3") as nitrogen source and phosphorus was applied as insoluble phosphorus. The
haft of plants was stressed trough two drought periods. Plant growth was reduced in
non-mycorrhizal plants under drought stress with both nitrogen sources. Root P
concentration and soluble phosphorus were increased by mycorrhizal fungus under
drought stress, using nitrate or with both nitrogen sources respectively. The soil pH
was maintained close to 6 in mycorrhizal treatments. Enhancements in root P
concentration under drought conditions could be explained in terms of stabilization of

soil pH and type of nitrogen source.



ll. INTRODUCCION GENERAL

Entre las simbiosis mutualistas que se presentan entre plantas y microorganismos,
destaca aquella que se establece en el sistema radicular y un grupo de hongos en
particular. Esta asociacion simbidtica desarrolla una estructura compleja
especializada denominada micorriza, la cual contribuye principalmente en la
adaptacioén y el desarrollo de las especies vegetales (Smith y Douglas 1987; Hudson
1992).

Los hongos micorrizicos arbusculares (MA) cuentan con un amplio espectro en
cuanto a plantas hospedero se refiere, abarcando el 95 % de todas las especies de
plantas sobre la superficie terrestre. Existen varias formas por las cuales se puede
dar el proceso de colonizacién de las raices por estos hongos: esporas, micelio
externo y segmentos de raiz colonizadas. Los hongos MA al establecerse en la zona
cortical del sistema radicular de las plantas, tienen la caracteristica de formar
estructuras internas, las cuales favorecen el intercambio de nutrimentos y el
almacenamiento de reservas (Bolan 1991). Los arbusculos son estructuras fungicas
de tipo de las haustorias, que se generan en el interior de las células de la corteza y
cuyo papel es contribuir al incremento de la capacidad de absorcion vy
aprovechamiento de nutrimentos por ambos participantes de la simbiosis. Otro tipo
de estructuras que son caracteristicas de estos hongos son las vesiculas, cuya
funcién es el almacenamiento de reservas para el hongo. Las esporas son la

principal estructura que estos hongos poseen para propagarse.

Azcon et al. (1999) mencionan que el hongo coloniza las células de la corteza de la
raiz sin causar dafo a la planta, llegando a ser fisiolégica y morfolégicamente parte
integrante de dicho 6rgano. La importancia de los hongos MA en el crecimiento de
las plantas ha sido documentada (Bethlenfalvay 1992). Muchos estudios han
demostrado el rol principal que juega el micelio extrarradical en diferentes aspectos

como: movilizacion y transferencia de los nutrimentos del suelo como son: P, N, Cu,
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Fe, K, Zn, Ca y S (Smith y Read 1997), incrementa la fotosintesis (Marthur y Vyas
1995), ademas de mantener la estabilidad de los agregados del suelo (Tisdall y
Oades 1979; Miller y Jastrow 1992; Tisdall 1994), pero particularmente en
situaciones de deficiencia de fosforo (P) en el suelo, las micorrizas pueden

incrementar la absorcion de éste por las plantas (Tinker 1978).

En el caso particular del nitrdgeno (N), es considerado como un factor limitante para
la produccion de biomasa en ecosistemas naturales, es el principal elemento
esencial asociado al crecimiento de la planta (Miller 2004). En el suelo se presenta
como iones de amonio (NH4*) y de nitrato (NO3’), formas que son capaces de
absorber la mayoria de las plantas (Tischner 2000). El ion NO3™ es de alta movilidad,
su asimilacion requiere de mayor gasto de energia que la asimilacion de NH4" sin
embargo la forma de NOj3™ es la fuente de N en la mayoria de las tierras de cultivo
(Schortermeyer 1993).

El beneficio de los hongos MA es mayor bajo condiciones de estrés (Blee y Anderson
2000; Augé 2001; Jeffries et al. 2003), incrementando la tolerancia de las plantas en
ambientes estresantes como las heladas (Charest et al. 1993), deficiencia de
nutrimentos (Reid 1990; Gianinazzi-Pearson 1996), ataque por fitopatégenos
(Sharma et al. 1992; Linderman 1994), asi como a la sequia (Subramanian et al.
1995; Al-Karaki 1998; Augeé 2001) y salinidad (Al-Karaki 2000).

El agobio hidrico es uno de los factores abidtico que limita la productividad de los
cultivos en el mundo (Kramer y Boyer 1995). Ello afecta negativamente el
establecimiento exitoso de las plantas. Los hongos MA promueven la resistencia a
deficiencias hidricas en la planta hospedera, lo cual es consecuencia de diferentes
mecanismos que van desde una respuesta fisica hasta una respuesta a nivel
bioquimico (Azcon-Aguilar y Barea 1997; Cordier et al. 1998; Augé 2001). Los
hongos MA influyen en el ambiente edafico y evitan la formacién de claros entre las
raices y el suelo, lo que mantiene la continuidad de agua a través de la interface

suelo-raiz. Ademas, las hifas extrarradiculares incrementan la zona de captacién de
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agua (Faber et al. 1991; Davies et al. 1992; Querejeta et al. 2003) e incluso pueden
tomar agua del suelo cuando esta se encuentra con un valor de potencial hidrico no

accesible para ser extraida por las raices de las plantas (Bethlenfalvay 1992).

La asociacion micorrizica altera las relaciones hidricas, independientemente del
estadio de la planta, se puede decir que es de gran valor ecoldgico ya que favorece
el establecimiento, vigor, productividad y supervivencia de las plantas en medios con
condiciones limitadas de agua (Augé 2001). Se ha demostrado que las plantas
micorrizadas sometidas a condiciones de déficit de agua se recuperan mas rapido
cuando éstas se rehidratan y resisten por mas tiempo las condiciones de sequia
(Azcoén-Aguilar y Barea 1997; Augé 2001). Como se ha mencionado los hongos MA
estimulan el crecimiento de las plantas, principalmente por el aumento en la toma de
nutrimentos del suelo particularmente fésforo, también incrementan la resistencia de
la planta hospedera al agobio hidrico ya que favorece el ajuste osmatico en la célula,

el cual es un mecanismo importante en la tolerancia a la deshidratacion.

El efecto positivo en la toma de fosforo ha sido atribuido a: i) una mayor exploracion
de volumen de suelo por el micelio extraradicular; ii) el pequefio diametro de las hifas
incrementa el area de superficie de absorcién y favorece un mayor flujo de fésforo
por unidad de superficie; iii) la formacién de polifosfatos (polyP) por el hongo
micorrizico; y iv) produccion de acidos organicos y fosfatasas que catalizan la
liberacidon de fosfato de los complejos organicos (Marschner y Dell 1994; Bucking y
Shachar-Hill 2005). Con base a lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la interaccion Glomus intraradices-N sobre el pH de la micorrizosfera,
concentracion de fosforo y el desarrollo de Tagetes erecta L. bajo condiciones de

agobio hidrico.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 El agua en las plantas

El suministro de agua es fundamental para la produccion de cultivos en la agricultura
porque el agua por lo general, ocupa mas del 90% del peso total de las plantas, es
imposible imaginar el proceso de crecimiento de la planta sin tomar en cuenta la

absorcion de agua en la elongacion de las células (Nonami 1998a).

4.1.1 Funciones del agua en las plantas

La importancia del agua en muchas actividades fisiolégicas puede resumirse en

cuatro funciones principales (Azcon-Bieto y Talén 2000).

" Constituyente: el agua es importante cuantitativamente, constituye el 80-90 %
del peso fresco de muchas plantas herbaceas y mas del 50% del peso fresco de
las plantas lefiosas. El agua es parte importante del protoplasma, como también
de las proteinas y moléculas de lipidos.

. Solvente: el agua es el solvente en el cual gases, minerales y otros solutos
entran a las células de las plantas y se mueven de célula a célula y de 6rgano a
organo. La alta permeabilidad de la pared celular y las membranas del
protoplasma permiten la formaciéon de una fase liquida, que se extiende a través
de la planta, sirviendo de medio para que ocurra la traslocacion de los
elementos disueltos.

. Sustrato: el agua es un reactante o sustrato para muchos procesos importantes,
como la fotosintesis y la hidrdlisis del almidén a azucar en la germinacién de
semillas.

. Mantenimiento de la turgencia: la turgencia es esencial para el crecimiento y
alargamiento de la célula. El agua es importante en las vacuolas de las células

vegetales, ya que ejerce presion sobre el protoplasma y la pared celular,
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manteniendo asi la turgencia en hojas, raices y otros organos de la planta. La
incapacidad para mantener la turgencia resulta en una inmediata reduccién en

el crecimiento.

4.1.2 Movimiento del agua en las plantas

Existen dos tipos de movimiento del agua en la planta: flujo masivo y de difusion. El
flujo masivo es el movimiento de moléculas de agua y solutos de manera conjunta en
una direccion debido a diferencias de presion. El flujo de difusion es el movimiento
del agua entre o hacia las células o a través del suelo, en este caso las moléculas de
agua se mueven en todas direcciones (Azcén-Bieto y Talén 2000). El agua se mueve
desde zonas de mayor a otras de menor potencial hidrico ya que el movimiento del
agua en la planta se presenta a lo largo de gradientes de disminucion de energia
libre expresado como potencial hidrico (). En el interior de la planta el potencial
hidrico es mas elevado que en las raices, reduciéndose mas aun en el tallo y
observandose valores mas bajos en las células (Hopkins 1995; Azcén-Bieto y Talon
2000). En resumen el movimiento del agua en las plantas esta regido por gradientes

de potencial hidrico.

4.1.3 Transporte del agua en las plantas

El agua entra en las raices de las plantas en respuesta a gradientes de potencial en
el xilema, establecido por la transpiracion 6 perdida de agua en forma de vapor. El
agua atraviesa la epidermis e hipodermis y una capa parenquimatosa, después pasa
a la endodermis y una vez en el interior se mueve a través del periciclo antes de
alcanzar el tejido vascular (Azcon-Bieto y Talon 2000). Existen tres diferentes vias a
través de las cuales podria moverse el agua (Sanchéz-Diaz y Aguirreolea 2000;
Maurel y Chrispeels 2001):

1) Apoplasto: transporte de agua a través de tejido muerto rodeando la pared

celular.
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2) Simplasto: el agua atraviesa la pared celular y el plasmalema para luego entrar
al citoplasma, donde posteriormente se mueve a través de los plasmodesmos
que conectan al citoplasma con las células adyacentes.

3) Transcelular: El agua atraviesa por toda la célula ya sea por la membrana o la

pared.

4.2 Agobio hidrico en plantas

Jacob Levitt (1972), define al agobio como cualquier alteracién de las condiciones
ambientales que pueden reducir o influir de manera adversa en el crecimiento y

desarrollo de una planta.

De todos los recursos que la planta necesita para crecer y desarrollarse, el agua es
uno de los mas importantes limitantes. La planta solamente absorbe agua si su
potencial hidrico interno es menor que su potencial externo. Si el potencial interno de
la planta es igual o mayor que el externo, ya no se absorbe agua y la planta se
deshidrata. En plantas sometidas a sequia, el mecanismo mas importante es la
disminucién del potencial osmaético ya sea por la estimulacion de la acumulacién de
iones inorganicos o por un aumento en los niveles de solutos organicos. Este ajuste
osmotico puede impedir la pérdida de turgencia de la raiz (Azcon-Bieto y Talon
2000).

El agobio hidrico es uno de los factores que causan reduccién en el crecimiento de
las plantas. Kerepesi y Galiba (2000) observaron una disminucién en la produccion

de materia seca en cultivares de trigo sometidas a agobio hidrico.
Las plantas pueden experimentar periodos transitorios de estrés hidrico durante el

dia (Azcén-Bieto y Talon 2000), y altera casi todos los aspectos del crecimiento de
las plantas como son su anatomia, morfologia, fisiologia y bioquimica (Kramer 1983).
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4.2.1 Agobio hidrico y adquisicion de fésforo por las plantas

Varios estudios han reportado evidencias de la interaccién entre el agua y el fésforo
en el rendimiento de los cultivos, especialmente en cereales en regiones semi-aridas.
En un estudio con plantas de cebada se observd una respuesta en relacion a la
aplicacion de fésforo (27 kg P ha 1), observandose una disminucion de éste cuando
la precipitacion incremento (Matar et al. 1992). En otros estudios han encontrado una
extensa respuesta relativa a la fertilizacion con fésforo en los afios mas secos en

plantas de trigo, lenteja y cebada (Jones y Wahbi 1992).

Como la difusién de fosforo tiene lugar solo dentro de unos pocos milimetros
alrededor de la raiz, el crecimiento de la raiz es un factor importante en la
determinacién del volumen en la zona de agotamiento y la cantidad de fosforo
absorbido, por lo tanto los efectos de la disponibilidad del agua y el fésforo en el
crecimiento de la raiz pueden afectar la difusion del fésforo (Barber 1995). Las
micorrizas pueden contribuir en la nutricion por fésforo bajo condiciones de agobio
hidrico (Barea 1991). En un estudio con plantas de soya se observoé la interaccion
entre agobio hidrico y la disponibilidad de fésforo y encontraron que los efectos del
agobio hidrico fueron muy similares a los causados por el fésforo. En otra trabajo en
donde se evaluo las interaccidn agobio hidrico-fésforo, el agobio hidrico promovié un
desarrollo vegetativo lento a concentraciones bajas de fosforo, también redujé la
concentracion de fosforo en las hojas. Se observaron incrementos en la densidad de
la longitud de la raiz a baja disponibilidad de agua, sugiriendo que el agobio hidrico
limitd la nutricién por fosforo no por la reduccion en el crecimiento de la raiz, sino por

la disminucion en la difusion de fésforo en el suelo (Gutierrez-Boem y Thomas 1999).

4.3 Hongos micorrizicos arbusculares

Las plantas han desarrollado numerosas estrategias para enfrentarse a los cambios

medioambientales y una de las estrategias mas exitosas ha sido la asociacién de los
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sistemas radiculares con hongos MA (Sylvia y William 1992; Entry et al. 2002) cuya

asociacion es conocida como micorriza.

La simbiosis se define como la relacién establecida entre dos o mas organismos que
viven juntos, con base a esto los dos tipos de simbiosis mas aceptados son:
parasitica, en la que un organismo toma de otro los compuestos necesarios para
vivir, produciendo dafos severos o la muerte del otro organismo y la simbiosis
mutualista, en la que los organismos involucrados obtienen beneficios mutuos
(Alarcon et al. 2004).

El término micorriza proviene del latin “mycor” (hongo) y “rhiza” (raiz) que significa
hongo de raiz. Otro origen del término micorriza fue empleado por el botanico aleman
Albert Frank en 1885, quien observdé en raices de arboles forestales ciertas
estructuras peculiares las cuales denomind micorriza del griego “mykes” (hongo) y
“rhiza” (raiz). La simbiosis micorrizica arbuscular es una asociacién entre un grupo
particular de hongos y las raices de las plantas teniendo como escenario el suelo,
donde ambos organismos resultan beneficiados en aspectos fisioldgicos vy
nutrimentales (Figura 1). Un alto porcentaje de las plantas en los ecosistemas estan
asociadas con hongos MA.

HEAS EXTERNAS DEL HONGD VASOS DEL FLOEMA
,{\ VASOS DR XLBVA PEACILO

WIFAS INTERNAS DEL MONOO

£ il I 0

ESPOROCARFO CILLAS EMDERMICAS

Figura 1. Simbiosis Micorrizico Arbuscular.
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4.3.1 Clasificacion de los hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares se consideraban hasta hace muy
pocos anos incluidos en la familia Endogonacea, dentro del phylum Zygomicota,
clasificacion que estaba basada fundamentalmente en el andlisis de las
caracteristicas morfolégicas, estructurales y ontogénicas de las esporas que
desarrollan (Gederman y Trappe 1974; Morton y Benny 1990; Redecker et al. 2000).
De acuerdo con este criterio, las mas de 150 especies descritas hasta la fecha, se
incluyeron en el orden Glomales. Hasta entonces no se habia puesto de manifiesto el

posible origen monofilético de estos hongos compartiendo un ancestro comun.

El origen monofilético hoy en dia se ha podido determinar en base al analisis de la
subunidad pequefia del ARNr 18S, agrupandose asi en el nuevo phylum
Glomeromycota. Dicho phylum, se encontraria mas proximo de los ascomicetos y
basidiomicetos, con los que compartiria un ancestro comun con los Zigomicetos
(Schipler et al. 2001). El phylum Glomeromycota compuesto por una sola clase, los
Glomeromycetes, que a su vez incluye cuatro 6rdenes: Glomerales, Diversispotales,

Paraglomerales y Archaesporales (Figura 2).
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Figura 2. Estructura taxonémica propuesta del Phylum Glomeromycota en base a las
secuencias de la SSU del ARNr 18S. Tomado de Schuipler et al. (2001).

4.3.2 Descripcidon de Glomus intraradices (Schenck y Smith 1982)

Este hongo micorrizico arbuscular forma esporas redondeadas en el interior de las
raices de la planta hospedera. La espora presenta tres capas, una capa externa
evanescente y otras dos capas internas laminadas de color oscuro. La pared se
extiende hacia el pedunculo de la espora en forma de tubo. El color de la espora
puede variar desde amarillo claro hasta marrén claro, el tamafo promedio de la
espora es de 100 ym. En muchos trabajos de investigacion se ha documentado el
uso de este hongo MA, asi como su eficiencia. Los hongos MA ademas de contribuir
en la toma de nutrimentos para las plantas, también proporcionan resistencia al

hospedero ante situaciones de agobio hidrico (Dell’Amico et al. 2002).
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4.3.3 Contribucion de los hongos micorrizicos arbusculares sobre Ila

resistencia de las plantas al agobio hidrico

Las respuestas de la planta al estrés de salinidad y al déficit hidrico tienen mucho en
comun, la salinidad reduce la capacidad de la planta para tomar agua y por ende
causar reduccion en el crecimiento, produciendo cambios metabdlicos similares a los

causados por el estrés de agua (Munns 2002).

Bajo condiciones de agobio hidrico, la colonizacion micorrizica mejora las relaciones
hidricas de las plantas hospederas (Goicoechea et al. 1998; Augé 2001). Los
posibles mecanismos sugeridos han sido el mejoramiento de la conductividad
hidraulica (Hardie y Leyton 1981; Augé y Stodola 1990), la reduccion de la elasticidad
foliar e incremento de la turgencia de las hojas (Augé et al. 1987), el incremento de la
longitud de la raiz y su efectividad en absorcién de nutrimentos y agua (Davies et al.
1992; Ruiz-Lozano et al. 1995; Ruiz-Lozano y Azcon 1995; Al-Karaki y Clark 1998),
regulacion de la conductividad estomatica en respuesta a sefiales hormonales (Allen
1982), disminucion del potencial osmadtico (Augé et al. 1986) y acumulacién de

osmorreguladores (Schellenbaum et al. 1998).

La sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y la anegacion provocan el
aumento del potencial hidrico de los tejidos y afectan muchos procesos del
crecimiento de las plantas (Kramer 1983), las plantas responden a esas condiciones
sintetizando compuestos (osmoprotectores) que actian como osmolitos facilitando la
retencion de agua por el citoplasma y reajustando el potencial hidrico intracelular. El
ajuste osmatico es un mecanismo importante de tolerancia contra la deshidratacion
(Rekika et al. 1998) y consiste en la disminucion del potencial hidrico de la célula por
debajo del que presenta el medio externo. Existen estudios que han demostrado el
efecto de otros factores ambientales como es el estrés por salinidad. Al-Karaki (2000)
estudio la respuesta del crecimiento y la adquisicidon mineral en plantas de tomate
colonizadas por Glomus mosseae crecidas en invernadero bajo varios niveles de

salinidad, en dicho estudio el area foliar fue mayor en las plantas con micorriza en
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comparacion con las plantas sin micorriza. En condiciones de suelos salinos, la
acumulacioén de P, Zn, Cu y Fe fue mas alta en plantas micorrizadas en comparacion
a las platas no micorrizadas crecidas en las mismas condiciones de salinidad. El
mejoramiento del crecimiento y la adquisicion de nutrimentos en tomate demuestran
el potencial de la colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares para la

proteccion de las plantas contra el estrés salino en areas aridas y semiaridas.

Subramanian et al. (1995) estudiaron en plantas de maiz (Zea mays) el efecto de la
colonizacion por hongos MA sobre el potencial hidrico, el contenido de azucares y de
fésforo durante un periodo de sequia y rehidratacién. Las plantas con micorriza se
rehidrataron mas rapido que las plantas que crecieron bajo humedad adecuada. En
plantas colonizadas, su biomasa y el contenido de fosforo fueron mayores durante la
sequia y después de esta. La sequia tuvo un efecto negativo sobre el contenido de
azucares en las plantas no inoculadas en comparacion con las plantas inoculadas
con hongos MA, ayudando la colonizacion por hongos a las plantas a resistir el

agobio y a su rapida rehidratacion.

4.3.4 Hongos micorrizicos arbusculares y adquisicion de nitrégeno

Las plantas requieren nitrégeno (N) para su desarrollo y este mineral representa
alrededor del 2 % del total de materia seca de la planta y es un componente de
proteinas, acidos nucleidos, coenzimas y numerosos productos secundarios de la
planta. EI N es cualitativamente el mas abundante de los elementos minerales en los
tejidos de las plantas y entra en la cadena alimenticia principalmente como nitrato
(NO5") 0 amonio (NH4"). La disponibilidad del N para la raiz de la planta es a menudo
una importante limitante para el crecimiento de la planta, excepto cuando la raiz
desarrolla una simbiosis con microorganismos del suelo como es el caso de los
hongos MA (Miller y Cramer 2004).
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El papel de los hongos MA en la nutricion mineral de la planta hospedera es bien
conocida y su eficiencia en la toma depende en gran medida de la mayor exploracion

del suelo por parte del micelio externo (Allen et al. 2003).

La adquisicion del N por parte del micelio externo es aun controversial en relacion a
si el hongo logra tomarlo en forma de NO3, NH,” o ambas. Se ha observado en
sistemas in vitro que el micelio externo toma el N en forma de NH;" pero no en forma
de NO;3 (Villegas et al. 1996; Toussaint et al. 2004), mientras que en un sistema
similar se logré observar que el micelio de los hongos MA puede tomar el N en forma
de NOj3 (Bago et al. 1996; Govindarajulu et al. 2005). Otro sistema utilizado para
evaluar la toma de nutrimentos por el micelio externo de hongos micorrizicos es el
sistema de compartimentos utilizando diversas especies de plantas. En este tipo de
sistema se ha observado que el micelio logra tomar ambas fuentes (Johansen et al.
1992; Frey y Schiepp 1993; Johansen et al. 1993a; Johansen et al. 1993b; Tobar et
al. 1994). Sin embargo, cuando se aplica NH4sNO3, el nitrégeno que se logra observar
en el hongo y en la planta hospedera, es de la molécula de NH4 (Hawkins et al.
2000). En el caso del N organico se ha observado que el micelio logra tomarlo de

manera eficiente (Hodge et al. 2001; Hodge 2003).

Después que el N se incorpora en el micelio se ha detectado la actividad de la
enzima nitrato reductasa en presencia de NO3; mientras que cuando se aplica NH,",
se ha observado un incremento en la actividad de la enzima glutamina sintasa, lo
cual hace suponer que el N se incorpora en aminoacidos para su transporte,
independiente de la fuente (Toussaint et al. 2004). El aminoacido que sirve como
vehiculo de transporte de nitrogeno del micelio externo al interno es la arginina (Bago
et al. 2002). Con la finalidad de obtener conocimiento sobre la transferencia de N al
hospedero se establecid un experimento in vitro, concluyendo que el N se transfiere

a la planta en forma inorganica (Govindarajulu et al. 2005).

4.3.5 Hongos micorrizicos arbusculares y adquisicion de fésforo
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El fosforo (P) es otro de los elementos esenciales que la planta requiere para su
crecimiento (Bieleski 1973; Raghothama 1999). Las plantas solo pueden tomarlo en
forma de ortofosfato (H,PO4 y HPO,?), y el rango de concentracion de P en las
plantas rara vez excede a 0.2 %. Este elemento juega un papel importante en
muchos procesos incluyendo generacion de energia, sintesis de acidos nucleicos,
fotosintesis, glicolisis, respiracion, sintesis y estabilidad de la membrana, activacién e
inactivacion de enzimas, reacciones redox, sefalizacion, metabolismo de

carbohidratos y fijacién de nitrogeno (Bieleski 1973; Raghothama 1999).

El P limita el crecimiento y desarrollo de las plantas, su falta reduce el crecimiento del
vastago, las hojas son mas pequenfas, el color mas intenso y se acumula glucosa,
fructosa y almidon en hojas y raices. ElI P no esta disponible porque en suelos acidos
forma complejos poco solubles con aluminio y hierro, mientras que en suelos
alcalinos se combina con Ca y Mg (Lopez-Bucio et al. 2000). Asi, aunque esté
elemento abunda en el suelo, con frecuencia la forma asimilable no es suficiente
para satisfacer las necesidades de las plantas (Grossman y Takahashi 2001). En
poco menos de 60 a 80 afos la reservas de P pueden ser agotadas, resultando en

una crisis potencial de este para la agricultura (Vance 2001).

Las plantas han desarrollado estrategias para la adquisicion y uso de P en el
ambiente. Aquellas que apuntan a su conservacion y uso y aquellas dirigidas a
aumentar la adquisicion (Lajtha y Harrison 1995; Horst et al. 2001; Vance 2001).
Pero una de las mas importante adaptacion evolutiva de las plantas terrestres para la
adquisicion de P es a través de la simbiosis micorrizica (Koide y Kabir 2000; Smith et
al. 2000; Burleigh et al. 2002; Tibbet y Sanders 2002), por la cual muchas plantas
tienen la capacidad de obtener fosfato via asociacién simbiotica con hongos MA y el
efecto positivo en la toma de P ha sido atribuido a: i) una mayor exploracion de
volumen de suelo por el micelio extraradicular, ii) el pequeno diametro de la hifa para
inducir el incremento en la absorcion de P comparado con raices no micorrizadas y
una alta velocidad de flujo de P por unidad de superficie, iii) la formacion de

polifosfatos (Poly P) por los hongos MA y sus bajas concentracion internas de P
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inorganico (Pi) y iv) la produccion de acidos organicos y fosfatasas que catalizan la

liberacion de P de compuestos inorganicos (Marschner y Dell 1994).

Los hongos MA cuentan con la habilidad de tomar P en forma inorganica y organica
(Koide y Kabir 2000; Joner et al. 2000). EI mecanismo que implementa el micelio
para acceder al P podria ser a través de la secrecién de enzimas. En este sentido,
Olsson y colaboradores (2005), detectaron la existencia de fosfatasas acidas y
alcalinas, aplicando una fuente inorganica de fosforo. La eficiencia de la toma de P
por el micelio varia en relacién a la forma, siendo la inorganica la que mas rapido se
absorbe (Maldonado-Mendoza et al. 2001), hasta una diferencia de ocho veces en

relacion a la forma organica (Koide y Kabir 2000; Nielsen et al. 2002).

La forma en que el P logra ingresar en el micelio externo es a través de
transportadores de fosfato (Harrison y van Buuren 1995; Rosewarne et al. 1999;
Mendoza-Maldonado et al. 2001) y por medio de potencial electroquimico (Ayling et
al. 2000). Una vez que el P se encuentra en el interior del micelio externo se
transforma y se transporta hacia el micelio interno en forma de polifosfatos
(Rasmussen et al. 2000). Este polifosfato en el micelio interno se hidroliza a través
de fosfatasas, liberando P inorganico (Ezawa et al. 2001). Después de que el P esta
en forma inorganica, se ha propuesto que la transferencia podria llevarse a cabo con
transportadores, debido a que se han encontrado estos elementos en las células con
arbusculos (Rausch et al. 2001) en la membrana periarbuscular (Harrison et al.
2002).

4.4 Tagetes erecta L. importancia y clasificacion
Las plantas de Tagetes erecta L. son cultivadas con fines industriales, ornamentales
y religiosos principalmente. Las especies que mas se cultivan son Tagetes patula,

minuta, tenuifolia y erecta, esta ultima clasificandose taxondmicamente de la

siguiente manera (Tabla 1).

24



Tabla 1. Clasificacion de Tagetes erecta L.

Clasificacion cientifica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: T. erectal.

Las plantas de Tagetes erecta L. son plantas anuales que tienen una respuesta
favorable a la micorrizacion, beneficiandose de la simbiosis no solo por el aumento
en el crecimiento (Linderman y Davis 2004) sino también por incrementar su
resistencia a las enfermedades por patéogenos (St.-Arnaud et al. 1994), incrementar
la tolerancia al estrés abidtico (Cantrell y Linderman 2001) u otros cambios

fisiologicos (lanson y Linderman 1993).

Utilizando dos concentraciones de fésforo y plantas de Tagetes micorrizadas con el
hongo MA Glomus intraradices, Abou El Seoud (2008), reporta que Tagetes es muy
dependiente de los hongos MA para adquirir fésforo y mas cuando éste esta a bajas
concentraciones (40 mg P/kg de suelo), y que en la asociacion Tagetes-G.
intraradices existe una alta eficiencia de fésforo en comparacion con plantas no

micorrizadas.

Si bien se ha demostrado que en la simbiosis rhizobium/leguminosa, la trehalosa
tiene un papel significativo en la proteccion de la planta contra el agobio de sequia
(Maller et al. 1995; Farias-Rodriguez et al. 1998). Resultados preliminares en nuestro
laboratorio, han demostrado que el micelio externo de los hongos MA presenta una
estrategia opuesta a la documentada para la simbiosis rhizobium/leguminosa (citado
en Cruz-Cruz 2005). En este caso, el micelio extraradicular tiende a acumular
trehalosa y otros carbohidratos, impidiendo la exportacién de estos a la raiz del

hospedero, sugiriendo que la acumulacion de carbohidratos por la raiz micorrizada
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no es una estrategia clave en la tolerancia de esta simbiosis bajo condiciones de

agobio hidrico y salino.

Blcking y Shachar-Hill (2005) documentaron que la capacidad de transporte y
transferencia de P del hongo MA G. intraradices hacia la planta es estimulada por los
incrementos en la acumulacién de carbohidratos en el micelio externo. Sin embargo,
se desconoce si bajo condiciones de agobio hidrico el incremento en la acumulacion
de carbono en Glomus intraradices esta asociado a flujos inversos de transporte y

transferencia de P a la planta huésped.
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V. JUSTIFICACION

Una de las contribuciones mas importantes de la simbiosis micorrizica es la
proteccion de las plantas contra el agobio hidrico. Se ha documentado que la
micorriza mejora las relaciones hidricas de las plantas a través de mecanismos
diversos y que el beneficio de los hongos MA es mayor bajo condiciones de estrés ya
que promueven la acumulacién de osmolitos e incrementan la adquisicién de fésforo.
También se ha observado que este efecto es mas pronunciado en presencia de
nitrato como fuente de nitrégeno. En el caso de plantas sin agobio hidrico se ha
observado que el incremento en la adquisicion de fésforo se debe a un mayor flujo de
carbohidratos de la planta huésped hacia el hongo. Sin embargo, desconocemos si
esos incrementos en la acumulacion del carbono en el micelio externo de G.
intraradices estan asociados a una mayor solubilizacion y acumulacion de fésforo. En
cultivos in vitro se ha observado que los hogos MA modifican el medio, pero en el
caso de cultivos in vivo se desconoce si estos hongos también son capaces de

modificar las propiedades quimicas del suelo como respuesta al agobio hidrico.
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V1. HIPOTESIS

Los hongos micorrizicos arbusculares en presencia de fertilizacion nitrogenada
incrementan la solubilizacién y la concentracion de fésforo mediante la modificacion

del pH del medio durante el agobio hidrico.
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VIl. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la interaccion Glomus intraradices-N sobre el pH de la
micorrizosfera, concentracion de fésforo y el desarrollo de Tagetes erecta L. bajo

condiciones de agobio hidrico.
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VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES

1.  Evaluar el desarrollo de plantas de Tagetes erecta L. no micorrizadas o
micorrizadas bajo agobio hidrico, fertilizadas con dos formas de nitrogeno NO3"y
NH,4".

2. Evaluar el pH de los lixiviados obtenidos de plantas de Tagetes erecta L. no
micorrizadas o micorrizadas bajo agobio hidrico, fertilizadas con dos formas de
nitrogeno NO3"y NH,".

3. Determinar la concentracion de fosforo en los lixiviados, vastago y raiz de
plantas de Tagetes erecta L. no micorrizadas o micorrizadas, sujetas a agobio

hidrico y fertilizadas con dos formas de nitrégeno NO3 y NH,".
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IX. RESULTADOS

9.1 Efecto de la interaccion Tagetes erecta-Glomus intraradices-N sobre el pH,
acumulacion de fésforo y desarrollo del huésped bajo condiciones de agobio

hidrico

9.2 Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (hongos MA) estimulan el crecimiento de las
plantas principalmente por el aumento en la toma de nutrimentos, particularmente
fésforo, pero también porque incrementan la resistencia de las plantas al agobio
hidrico. No obstante, se desconoce si la fuente de nitrégeno podria influir en la mayor
adquisiciéon de P en plantas micorrizadas bajo condiciones de agobio hidrico. Con
base a lo anterior, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la interaccion
Glomus intraradices-N sobre el pH de la micorrizosfera, concentracién de fésforo vy el
desarrollo de Tagetes erecta L. bajo condiciones de agobio hidrico. Se utilizaron
plantas de cempasuchil (Tagetes erecta L.) no colonizadas y colonizadas con G.
intraradices, las cuales fueron fertilizadas con nitrato o amonio como fuentes de
nitrogeno y fésforo insoluble. Las plantas fueron sometidas a dos periodos de agobio
hidrico por medio de la suspension del riego. Una vez transcurrido el agobio hidrico
se evalué el desarrollo de las plantas y se midieron las variables de area foliar, peso
fresco y seco del vastago, y volumen, peso fresco y seco de la raiz. Ademas, se
avalué la concentracion de fésforo en el vastago y raiz de las plantas y en los
lixiviados recuperados de cada maceta. Los resultados muestran que el agobio
hidrico afecté el desarrollo de las plantas no micorrizadas de Tagetes erecta L.
fertilizadas con nitrato o amonio. G. intraradices promovié cambios en el pH de la
rizosfera que favorecieron la solubilizacién de P. Ademas, G. intraradices incrementé
la concentracién de fésforo en las rices sometidas a agobio hidrico y fertilizadas con
nitrato. Los resultados obtenidos en la concentracion de P en las plantas

micorrizadas podria explicarse en funcion de la mayor solubilizacién de P en el suelo,
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debido al impacto del hongo micorrizico sobre el pH de suelo. Se observo que la
fuente de nitrégeno tuvo un papel clave en la nutricion de fésforo bajo condiciones de

agobio hidrico.

9.3 Abstract

The arbuscular mycorrhizal fungi improve the growth plants, enhanced phosphorus
uptake and increase drought stress resistance. However, is little known whether
nitrogen source has influence on phosphorus uptake under drought stress in
mycorrhizal plants. The goal in this investigation was to compare the effect of the
ineteraction Glomus intraradices-N on mycorrhizosohere pH, plant P concentration
and plant growth under drought stress. Plants of Tagetes erecta L. were grown in
growth camber and inoculated or no inoculated with Glomus intraradices—Two
different nitrogen sources, ammonium (NH4") or nitrate (NO3) were added and
insoluble phosphorus. Two periods of drought stress were applied to the plants. After
drought stress leaf area, shoot and root dry weight, shoot and root fresh weight and
root volume were evaluated. Also were evaluated shoot and root phosphorus
concentration and soluble phosphorus in the leaching. The results showed that the
drought stress decrease plant growth. Glomus intraradices affected pH of leaching
increased the root P concentration under drought stress and fertilized with NO3". In
colonized plants the shoot P concentration were decreased in both nitrogen sources.
The results suggest that P uptake by plants under drought stress is affected by the

interaction between AM fungi and nitrogen source.

9.4 Introduccion

El fésforo es uno de los nutrimentos minerales mas limitante para el crecimiento de
las plantas, debido a su baja movilidad en muchos de sus estados naturales (Smith
et al. 2003). La disponibilidad del fésforo en la rizésfera esta significativamente
influenciada por los cambios en el pH y los exudados radicales (Richardson et al.

2009). La eficiencia de las plantas para poder acceder al fésforo radican en la
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acidificacion de la rizésfera, exudacion de aniones organicos por parte de las raices,
morfologia de la raiz y asociacion simbiotica con hogos micorrizicos (McLaughlin et
al. 1991). Muchos estudios han puesto de manifiesto que la mayoria de las plantas
aumentan la absorciéon de fosforo al establecer asociaciones micorrizicas
(Raghothama 1999; Rausch y Bucher 2002; Jia et al. 2004). También se ha
reportado que a través de la simbiosis micorrizica se incrementa la transferencia de
nitrogeno del suelo a la planta, ya sea mediante la absorcion de amonio (Johansen et
al. 1992; Frey y Schuepp 1993; Johansen et al. 1993), o de nitrato (George et al.
1992; Tobar et al. 1994; Bago et al. 1996).

La micorriza es una asociacion simbiética que se presenta entre las raices de plantas
superiores y ciertos hongos del suelo, asociacion en la cual las plantas proveen
carbono a el hongo quien a su vez aumenta la toma de agua y nutrimentos minerales
por las plantas principalmente fésforo, ademas de que incrementan la resistencia de
las plantas a al agobio hidrico (Smith y Read 1997). El agobio hidrico es uno de los
principales factores abidtico que limita la productividad de los cultivos en el mundo
(Kramer y Boyer 1995). Los hongos micorrizicos promueven la resistencia a
deficiencias hidricas en la planta hospedera, lo cual es consecuencia de diferentes
mecanismos, que van desde una respuesta fisica hasta una respuesta a nivel
bioquimico (Azcon-Aguilar y Barea 1997; Cordier et al. 1998; Augé 2001).

Subramanian et al. (1995) estudiaron en plantas de maiz (Zea mays) el efecto de la
colonizacion por hongos MA sobre el potencial hidrico, el contenido de azucares y de
fésforo durante un periodo de sequia y rehidratacion. La biomasa y el contenido de
fésforo en las plantas colonizadas fueron mayores durante la sequia y después de
esta. La colonizacion por hongos ayudo a las plantas a resistir el gobio hidrico y su

rapida rehidratacion.
Bicking y Shachar-Hill (2005) encontraron en condiciones de no agobio en un

experimento en maceta, que la capacidad de transporte y transferencia de P en el

hongo MA Glomus intraradices es estimulado por el transporte de carbohidratos de la
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planta hacia el hongo. Cruz-Cruz (2005) en un experimento in vitro bajo condiciones
de agobio hidrico y salinidad encontraron que la trealosa y otros disacaridos se
acumulan en el micelio externo de Glomus intraradices. Bajo el supuesto de que en
agobio hidrico el hongo acumula carbohidratos se desconoce si bajo estas mismas
condiciones los incrementos en la acumulacion del carbono en el micelio externo de
Glomus intraradices esta asociado a un comportamiento inverso que pudiera
estimular la solubilizacion y acumularon de fésforo en la planta hospedera. Nuestra
hipétesis fue probar si los hongos micorrizicos arbusculares incrementan la
solubilizacion y la adquisicion de fésforo en Tagetes erecta L. durante el agobio
hidrico. Por lo cual el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la interaccion
Glomus intraradices-N sobre el pH de la micorrizosfera, concentracién de fésforo y el

desarrollo de Tagetes erecta L. bajo condiciones de agobio hidrico.

9.5 Materiales y métodos

9.5.1 Desinfeccion y germinacion de las semillas de Tagetes erecta L.

Para el experimento se utilizaron 120 semillas de cempasuchil (Tagetes erecta L.) las
cuales fueron desinfectadas con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.1% (v/v)
durante 5 minutos y en agitacion constante, lavandose posteriormente con
abundante agua destilada. Las semillas se pusieron a germinar en un semillero el
cual contenia sustrato a base de agrolita-turba (2:1 v/v) previamente esterilizado a
121 °C por 20 min.

9.5.2 Trasplante y establecimiento de las plantas

Una vez que las plantulas germinaron se dejaron crecer durante 15 d. La mitad del
lote fueron micorrizadas con esporas asépticas de Glomus intraradices (50 esporas
por planta). Posteriormente, todas las plantulas fueron trasplantadas en
contenedores construidos con tubo de policloruro de vinilo (PVC) de 4.5 cm de

diametro y 13 cm de longitud (una planta por contenedor). A cada tubo se le colocé
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una malla en un extremo la cual se sujetd con una base removible, esto para poder
recuperar los lixiviados. A cada contenedor se le agregaron 30 g del sustrato agrolita-
turba previamente esterilizado y se colocaron suspendidas en camas de madera
(Figura 3).

Figura 3. Camas de madera para suspender las macetas.

Ocho dias después del trasplante se adicion6 fosforo insoluble Caz (PO4)2 (10 ppm)
al sustrato contenido en cada una de las macetas. Las plantas fueron fertilizadas
cada tercer dia con solucién nutritiva Hoaglan (citado en Bernal et al. 2007) con NOg’
6 NH;" como fuentes de nitrégeno. Las plantas fueron colocadas en camara de
crecimiento durante seis semanas, las cuales estuvieron bajo condiciones
controladas de 25 °C, 75 % de humedad relativa y 14 horas de foto periodo. Se

establecieron ocho tratamientos con 15 repeticiones en un disefio al azar (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental, plantas no micorrizadas (nM); plantas micorrizadas
(M); plantas sin agobio hidrico (-A); plantas con agobio hidrico (+A); plantas

fertilizadas con nitrato (NO3) y plantas fertilizadas con amonio (NH4™).

Numero de
Tratamiento
tratamiento

1 nM - A + NO3”
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Numero de

tratamiento Tratamiento
2 nM + A + NO3
° M-A+NOs
4 M+ A+ NO3
5 nM - A + NH,"
6 nM + A + NH,"
! M- A+ NH,"
8 M + A + NH,*

9.5.3 Establecimiento del agobio hidrico

Cuarenta y dos dias después del trasplante, las plantas se sometieron a dos
periodos de agobio hidrico a través de la suspension del riego y a una rehidratacion
entre cada periodo. Cada periodo de agobio tuvo una duracién de 7 d y la

rehidratacion fue durante 2 d.
9.5.4 Medicioén de variables

Las variables que se consideraron para su evaluacion fueron el area foliar
(cm?/planta) utilizando el programa (SideLook versién 1.1.01); peso fresco y seco (g)
del vastago y raices. Para obtener los pesos secos, el material bioldgico fue colocado
al horno a 60 °C durante 48 hrs. También se determind el volumen de la raiz

(cm®/raiz) por el método de Arquimedes.

9.5.5 Determinaciones de fésforo

Las determinaciones de fésforo en el vastago y la raiz, asi como de los lixiviados
fueron realizadas con el método colorimétrico fosfovanadomolibdato (Vogel's 2000).

Para el andlisis de P, se utilizé6 una muestra vegetal (raiz y vastago) de 70 mg, la cual

fue calcinada en una mufla (Felisa, Modelo. FE-340) a 500 °C durante 6 horas. Las
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cenizas fueron digeridas en 8 ml de HCL (100 mM), después se filtraron y se dejaron
reposar durante 15 min. De los 8 ml de muestra digerida se tomaron 5 ml, los cuales
se aforaron a 25 ml con agua des-ionizada (dilucion 1:5), de esta dilucion se tomaron
12.5 ml y se les adiciono 2.5 ml de acido nitrico (HNO3) 2.5 M, metavanadato de
amonio y molibdato de amonio, respectivamente. Se prepard un blanco de la misma
manera utilizando agua des-ionizada. Para determinar el fosforo en los lixiviados, se
realizd el procedimiento antes mencionado y los 5 ml de muestra se toman
directamente de los lixiviados. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro UV
visible (Thermo Scientific. Genesys 10uv. Modelo 335903-000) a una longitud de
onda de 465 nm.

9.5.6 Analisis estadistico

Se aplicd un analisis de varianza y cuando se observaron diferencias significativas se

realizé una prueba de Tukey (p<0.05) con el paquete estadistico Assistat 7.5.

9.6 Resultados

9.6.1 Efecto del agobio hidrico sobre el desarrollo de plantas de Tagetes erecta
L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con nitrato (NO3’) como fuente de

nitrogeno

Después de haber trascurrido el agobio hidrico, se evaluaron las variables de
crecimiento de las plantas de Tagetes erecta L. fertilizadas con nitrato (NO3") y los
valores promedio obtenidos se presentan en la tabla 3. Se observd un incremento
significativo en el area foliar (AF) de las plantas micorrizadas agobiadas (M+A) con

respecto a las plantas no micorrizadas también agobiadas (nM+A).
Tabla 3. Valores promedio obtenidos en el desarrollo de Tagetes erecta L. fertilizado

con NOj3. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico

(nM+A), plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio hidrico (M+A).
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AF= Area foliar; PFV y PSV= Peso fresco y seco del vastago; VR= Volumen de la
raiz; PFR y PSR= Peso fresco y seco de la raiz. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas Tukey (p < 0.05) entre los tratamientos.

Nitrato (NO3)
Tratamiento AF PFV PSV VR PFR PSR
(cm?) (9) (9) (cm’) (9) (9)
nM-A 219.8ab | 25.7a 1.88 a 0.30 a 3.30a 0.19a
nM+A 1243b | 12.8b 0.85b 0.13b 0.64c 0.05b
M-A 220.4ab | 22.3ab 0.62b 0.14b 0.71c 0.03b
M+A 2643a | 149b 1.50 ab 0.18 b 1.30b 0.13a

Los resultados obtenidos en el contenido de materia fresca (PFV) mostraron que el
tratamiento no micorrizado y no agobiado (nM-A) presentd mayor peso fresco en
vastago comparado con los tratamientos nM+A y M+A. Con respecto al contenido de
materia seca (PSV) bajo la misma fertilizacion, las plantas nM-A presentaron mayor
materia seca que el tratamiento nM+A, incluso fue mayor el peso seco que el

tratamiento M-A. En ambos casos se presentaron diferencias significativas.

En las variables relacionadas con la raiz se observé que el volumen de la raiz (VR)
de las plantas nM-A se incrementd con respecto al resto de los tratamientos.
Respecto al peso fresco de raiz (PFR) se observd un incremento en el tratamiento
M+A con respecto al tratamiento nM+A baijo fertilizacién con nitrato. En condiciones
adecuadas de riego el peso fresco de las raices disminuyd en el tratamiento M-A con
respecto al tratamiento nM-A. Entre tratamientos micorrizados existi6 una ganancia
en el peso fresco bajo agobio hidrico con respecto a cuando no existié el agobio. En
los tratamientos no micorrizados disminuyd el peso fresco de raiz cuando se indujo el

agobio nM+A.

Por otra parte, bajo fertilizacién con nitrato el peso seco de la raiz (PSR) de plantas

no micorrizadas y en ausencia de agobio se incrementd con respecto a los
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tratamientos nM+A y M-A. De la misma manera el peso seco las raices micorrizadas
se incrementd cuando estuvieron bajo agobio con respecto a los tratamientos M-A y

nM+A, tal incremento fue significativo.

9.6.2 Efecto del agobio hidrico sobre el pH de los lixiviados de las plantas no

micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NO3)

Una vez concluido el periodo del agobio hidrico se evaluaron los lixiviados
recuperados de cada repeticion en cada uno de los tratamientos. Se determiné el pH
de éstos (Figura 4) y se encontro que la presencia de hongos micorrizicos disminuyé
el pH de los lixiviados, tanto en el tratamiento no agobiado como el agobiado, pero
so6lo fue significativa la diferencia entre el tratamiento M+A en relacion al tratamiento
nM+A.

Lixiviados NO;
7.0 -

d

6.8 -

6.6 -

pH

6.2 -

6.0 -

56 -
mnM-A HnM+A 0 M-A B M+A

Tratamientos
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Figura 4. pH de los lixiviados de T. erecta L. fertilizadas con NOj3. Plantas no
micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A) plantas
micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio hidrico (M+A). Letras diferentes

indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.3 Efecto del agobio hidrico sobre la solubilizacién de fésforo en los lixiados

de plantas no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NO3).

También se determind la concentracion de fésforo (P) soluble en los lixiviados de
cada uno de los tratamientos evaluados (Figura 5). Bajo fertilizacion con NOs3 los
tratamientos M+A y M-A presentaron significativamente mayor concentracion de P

soluble en los lixiviados en comparacion con los tratamientos no micorrizados.

Lixiviados NO;

0.08 -
0.07 -
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

Fosforosoluble en los
lixiviados {mg mL1)

EnM-A  EnM+A EM-A  BEM+A

Tratamientos

Figura 5. Fésforo soluble (mg mL™) en lixiviados de T. erecta L. fertilizadas con NO3".

Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A)
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plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio (M+A). Letras diferentes

indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.4 Efecto del agobio hidrico sobre la concentracion de féosforo en vastago de

plantas de T. erecta L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NO3).

Por otra parte, se evalud la concentracion de P en el vastago de Tagetes erecta L.
(Figura 6), tanto de tratamientos no micorrizados como de tratamientos micorrizados
fertilizados con NOj3". Se observd que en el tratamiento nM-A la concentracion de P
fue mayor con respecto a los demas tratamientos, pero solo fue significativa dicha

diferencia con respecto al tratamiento M+A.

Tagetes erecta L.

09 5
0.8
07
0.6
05
0.4
03
0.2
0.1
0.0

ab ab

Concentracion de fasforo en
Vastago (mg g1)

EnM-A  EnM+A  EM-A EM+A

Tratamientos

Figura 6. Concentracion de fésforo en vastago (mg g™') de materia seca de T. erecta

L. fertilizadas con NOs. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (hnM-A) y con

41



agobio hidrico (nM+A) plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio
(M+A). Letras diferentes indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.5 Efecto del agobio hidrico sobre la concentraciéon de fésforo en raices de

T. erecta L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NO5).

Se determind la concentracion de P en las raices de Tagetes erecta L. que se
fertilizaron con NO3™ (Figura 7). Los resultados obtenidos indicaron que las raices del
tratamiento M+A presentaron significativamente mayor concentracién de P que el

resto de los tratamientos evaluados.

Tagetes erecta L.
0.6 -

0.4 -
0.3 -
0.2 -

0.1 -

Concentracion de fosforoen
raiz{mgg')

EnM-A HEnM+A BEM-A  EM+A

Tratamientos

Figura 7. Concentracién de fésforo en raices (mg g™') de materia seca de T. erecta L.
fertilizadas con NOg3'". Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio
hidrico (nM+A) plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio (M+A).
Letras diferentes indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

42



9.6.6 Efecto del agobio hidrico sobre el desarrollo de las plantas de Tagetes
erecta L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con amonio (NH;") como

fuente de nitrogeno

De la misma manera se evaluaron las variables fisiolégicas de las plantas de Tagetes
erecta L. fertilizadas con amonio (NH4") como fuente de nitrogeno y los valores
promedio obtenidos se muestran en la tabla 4. Cuando las plantas fueron sometidas
a agobio hidrico, se observo un incremento en el area foliar (AF) de las plantas
micorrizadas con respecto a las no micorrizadas. Cuando las plantas no estuvieron
sometidas a agobio hidrico se observd una disminucion en el AF de las plantas
micorrizadas con respecto a las no micorrizadas. Entre tratamientos micorrizados el

area foliar fue significativamente favorecida en condiciones de agobio hidrico.

Tabla 4. Valores promedio obtenidos en el desarrollo de Tagetes erecta L. fertilizado
con NH4". Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico
(nM+A), plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio hidrico (M+A).
AF= Area foliar; PFV y PSV= Peso fresco y seco del vastago; VR= Volumen de la
raiz; PFR y PSR= Peso fresco y seco de la raiz. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas Tukey (p < 0.05) entre los tratamientos.

Amonio (NH,")
Tratamiento AF PFV PSV VR PFR PSR
(cm?) (9) (9) (cm®) (9) (9)
nM-A 126.7a | 16.3a 1.86 a 0.06 c 0.58 b 0.03 a
nM+A 86.6 b 26b 0.52b 0.52a | 0.87ab | 0.02a
M-A 61.4b 59b 0.48b 0.15¢c 1.92 a 0.02 a
M+A 143.0 a 6.5b 0.53 b 0.22b 0.32b 0.02 a

Cuando de evalud el peso fresco (PFV) de las plantas se observé un incremento en
el tratamiento nM-A con respecto a los demas tratamientos evaluados. En el peso
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seco (PSV) de las plantas se observo un efecto similar. En las raices de las plantas
nM+A se observo mayor volumen de raiz (VR) con respecto a las raices nM-A. Bajo
esta fertilizacion las raices M-A presentaron un incremento con respecto a las raices
M+A.

El peso fresco de raiz (PFR) se incremento en el tratamiento M-A con respecto a los
tratamiento M+A y nM-A, dicho incremento fue significativo. En el peso seco de raiz

(PSR) no se observaron diferencias entre los tratamientos.

9.6.7 Efecto del agobio hidrico sobre el pH de los lixiviados de las plantas no

micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NH,").

Cuando los lixiviados provinieron del medio al cual se le adiciond la fuente de
nitrdgeno como es el caso del amonio (NH;"), se observo que el pH del tratamiento
nM+A tendié a disminuir con respecto al resto de los tratamientos. En los
tratamientos micorrizados el pH tendi6 a permanecer a un valor cercano a 6,

reduciéndose significativamente mas en el tratamiento M-A (Figura 8).
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Figura 8. pH de los lixiviados de T. erecta L. fertilizadas con NH,". Plantas no
micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A) plantas
micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio hidrico (M+A). Letras diferentes

indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.8 Efecto del agobio hidrico sobre la solubilizacion de féosforo en los lixiados

de las plantas no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NH;")

Cuando los lixiviados provinieron de los tratamientos micorrizados se encontré una
concentracion de P significativamente mayor que en los tratamiento no micorrizados,
donde no se detectd P. La concentracion de P soluble en los lixiviados de los
tratamientos micorrizados fue menor cuando se indujo el agobio hidrico con respecto
a cuando no existio el agobio hidrico, estas diferencias no fueron significativas
(Figura 9).
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Figura 9. Fosforo soluble (mg mL™") en los lixiviados de T. erecta L. fertilizadas con
NH,4*. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A)
plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio (M+A). Letras diferentes

indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.9 Efecto del agobio hidrico sobre la concentracion de fésforo en vastago de
las plantas de T. erecta L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con
(NH,")

En la figura 10 se muestra la concentracion de fosforo en vastago de las plantas
crecidas bajo fertilizacién con NH,". En los tratamientos micorrizados agobiados y no
agobiados se observé una disminucion en el contenido de P respecto a los
tratamientos no micorrizados, dichas disminuciones fueron significativas. Entre

tratamientos no micorrizados cuando se indujo el agobio se observd
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significativamente mayor concentracién de P con respecto a cuando no se indujo el

agobio.

Tagetes erecta L.
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Figura 10. Concentraciéon de fésforo en vastago (mg g') de materia seca de T.
erecta L. fertilizadas con NH4*. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y
con agobio hidrico (nM+A) plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con

agobio (M+A). Letras diferentes indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

9.6.10 Efecto del agobio hidrico sobre la concentracion de fésforo en raices de

T. erecta L. no micorrizadas o micorrizadas fertilizadas con (NH4")

Bajo fertilizacién con NH," la acumulacion de fosforo en las raices del tratamiento
nM-A fue mayor comparado con los tratamientos nM+A y M+A (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de fosforo en raices (mg g™') de materia seca de T. erecta
L. fertilizadas con NH4". Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con
agobio hidrico (nM+A) plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio
(M+A). Letras diferentes indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

X. DISCUSION

Kerepesi y Galiba (2000) reportaron que el agobio hidrico es uno de los factores
abidticos que causan reduccion en el crecimiento de las plantas. Las plantas de
Tagetes erecta L. no micorrizadas bajo fertilizacion con NO3;  y en presencia del
agobio hidrico presentaron una disminucion significativa en el crecimiento en

comparacién con las plantas no agobiadas tal como se ha reportado.

Cuando las plantas fueron micorrizadas y estuvieron en presencia del agobio hidrico
(fertilizadas con NO3) el area foliar, peso fresco y seco del vastago y volumen de raiz

presentaron una tendencia a incrementarse, aunque tales incrementos no fueron
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significativos con respecto al tratamiento sin agobio. Esto coincide con Subramanian
et al. (1995) quienes observaron en plantas de maiz micorrizadas bajo sequia, que
su biomasa se incrementaba durante y después del agobio hidrico aunque tales
incrementos no fueron significativos. Los autores sugieren que estos incrementos de
la biomasa fueron debidos al incremento en el contenido de fésforo. En nuestros
resultados se observaron incrementos significativos en peso seco y fresco de raiz y
de la misma manera, nosotros sugerimos que estos incrementos en el desarrollo de
las raices podrian ser el resultado de un mayor aporte de fosforo por el hongo MA

Glomus intraradices durante el agobio hidrico.

En el caso de la fertilizacion con amonio las variables avaluadas de las plantas no
micorrizadas y agobiadas presentaron una disminucién. Esta disminucion del
crecimiento estd asociada a una disminucion del area foliar que trae como
consecuencia una disminucion en la acumulacién de carbon (Anyia y Herzog, 2004).
También se pudo observar que el crecimiento de las plantas bajo esta fertilizacion
fue menor comparado con las plantas fertilizadas con nitrato, tanto bajo agobio
hidrico como sin el agobio. Por lo tanto, los resultados de esta investigacion
demuestran claramente que el agobio hidrico inducido disminuyé la disponibilidad de
agua para las plantas de Tagetes erecta L. independientemente de la fuente de
nitrdgeno aplicada y que las plantas tienen una mejor eficiencia en la toma d agua en

presencia de nitrato (Hogh-Jensen y Schjoerring, 1998).

En los tratamientos micorrizados y fertilizados con amonio el area foliar y el volumen
de raiz se incrementaron cuando existio el agobio hidrico. Anteriormente se
menciono a que el efecto benéfico que tienen los hongos micorrizicos bajo
condiciones de agobio hidrico se debe a un mayor flujo de fésforo del hongo hacia la
planta huésped (Subramanian et al. 1995). Por otra parte, el crecimiento de plantas
micorrizadas y sometidas al agobio hidrico crecidas en un medio con dos diferentes
fuentes de nitrégeno inorganico aun no ha sido bien documentado. Por un lado se ha
documentado que las plantas micorrizadas crecen mejor cuando se adiciona amonio

(Ortas et al. 1996; Yoshida y Allen 2001) y por otro lado se menciona que crecen
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mejor cuando se adiciona nitrato (Cuenca y Azcon 1994). Nuestros resultados
indican que la biomasa de las plantas de Tagetes erecta L. micorrizadas agobiadas
es favorecida cuando se fertiliza con nitrato. Este mayor crecimiento de T. erecta L.
se podria deber a su mayor eficiencia en la toma de agua cuando esta presente el
nitrato y a la presencia del hongo micorrizico que aumenta la adquisicion de fosforo

como ha sido documentado por Farahani et al. (2008).

Estudios in vitro han demostrado que el hongo Glomus intraradices presenta un
mayor crecimiento del micelio externo cuando se adiciona amonio que cuando se
adiciona nitrato (Zepeda-Guzman, 2007). Nosotros sugerimos que el desarrollo de
las plantas pudo haber sido afectado por la demanda del carbén de la planta hacia el
hongo por efecto de ese mayor desarrollo del micelio y que a su vez esté tendi6 a

acumular mas fésforo en la planta como consecuencia de ese flujo de carbono.

En la rizosfera se llevan a cabo cambios quimicos que pueden favorecer el desarrollo
de las plantas, tal es el caso de los cambios en el pH (Marschner 1995). El pH es
altamente dependiente de la forma de nitrogeno aplicada en la fertilizacién de las
plantas (Marschner et al. 2003). Cuando la fertilizacion de las plantas se llevo a cabo
con nitrégeno en forma de nitrato (NO3), el pH se alcaliniz6 comparado a cuando se
adiciono la fuente de amonio (NH4"), la cual provoco una acidificacion del pH. Estos
cambios en el pH coinciden con los reportados por Marschner et al. (2003), quienes
observaron que con la adicion de NH;" el pH disminuye, contrario a cuando se
adiciona NO3". En el caso particular de las plantas micorrizadas se observo un efecto
estabilizador en el pH cuando estuvo presente el hongo MA Glomus intraradices
manteniéndolo alrededor de pH 6. Cabe sefalar que no se ha documentado que el
hongo MA Glomus intraradices tenga un efecto estabilizador sobre el pH del suelo,

por lo que este es el primer reporte que documenta esta habilidad de los hongos MA.
El pH tiene un importante efecto en la solubilizacién y adquisicion de nutrimentos

minerales por las raices de las plantas, particularmente fésforo (Li et al. 1991a, b).

Con valores de pH acidos el fésforo se convierte en un elemento soluble (Hinsinger
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et al. 2003), lo cual coincidié con los resultados encontrados en los tratamientos
fertilizados con amonio, ya que tanto en raiz como en vastago se incrementé el
contenido de fosforo en comparacion con los tratamientos fertilizados con nitrato. En
algunos estudios se ha observado que la principal contribucion de los hongos MA
sobre el crecimiento de las plantas esta generalmente considerada a la nutricién
mineral, principalmente con respecto al fosforo (Khalvati et al. 2005). Sin embargo,
bajo alta disponibilidad de fésforo la micorriza podria actuar como un regulador de
este y con ello seguir obteniendo carbono de la planta, especialmente cuando la
disponibilidad de nitrégeno es baja para la planta como fue el caso de la fertilizacion
con amonio. Con los resultados de esta investigacion se pudo observar que la
concentracion de fosforo en los lixiviados provenientes de las plantas micorrizadas se
incrementd de forma significativa con respecto a los lixiviados de las plantas no
micorrizadas en ambas fuentes de nitrogeno. Este efecto de mayor solubilizacion
esta relacionado con el efecto estabilizador del pH obtenido en los lixiviados tanto de
NOs™ como de NH;*. Al mantenerse el pH cercano 6 resulta una mayor solubilizacion

de este nutrimento por el hongo.

Monzén y Azcon (2001) utilizando plantas de Alnus colonizadas con el hongo MA G.
intraradices, bajo condiciones de no agobio, observaron que la colonizacion
micorrizica ademas de incrementar la biomasa de las plantas, incrementaba la
absorcion y utilizacion de P. Zhu et al. (2001) también reportaron que la colonizacion
micorrizica incrementé la concentracion de P en plantas de trigo. En nuestros
resultados se observo una tendencia opuesta a la documentada por estos autores,
en plantas no micorrizadas se encontré6 mayor concentracion de P con respecto a las
plantas micorrizadas. Los cambios en el pH inducidos por las fuentes inorganicas de
nitrogeno aplicadas provocaron una mayor disponibilidad de fésforo, lo cual pudo
haber resultado en un comportamiento similar entre plantas micorrizadas y no

micorrizadas no agobiadas.

Por otro lado, Karagiannidis et al. (2007) encontraron una mayor concentracion de P

en plantas cuando fertilizaban con NO3  en comparacion a cuando fertilizaban con
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NH,". Azcon et al. (1992) reportaron una mayor concentracion de P y otros
macronutrimentos en plantas de Lactuca sativa L. colonizadas con hongos MA y
fertilizadas con NOj3". Sin embargo, en nuestros resultados se observé una tendencia
totalmente opuesta a la documentada por estos autores. Bajo la fertilizacién con NH;"
se observo mayor concentracion de fosforo tanto en el vastago como en la raiz de
Tagetes erecta L. en comparacion con la fuente de NOs'. Este efecto de mayor
acumulacién de fosforo en la planta micorrizada quizas fue debido a un mayor
intercambio de carbono de la planta fertilizada con amonio. Bucking y Shachar-Hill
(2005) documentaron que la cantidad de fosforo que el hongo le transfiere a la planta
es proporcional al carbon destinado de la planta hacia el hongo. Por lo tanto, para la
planta bajo fertilizacion con amonio el gasto de carbén es mayor en comparacién con
las plantas fertilizadas con nitrato. De alguna manera esto podria explicar el menor
crecimiento de las plantas micorrizadas agobiadas y no agobiadas fertilizadas con
amonio y que en el intercambio de fésforo y carbon fotoasimilado juega un papel

clave la fuente de nitrogeno.

La simbiosis micorrizica contribuye en el crecimiento y absorcién de P por las
plantas, esta contribucion se observa mayormente cuando las plantas son expuestas
a la sequia (Garcia Mendoza 2008; Neuman et al. 2009). Estos autores documentan
que la colonizacién micorrizica contribuye significativamente en la adquisicién de P
en plantas de Ipomoea batata bajo condiciones de agobio hidrico, ademas
mencionan que la concentracion de P disminuye en las raices no micorrizadas
sujetas al agobio hidrico en comparacion a las raices micorrizadas agobiadas. Con lo
que respecta a la concentracion de P en la raiz, nuestros resultados mostraron la
misma tendencia solo en las plantas fertilizadas con nitrato. EI hongo acumula el
fésforo en la raiz para contrarrestar el agobio hidrico, esto disminuye el potencial
hidrico de la célula para soportar la sequia Con amonio la concentracion de P en la
raiz fue opuesta a cuando se fertilizd con nitrato, solo se encontraron pequenas

tendencias en la acumulacion de fésforo bajo sequia.
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XI. CONCLUSIONES

. El agobio hidrico disminuyo6 el desarrollo de las plantas de Tagetes erecta L. no
micorrizadas, tanto en fertilizacién con nitrato como con amonio.

. El hongo MA Glomus intraradices contribuy6 a incrementar sélo el desarrollo de
las raices de Tagetes erecta L. bajo condiciones de agobio hidrico.

. Bajo las dos condiciones de fertilizacion utilizadas, la presencia de hongos MA
tuvo un efecto estabilizador en el pH del medio bajo agobio hidrico, el cual
favorecid la solubilizacion de fosforo.

. La concentracion de fésforo fue reducida en el vastago de las plantas
micorrizadas y agobiadas y este efecto se presentd en las dos fuentes de
nitrégeno.

. En presencia de agobio hidrico y nitrato el hongo MA Glomus intraradices
incremento la concentracion de fésforo en las raices de Tagetes erecta L.

. En amonio solo se observé una disminucion en la concentracion de fosforo
cuando las raices de Tagetes erecta L. fueron micorrizadas por Glomus

intraradices bajo condiciones de no agobio hidrico.
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