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-Acido abscisico
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SINTESIS
En la Unidad Cientifico Tecnolégica de Base “Los Palacios”, Cuba y en la Estacion
Experimental del Zaidin (CSIC), Granada, Espafia, se realizaron experimentos con el objetivo
de evaluar el efecto de la inoculacion con hongos micorrizico arbusculares en el desarrollo de
plantas de arroz, expuestas a diferentes condiciones hidricas del suelo. Los niveles de
colonizacion micorrizica fueron menores al cultivarse en condiciones de anaerobiosis, pero
fueron efectivos. Las cepas Rhizoglomus intraradices y Glomus cubense mostraron el mayor
efecto sobre las plantas y cuando estas se expusieron a estrés hidrico por un periodo de 15 dias
a partir de los 30 dias después del trasplante, se increment6 la biomasa aérea y de la raiz, el
potencial hidrico y el contenido de glutation reducido; mientras que, disminuyé el dafio
oxidativo a lipidos, comportamiento que se tradujo en un rendimiento agricola superior. Se
proponen cuatro categorias de estrés hidrico, a partir del potencial hidrico foliar y el rendimiento
relativo. El incremento del rendimiento agricola en plantas inoculadas con HMA eficientes,
interactuando con el estrés por déficit de hidrico, superé al incremento que se obtuvo solo por
efecto de la condicion de estres. Con la presencia de HMA residentes en el medio edafico, la
inoculacion con una cepa eficiente de HMA no incrementd los niveles de colonizacion

micorrizica, pero si los de densidad visual.
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I. INTRODUCCION
El arroz (Oryza sativa L.), es uno de los cereales de mayor produccion a nivel mundial y
conjuntamente con el trigo (Triticum aestivum L.), la carne y el pescado, constituyen la base de
la alimentacion humana; el 75 % de la poblacion mundial lo incluye en su dieta alimenticia
diaria y puede superar, en algunos casos, el consumo de otros cereales (Méndez, 2011).
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
informo en el afio 2014 que la produccion mundial de este cereal fue de 496,2 millones de
toneladas, 0,6 millones de toneladas menos que lo alcanzado en el 2013 (FAO, 2014).
Aproximadamente la mitad de la superficie cultivable de arroz en el mundo, no dispone de agua
suficiente para mantener las condiciones de inundacion y el estrés por sequia intermitente en las
etapas criticas, puede provocar una reduccién considerable del rendimiento del cultivo (Bernier
et al., 2008).
La planta de arroz tiene la particularidad de ser semiacuatica y se cultiva tradicionalmente con
inundacién continua durante la mayor parte de su ciclo de desarrollo (Hattori et al., 2011);
pero tiene pocas adaptaciones a las condiciones de agua limitada y es sensible a la sequia
(Kamoshita et al., 2008). A pesar de lo mencionado, la exposicion del cultivo a condiciones
de estrés por déficit de agua ha favorecido el incremento del rendimiento, tal como se informé
por diferentes investigadores (Austin, 1989; IRRI, 1993; Fukai y Cooper, 1996; Polén et al.,
1995; Polén et al., 2001; Polén, 2007).
En Cuba, los cultivares de arroz actualmente presentan un potencial de rendimiento que supera

las 7 t ha. Sin embargo, a pesar de que en el pais existen condiciones de clima y de suelo
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favorables para el crecimiento y desarrollo de este cereal, en los Gltimos 20 afios el rendimiento
no supera las 3,4 t ha como promedio (ONEI, 2014). La disponibilidad limitada de agua de
riego provocada por la sequia que se viene manifestando, es una de las causas que han incidido
negativamente en los bajos rendimientos de este cultivo.

Ante esta problematica, una alternativa pudiera ser el uso de los hongos micorrizico arbusculares
(HMA), que en asociacion con la planta contribuyen a protegerla frente al dafio oxidativo
generado por la sequia (Porcel et al., 2003; Aroca et al., 2012), a través de la absorcion directa
y la transferencia de agua por las hifas del hongo hacia la planta hospedera (Ruiz-Lozano y
Azcon, 1995; Augé et al., 2008; Ruth et al., 2011), mejorando asi el intercambio gaseoso, la
eficiencia en el uso del agua y el ajuste osmoético de la planta, tal como han expresado Ruiz-
Lozano et al. (2012).

En Cuba, se han obtenido resultados del establecimiento de la asociacién micorrizica en el
cultivo del arroz inundado por diferentes autores (Ortiz y Fernandez, 1998; Hernandez y Cuevas,
1999). Sin embargo, esas investigaciones no incluyeron estudios para conocer la respuesta de
las plantas inoculadas en condiciones de déficit hidrico, ni del efecto sobre las actividades
fisioldgicas y bioguimicas en plantas de arroz expuestas a esas condiciones.

En la literatura cientifica es escasa la informacion sobre, estudios que proporcionen un panorama
claro de como la inoculacion micorrizica pueda ser utilizada para incrementar el rendimiento
del arroz, cuando el cultivo queda expuesto a condiciones de déficit hidrico.

Dada la escasez de agua existente en la actualidad y la que se vislumbra en el futuro, la
importancia del cultivo del arroz y los resultados limitados que existen sobre el uso de la
inoculacion micorrizica en plantas de arroz, cultivadas en condiciones de anaerobiosis y
aerobiosis, expuestas a reduccion del suministro hidrico, se hace imprescindible investigar el

efecto de ambos factores, situacion que orienta hacia el establecimiento de la Hipdtesis de

Ruiz-Sdnchez, M. 2



trabajo: La inoculacion con hongos micorrizico arbusculares en plantas de arroz expuestas a

diferentes suministros hidricos, favorece el desarrollo y el rendimiento agricola.

Basado en la Hipotesis de trabajo, se propone como Objetivo general: Evaluar el efecto de la

inoculacion con hongos micorrizico arbusculares en el desarrollo de plantas de arroz, expuestas

a diferentes condiciones hidricas del suelo.

Como Objetivos especificos se proponen:

1.

Evaluar cepas de hongos micorrizico arbusculares en plantas de arroz cultivadas en
condiciones de anaerobiosis, en un suelo Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso
Petroférrico.

Determinar el efecto de la inoculacién micorrizica en las plantas de arroz, cultivadas en
condiciones de anaerobiosis y expuestas a diferentes suministros hidricos en tres momentos
de la fase vegetativa, mediante la evaluacion de indicadores fisioldgicos y bioguimicos.
Determinar el efecto de la inoculacion micorrizica en plantas de arroz, cultivadas en
condiciones de aerobiosis y expuestas a diferentes suministros hidricos, mediante la
evaluacion de indicadores fisioldgicos y bioquimicos.

Evaluar el efecto de la inoculacién micorrizica y la suspension de la ldamina de agua en el

rendimiento agricola en condiciones de campo.

Novedad Cientifica

Se demuestra que los hongos micorrizico arbusculares (HMA) tienen la capacidad de colonizar

las raices de plantas de arroz, cultivadas en condiciones de anaerobiosis y atendiendo a las

modificaciones de oxidacidn-reduccion que se producen en el suelo, diferentes cepas de HMA

manifiestan una efectividad similar.
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Se establece una categorizacion del estrés hidrico en plantas de arroz a partir del potencial
hidrico foliar y se define que en general a valores de potencial hidrico menores de -1,20 MPa
disminuye el rendimiento de la planta.

Se demuestra que, en condiciones de anaerobiosis seguida de la imposicion de un estrés por
déficit de agua, la inoculacion con HMA en plantas de arroz favorece el crecimiento y
desarrollo, mejora el potencial hidrico, la conductancia estomatica, disminuye el dafio oxidativo
a lipidos e incrementa el contenido de glutation reducido.

Se evidencia que, la inoculacion con HMA conjuntamente con el estrés hidrico por déficit de
agua, incrementa los rendimientos del arroz en mayor cuantia que con la sola imposicion del
estrés.

Contribucion a la teoria

Se aportan conocimientos relacionados con la respuesta de indicadores fisioldgicos y
bioquimicos del cultivo del arroz inoculado con hongos micorrizico arbusculares, al cultivarse
en condiciones de anaerobiosis y aerobiosis, cuando se expone a condiciones de déficit hidrico
e intensidad del mismo, en diferentes momentos de su ciclo vegetativo.

Contribucion a la préctica

La inoculacion del arroz con hongos micorrizico arbusculares eficientes, incrementa el
rendimiento agricola entre un 9 %y 13 % y dicha inoculacion, combinada con la suspension de
la lamina de agua por un periodo de 15 dias a partir de los 30 dias después del trasplante, lo
incrementa hasta mas del 60 %.

En plantas de arroz cuando el potencial hidrico foliar sea menor a -1,20 MPa se debe restablecer

la ldmina de agua para lograr la recuperacion de las plantas y alcanzar un rendimiento mayor.
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Capitulo IT Revisién Bibliogrifica

I1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. El cultivo del arroz
2.1.1. Origen y taxonomia
Segun Angladette (1969) es dificil establecer con exactitud la época en que se inicié el cultivo
del arroz (Oryza sativa L.). La literatura china lo ubica 3 000 afios antes de Cristo (a.C), cuando
se consideraba su siembra como una ceremonia religiosa importante, reservada al emperador.
Estudios arqueoldgicos mostraron que O. sativa, se originG hace mucho tiempo. Las
excavaciones en Hasthinapura revelaron que el arroz ya existia 1 000 afios a.C. en el Norte de
la India. Este cereal se descubrio en las ruinas de Yangshao, China, supuestamente 2 600 afios
a.C. y se estima que tiene entre 6 000 y 7 000 afios de antigliedad, a partir de su descubrimiento
en Hemudu, China Central (Matsuo et al., 1995). En cualquier caso, lo cierto es que no existe
un panorama claro al respecto.
El arroz es una planta monocotiledénea ubicada dentro del Grupo Faner6gama, Tipo
Espermatofita, Subtipo Angiosperma, Clase Monocotiledénea, Orden Glumiflora, Familia
Poaceae, Subfamilia Panicoidea, Tribu Oryzae, Subtribu Oryzinea y Género Oryza
(Angladette, 1669; Alvarado, 2007).
2.1.2. Importancia y situacion de su produccién
La importancia del cultivo del arroz estd estrechamente relacionada con la demanda de este
cereal a escala mundial (Bernier et al., 2008), practicamente se produce y se consume en todas

las regiones del mundo. Segin Khush (2003), este cereal aporta el 23 % de todas las calorias
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que se consumen en los alimentos y representa el 40 % de las proteinas en la poblacion mas
pobre de América Latina (Acevedo et al., 2006).

Segun informes de la FAO (2010), el consumo de este cereal aumentd en un 4 %, respecto al
trigo, situacion que lo ubicé como el alimento mas importante para el consumo humano; también
porque un tercio de la humanidad depende del mismo para satisfacer mas del 50 % de su
alimentacion. Ademas, esta organizacion afirmé que las perspectivas para el consumo humano
del arroz en 2014 aumentarian en un 2,6 %, respecto al 2013 (FAO, 2013).

Cuba es uno de los principales consumidores de arroz en América Latina, con un consumo per
capita aproximado actual de 62 kg afio, lo que ha elevado la demanda nacional a 670 mil
toneladas anuales (MINAG, 2008).

Su produccidn esta organizada por el Grupo Agroindustrial de Granos (GAIG), el que agrupa
12 Empresas Agroindustriales de Granos, que conforman el sector especializado (Empresas
Estatales), de las cuales cuatro poseen UEB estatales, y las restantes ocho son prestadoras de
servicios basicamente pues estan compuestas por UBPC y CCS solamente. Este grupo produce
mas de 320 000 t de arroz en 143 200 ha de suelo (ONEI, 2014). Adicionalmente, el GAIG
orienta y controla por otros mecanismos el sector cooperativo campesino. En este Gltimo sector
se ha venido aplicando la tecnologia de trasplante en mas del 59 % de sus areas, lo que en el afio
2008 represento 52 700 ha (Alemén et al., 2008).

Los productores cubanos distan mucho de obtener los rendimientos que se logran en otras
regiones del mundo, donde se aplican las mismas tecnologias de produccion y se emplean
cultivares con similares caracteristicas. Esto esta dado, segun el MINAG (2011) por muchas
causas, tales como: incumplimiento de lo establecido en los Instructivos Tecnicos del Cultivo

del Arroz (Indisciplinas tecnoldgicas); pérdida de la productividad de los suelos; mala
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aplicacion de la tecnologia del trasplante; carencia de indicaciones técnicas especificas para las
diferentes condiciones edafoclimaticas en el sector no especializado; insuficiente disponibilidad
de agua para enfrentar las siembras, entre otras.

A partir de la problematica existente, ademas de hacer cumplir las normas técnicas en el cultivo
del arroz, pudiera ser promisorio la introduccion de alternativas agroecolégicas para incrementar
el rendimiento agricola en el cultivo del arroz, donde una de estas alternativa puede ser la
inoculacion con hongos micorrizico arbusculares (HMA).

2.2. Los hongos micorrizico arbusculares

Los hongos micorrizico arbusculares (HMA) son microorganismos beneficiosos, que viven en
el suelo, en simbiosis con alrededor del 80 % de las plantas terrestres (Smith y Read, 2008;
Angelard, et al., 2010). Segun Schiif3ler et al. (2001) los hongos formadores de este tipo de
micorrizas pertenecen al Phylum Glomeromycota y se distribuyen en cuatro 6rdenes.

En el afio 2011, SchiBler y Walker realizaron un analisis filogenético, basado en secuencias del
gen SSU del ADNTr y propusieron una familia y tres géneros nuevos en el orden Glomarales,
que constituyen los mas estudiados y abundantes en la naturaleza. La familia es
Claroideoglomeraceae que incluye al género Claroideoglomus, en tanto que, la familia
Glomeraceae se reorganizé en los géneros Glomus, Funneliformis, Sclerocystis y Rhizophagus.
Posteriormente, Redecker et al. (2013) basado en los tres genes ribosomicos nucleares (SSU,
ITS y LSU) adiciono el género Septoglomus en la familia Glomeraceae y propusieron una
reorganizacion de especies en general. Recientemente Sieverding et al. (2014) reclasifico el
género Rhizophagus como Rhizoglomus.

Los HMA no poseen una reproduccion sexual reconocida y a partir de tres fuentes de propagulos

pueden llegar a colonizar nuevas plantas: esporas, fragmentos de raices micorrizadas e hifas,
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adquiriendo una importancia diferente como propagulo segun el habitat (Smith y Read, 2008).
En el suelo aparecen diferentes poblaciones de esporas de distintas edades y estados de
dormancia, de manera que funcionan como reservorio de indculo que puede persistir durante
afnos, el tamafio de las esporas, puede alcanzar entre 20 um a 500 um de didmetro (Smith et al.,
2010).

Las esporas contienen gran cantidad de lipidos, algunos carbohidratos y de 800 a 35 000 nucleos
haploides (Sanders y Croll, 2010) con contenido en ADN variable, dependiendo del tamafio de
la espora (Smith y Read, 2008). En condiciones ambientales apropiadas las esporas germinan
utilizando las reservas lipidicas y comenzando la formacion de un micelio de 20-30 mm sin
apenas ramificacion que crece de manera erratica y que, en caso de que no detecte la presencia
de moléculas sefiales exudadas por las raices, se retrae de nuevo y forma septos.

En algunas especies, una vez que se retrae el micelio asociado a la espora, esta es capaz de
conservar su viabilidad por largos periodos de tiempo a la espera de condiciones favorables.
Este proceso (germinacion de la espora) es independiente de la presencia de la planta hospedera,
que no requiere mas que de unas condiciones adecuadas de humedad y temperatura.

Se sabe que determinados factores fisicos, como la vernalizacion previa de las esporas (Hepper,
1981), quimicos, como concentraciones elevadas de CO: y biol6gicos como la presencia de
exudados de las raices (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2008; Yoshida et al., 2012), o los
compuestos producidos y liberados por una amplia variedad de hongos y bacterias del suelo
(Azcon-Aguilar et al., 2002; Hildebrandt et al., 2002), aceleran el proceso de germinacion de

las esporas.
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La germinacion se evidencia por la formacién de uno o varios tubos germinativo y va
acompariada de una activacion del metabolismo de la espora, reflejado en cambios en la
estructura nuclear y en la replicacion del ADN (Parniske, 2008; Oldroyd et al, 2009).

La micorrizacion arbuscular sigue una serie de etapas (Figura 1) hasta el establecimiento de la
simbiosis (Harrison, 2005; Paszkowski, 2006; Gonzalez-Guerrero et al., 2009; Porcel et al.,
2012), a partir de un dialogo molecular presimbidtico que involucra las estrigolactonas exudadas

por la raiz (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de un HMA.. Esquema obtenido de Porcel et al. (2012).
Estas Gltimas se reconocen recientemente como una molécula sefial clave y especifica para el
establecimiento de este tipo de simbiosis (Olah et al., 2005); aunque se continla estudiando a
nivel molecular los mecanismos de interaccién hongo-planta (Kosuta et al., 2008; Yoshida et

al., 2012).
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Una vez que la hifa alcanza la superficie de la raiz va creciendo paralela a ésta, hasta seleccionar
el punto de entrada mediante mecanismos aun desconocidos (Bonfante y Genre, 2010), donde
el reconocimiento de las zonas de maxima actividad metabolica de las células epidérmicas de la
planta puede ser el desencadenante de la union, ya que la exudacion radical es méas abundante
en estas zonas.

El primer contacto en la superficie de la raiz estd marcado por la diferenciacion de las hifas
fangicas en una estructura hinchada y/o ramificada, denominada apresorio o hifopodio, de la
cual, emerge una hifa de penetracion que invade la capa de células epidérmicas de la raiz (Genre
et al., 2005).

El apresorio se adhiere fuertemente a la raiz, desarrollando protuberancias que penetran en la
pared celular de la planta y genera una presion mecanica sobre la célula iniciando la fase de
colonizacidn, con la probable participacion de otros factores de reconocimiento especifico aln
no identificados y al parecer con la intervencion de enzimas pectinoliticas y celuloliticas del
hongo, cuya produccién y liberacion es limitada, las que provocan la desorganizacion de los
componentes de la pared celular facilitando la penetracion del hongo en la raiz (Giovannetti et
al., 1993; Garcia-Garrido et al., 2002; Gonzéles-Guerrero et al., 2009).

2.2.1. Colonizacién intrarradical y crecimiento extraradical

La colonizacion intrarradical, se caracteriza por una red de micelios y la formacion de
arbusculos y vesiculas. La formacion de arbdsculos supone una alteracion profunda de la célula
vegetal, que conlleva la reestructuracion completa de la célula que lo hospeda. En primer lugar
se genera alrededor de las ramificaciones de la hifa una membrana periarbuscular, formada por
invaginaciones de la membrana plasmatica de la planta, que recubre y comprime las hifas,

modelandolas y separando la estructura fangica del citoplasma vegetal (Genre et al., 2008).
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La vida media de los arbusculos es breve, aproximadamente de 2 a 10 dias (Genre et al., 2005),
transcurrido ese tiempo los arbusculos colapsan y la célula cortical recupera su morfologia
original e incluso puede ser colonizada de nuevo. Este patron de desarrollo evidencia la
existencia de una maquinaria genética compleja que controla la penetracién y el desarrollo de
las hifas en la planta.

Un descubrimiento reciente verdaderamente interesante es que el periodo de vida de un
arbusculo parece estar controlado por ambos simbiontes (Gutjahr y Parniske, 2013). Este
mecanismo de percepcion mutua y reajuste es imprescindible para la eleccion de simbiontes
eficientes por ambas partes, estableciéndose en los ecosistemas naturales el mejor equilibrio
simbiotico posible segun las circunstancias ambientales (Kiers et al., 2011).

Las vesiculas se forman generalmente en los extremos de las hifas del hongo y pueden
producirse a lo largo de todo el parénquima cortical colonizado de forma intra y/o intercelulares;
presentan formas variadas segun la especie (redondas, ovoides, alargadas, entre otras formas),
suelen aparecer mas tarde que los arbdsculos y son consideradas Organos de reserva,
principalmente de lipidos (Barea et al., 2008).

Estas estructuras no son efimeras como los arbusculos, sino que van madurando con el paso del
tiempo, en algunos casos pueden convertirse en esporas en situaciones concretas. Fue la
observacion de estas estructuras claramente visibles en la raiz, lo que llevo a que durante mucho
tiempo, las micorrizas arbusculares se denominaran de hecho micorrizas vesiculo-arbusculares,
aunque sabemos que no todas las especies de hongos micorrizico arbusculares las forman (Koide
y Mosse, 2004).

Cuando la infeccion interna esta bien establecida, las hifas del hongo crecen externamente

formando el micelio extraradical, aumentando considerablemente el volumen de suelo que
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puede ser explotado para la adquisicion de recursos para la planta hospedadora (Varma, 2008).
Este micelio comienza su crecimiento con hifas exploradoras que van sufriendo ramificaciones
extendiéndose por el terreno, con la funcion de absorber agua y nutrientes, ademas de colonizar
otras raices.

2.2.2. Importancia en el sistema suelo-planta

Las bases fundamentales sobre las que se establece la simbiosis planta-HMA son nutritivas
(Smith y Read, 2008). La planta cede al hongo compuestos carbonados procedentes de la
fotosintesis; mientras que, éste transfiere a la planta nutrientes minerales, especialmente
aquellos con baja movilidad en el suelo, que son menos asequibles para la misma, en virtud de
la mayor accesibilidad del micelio externo del hongo a recursos del suelo més distantes de la
capacidad de acceso de la raiz (Barea et al., 2008; Smith y Read, 2008; Ferrol y Pérez-Tienda,
2009; Yoshida et al., 2012), este intercambio HMA-planta ocurre a través de los arbusculos.
Los hongos micorrizicos no sélo se limitan a mejorar la nutricién mineral de las plantas, también
contribuyen a su proteccion frente a patdgenos del suelo y mejoran la tolerancia frente a estreses
abidticos como salinidad, exceso de metales pesados en el suelo o déficit hidrico (Azcén-Aguilar
et al., 2002; Ike-lzundu, 2007; Ruiz-Lozano, 2012).

La simbiosis micorrizica arbuscular tiene un efecto marcado en las relaciones hidricas de la
planta y del suelo en condiciones de estrés, pues modifica la conductancia estomatica, la tasa
fotosintética, el potencial hidrico foliar, la concentracion de osmolitos, la eficiencia en el uso
del agua y la asimilacion de nutrientes (Harris-Valle et al., 2009); mientras que, los exudados
fangicos promueven la cohesion de las particulas del suelo e incrementan la retencion de agua

por éste (Rillig y Mummey, 2006).
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En resumen, y de acuerdo con la informacion recientemente revisada, los HMA realizan
acciones importantes en los sistemas suelo-planta y de hecho constituyen un componente
esencial del sistema.

Segun Ruiz-Lozano (2003); Aroca et al. (2008) y Porcel et al. (2012), estos hongos favorecen
la diversidad de las comunidades de plantas y la sucesion vegetal, ya que cada planta muestra
un nivel de compatibilidad mayor con determinados ecotipos de hongos micorrizicos, de ahi la
importancia de conservar la diversidad de los mismos en los ecosistemas (Barea et al., 2005 y
2008; Gonzalez-Guerrero et al., 2009; Sanchez-Castro, 2009).

No obstante, Rivera et al. (2007) y Herrera-Peraza et al. (2011) informaron la baja especificidad
que tienen los HMA con relacion a la planta hospedera, al poseer la capacidad un mismo
individuo de colonizar plantas de igual o diferentes especies.

2.2.3. Inoculacion de estos hongos en plantas de arroz

Los HMA colonizan las raices de la mayoria de las monocotiledoneas y dicotiledoneas, a pesar
de la variabilidad de la arquitectura de las raices y los diferentes patrones de las células. Entre
los cereales que se colonizan por HMA se encuentra el arroz, el cual posee un sistema radical
peculiar, compuesto de tres tipos de raices diferentes: raices de corona, raices laterales grandes
y raices laterales finas (Gutjahr et al., 2009).

Maiti et al. (2011) en condiciones de secano evaluaron el porcentaje de colonizacion micorrizica
a los 90 dias después de la emergencia de las semillas de arroz (DDE) y observaron diferencias
entre las plantas inoculadas con HMA residentes (autdctonas) y las inoculadas con cepas
comerciales. Este comportamiento estuvo determinado por la riqueza fangica existente en el

suelo y la inoculacion, pero en estas condiciones se favorecid la colonizacion con los HMA
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residentes. Ademas, encontraron incrementos en la masa seca y el nimero de paniculas por m?,
cuando el porcentaje de colonizacion en la raiz fue superior.

Segun Secilia'y Bagyaraj (1994) en la India se incrementd el rendimiento del grano en el cultivar
de arroz "Prakash™ con la inoculacion de R. intraradices y R. fasciculatum en un 11 y 8 %,
respectivamente, en comparacion con un testigo sin inocular; ademas de reducir al 50 % la dosis
de fertilizante fosforico aplicado sin que se afectara el rendimiento agricola en plantas
colonizadas por R. intraradices.

En otros estudios realizados en condiciones aerdbicas se lograron porcentajes de colonizacion
de hasta 60 % (Gutjahr et al., 2008; Li et al., 2011); ademas de incrementos en el desarrollo
aéreo y de las raices de las plantas micorrizadas, respecto a las plantas testigo no micorrizado
(Gutjahr et al., 2009; Vallino et al., 2009).

2.2.4. Efectos en las relaciones hidricas de las plantas inoculadas

Varios estudios han descrito como la simbiosis micorrizica favorece al estado hidrico de
diversas especies vegetales en presencia de una deficiencia hidrica en el suelo (Ruiz-Lozano,
2003; Augé et al., 2008; Aroca et al., 2008; 2013), argumentandose que estos microorganismos
contribuyen a incrementar el contenido relativo de agua, la tasa de transpiracion y el intercambio
de COg; ademas de mejorar la eficiencia en el uso del agua (Dell”Amico et al., 2002; Porcel y
Ruz-Lozano, 2004; Harris-Valle et al., 2009).

En la Tabla 1 se resumen algunos estudios realizados en los ultimos afios, que se relacionan con
el efecto de la inoculacion con HMA en diferentes especies vegetales silvestres y de interés
comercial, expuestas a estrés abidtico (sequia y salinidad), en cuanto a la respuesta fisiologica,

bioquimica y la asimilacion de nutrientes.
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Tabla 1. Efecto de diferentes HMA en el desarrollo, asimilacién de nutrientes y respuestas
bioguimicas en diferentes plantas, expuestas a estrés abidtico.

Especie vegetal HMA Efecto Referencia
. : F. mosseae y C. f Bl.? masa y produccion  de Al-Karaki et al.
Triticum aestivum L. etunicatum grano (2004)
1 [P] y [Fe] en tejido aéreo’
t Ay hoja’ 1 Biomasa y |estrés |Porcel 'y  Ruiz-

Glycine max L.

R. intraradices

oxidativo'

Lozano (2004)

Atriplex nammularia
Lindl.

R. fasciculatum

1 Crecimiento'’

1 Asimilacion de Py Mg

Asghari et al. (2005)

Phaseolus vulgaris L.

R. intraradices

L y CRA iguales vs. plantas NE'
1 PIP (acuaporinas) "

Aroca et al. (2006)

Sorghum bicolor L.

R. intraradices

1 gs, el cierre estomatico y y m'

Cho et al. (2006)

Oryza sativa L.

F. mosseae

1 actividad enzimatica,
condiciones aerobicas

Rodriguez et al.

(2006)

Capsicum annuum L.
cv. ‘San Luis’

R. fasciculatum vy
HMA residentes
del desértico

1 Biomasa y [carotenoides]’
Mantienen coloracion y
[clorofila]

Mena-Violante et al.
(2006)

Retama sphaerocarpa
Boiss.

R. intraradices

| Requerimientos de agua'

Marulanda et al.

(2006)

Poncirus trifoliata L.
Raf.

G. versiforme

1 K en hojas y Ca®" en raices’
1 Contenido de glucosa vy
sacarosa’

Qiang-Sheng et al.
(2007)

Cucurbita pepo L.

R. intraradices

1 Ay hoja’f

Augé et al. (2008)

1 Biomasa y contenido de

Zea mays L. F. mosseae clorofila Sheng et al. (2008)
1 Asimilacion CO; y CF'
Lactuca sativa L. | ABATT Jahromi et al. (2008)

Zeamays L.

Lactuca sativa L.

R. intraradices

1 L, varia la expresion PIPT

El-Mesbahi et al.

(2012)

1 Biomasa, L, gs, CF,

estrigolactonas, |ABA'

Aroca et al. (2013)

Leyenda: 7 = Estrés por sequia; 11 = Estrés por salinidad, 9§ = Estrés por sequia y salinidad; [ ] = Concentracion;
1 = Incremento, | = Disminucion; L = Conductancia hidraulica de raiz; CRA = Contenido relativo de agua,; CF =
Capacidad fotosintética; gs = Conductancia estomdtica, Ay hoja = Gradiente de potencial hidrico de la hoja
inducido por transpiracion, NE = No estresadas, y hoja = Potencial hidrico de la hoja; wn = Potencial osmotico,
ABA = Acido Abscisico; PIP = proteinas intrinsecas de la membrana plasmatica.

Porcel et al. (2006) afirmaron que la inoculacion con R. intraradices estimulé eficientemente la
absorcion de agua en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.), en comparacién con F. mosseae,
gue mostrd una disminucién de su capacidad para mejorar la absorcion de agua por la planta.
Esto sugiere que la estrategia de ambos hongos para proteger a la planta huésped contra el déficit

de agua es diferente.
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Por otra parte, Dell”Amico et al. (2002) demostraron que la infeccion micorrizica en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) por Rhizoglomus clarum provoco un efecto beneficioso en
su estado hidrico, ademas de que favorecio la conductancia estomatica y la tasa fotosintética, lo
que se reflejo en el incremento de la biomasa aérea de las plantas.

2.3. Mecanismos de respuesta de las plantas al déficit hidrico o la sequia

La sequia es uno de los estreses abioticos mas comunes en las plantas, que limita su produccion
y determina de forma continua la distribucion natural de las especies vegetales (Cruz de
Carvalho, 2008; Scheibe y Beck, 2011).

De manera general, ante condiciones de estrés, las primeras barreras que poseen las plantas son
adaptativas, desarrollando estructuras que se agrupan bajo términos de barreras fisicas, y las
segundas agrupan la presencia de algunos compuestos derivados del metabolismo secundario.
Estos niveles de proteccion no garantizan una solucion inicial de respuesta al problema; sino
gue se desencadenan otros mecanismos bioquimicos y fisiologicos de defensa (Gill y Tuteja,
2010; Scheibe y Beck, 2011; Noctor et al., 2012).

Estos mecanismos permiten la adaptacion y supervivencia a periodos mas prolongados de déficit
hidrico, y se dan a nivel de toda la planta o en tejidos especificos, con la finalidad de reducir la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Entre estos mecanismos se encuentran: la
defensa frente al dafio oxidativo, mediante el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico,
cierre estomatico (con repercusion en el intercambio gaseoso y el estado hidrico de la planta) y
ajuste osmotico, entre otros.

2.3.1. Produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Una de las consecuencias inevitables de la sequia es la produccion de especies reactivas de

oxigeno (sus siglas en inglés: ROS) en los diferentes compartimentos celulares: en los
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cloroplastos, los peroxisomas y las mitocondrias (Noctor y Foyer, 1998). La respuesta a la
sequia en la planta dependera de la duracién y severidad de la misma. Si la sequia se prolonga
en cierta medida, la produccion de ROS superara la accion protectora del sistema antioxidante
de la planta, lo que resulta en dafio y muerte celular (Cruz de Carvalho, 2008; Gill y Tuteja,
2010; Mahmood et al., 2010 y Noctor et al., 2012).

De forma general, las ROS abarcan no sélo los radicales libres como el superoxido (O2.) y el
radical hidroxilo (OH), sino también el H2O> y el oxigeno singlete. Asimismo, se conoce que
el oxigeno singlete y los radicales OH" son tan reactivos, que su produccion debe reducirse al
minimo (Jakob y Heber, 1996); mientras que, el O2-y el H.O> pueden producirse a niveles mas
elevados, incluso en condiciones éptimas de cultivo (Noctor y Foyer, 1998; Foyer y Noctor,
2000).

Si las ROS se mantienen en niveles relativamente bajos es probable que funcionen como
componentes de una via de sefializacion de estrés, facilitando la defensa ante éste y la
aclimatacion de la planta (Dat et al., 2000; Vranova et al., 2002). No obstante, cuando se alcanza
un cierto nivel de fitotoxicidad, que ocurre por acumulacion excesiva de ROS, estas pueden
Ilegar a ser extremadamente nocivas, iniciando cascadas descontroladas de dafio oxidativo a las
membranas y a otros componentes celulares y finalmente, la muerte de la planta (Dat et al.,
2000; Mittler, 2002). Estos radicales se generan debido a un aumento en la tasa de
fotorreduccion del Oz en los cloroplastos (Gill y Tuteja, 2010).

En cuanto al H20-, no sélo es la ROS mas estable con capacidad de difundirse facilmente de un
compartimento celular a otro, también puede ser facilmente asimilable por un sistema
antioxidante celular eficiente, debido a que se produce a tasas elevadas en condiciones de sequia

(Cruz de Carvalho, 2008; Noctor et al., 2012).
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La disminucion de su concentracion por accion del sistema antioxidante de las plantas permite
el cambio rapido de la sefial de “encendido” a "apagado™, condicion esencial para que un
mensajero secundario pueda ser eficaz (Foyer y Noctor, 2000; 2003). También se demostré que
el H202, cuando se encuentra en el citosol es facilmente eliminado por el ascorbato a través del
ciclo ascorbato-glutation (Cruz de Carvalho, 2008).

Aunque la tasa de produccion de H2O2 es més rapida en los peroxisomas y cloroplastos, segln
Foyer y Noctor (2003), las mitocondrias son los organelos mas vulnerables al dafio oxidativo
(Gill y Tuteja, 2010). Esto puede ser explicado por una menor amortiguacion antioxidante en
las mitocondrias en comparacién con los peroxisomas y cloroplastos. En este sentido, las
mitocondrias tienen una importancia crucial en el establecimiento del estado redox celular y el
inicio de las cascadas de transduccion de sefiales en condiciones de sequia.

Los sintomas de dafio oxidativo (peroxidacion de lipidos) se han utilizado para evaluar el
aumento en la produccion de ROS en condiciones de sequia. La falta de sintomas no implica
que el aumento de la formacion de ROS no estd ocurriendo, sino que resulta del aumento
relacionado con las defensas antioxidantes a nivel celular (Cruz de Carvalho, 2008; Scheibe y
Beck, 2011). La oxidacion lipidica es un indicador fiable de la produccion desequilibrada de
radicales libres, que puede ser reflejado por el contenido de malondialdehido (MDA) en la planta
(Wen et al., 2010) y es indicativo de afectacion a las membranas celulares.

Dada la toxicidad de las ROS, las plantas disponen de sistemas adecuados de desintoxicacion
que permiten su eliminacion rapida, los que incluyen varias enzimas antioxidantes y compuestos
no enzimaticos como ascorbato, glutation, flavonoides, carotenoides, tocoferoles, o prolina (Ma
et al., 2008). Algunos de ellos regulan otras funciones vitales de las células (Noctor y Foyer,

1998; Gill y Tuteja, 2010; Noctor et al., 2012).
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Algunos autores han detectado una correlacion directa entre el nivel de induccion de sistemas
antioxidantes y el grado de tolerancia a la sequia de las especies vegetales (Torres-Franklin et
al., 2008), por lo tanto, se podria sugerir que, el aumento de la tolerancia al estrés oxidativo
puede tener un efecto positivo en la tolerancia a la sequia (Cruz de Carvalho, 2008).

2.3.2. Sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

Ante una condicidn de estrés bidtico o abiotico se activan mecanismos antioxidantes en la planta
que involucran al ciclo ascorbato-glutation (Asada, 1999). El ciclo (Figura 2) se basa en la
reduccion del peroxido de hidrdégeno a agua mediante una cadena de reacciones de oxidacion-
reduccion que incluye como elementos antioxidantes al &cido ascorbico y el glutation, que
regeneran su estado de reduccidn gracias a la actividad de enzimas como la glutatién reductasa
(GR), la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la dehidroascorbato reductasa (DHAR)

utilizando NAD(P)H como fuente de poder reductor.

e

HO,

Figura 2. Ciclo ascorbato-glutation, tomado de Barzana (2014).

Leyenda: Peroxido de hidrogeno (H20,); Agua (H-0); Ascorbato peroxidasa (APX); Ascorbato reducido
(ASC); Monodehidroascorbato reductasa (MDHAR); Monodehidroascorbato (MDHA); Deshidroascorbato
(DHA); Deshidroascorbato reductasa (DHAR); Glutatién oxidado (GSSG); Glutation reducido (GSH);

Glutation reductasa (GR); Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato en su forma oxidada (NADP) y
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su forma reducida (NADPH).

En este ciclo participan cuatro enzimas, siendo la mas abundante la ascorbato peroxidasa (APX),

que cataliza el paso del H20 a H»0O, para lo cual requiere ascorbato. El monodehidroascorbato
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(MDHA) formado en esta primera reaccion puede ser reducido a ascorbato de nuevo por la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), que requiere NADP, o bien puede convertirse en
deshidroascorbato (DHA). A continuacion, la deshidroascorbato reductasa (DHAR) regenera el
ascorbato a partir de deshidroascorbato (DHA) utilizando el glutation reducido (GSH) como
reductor. El ciclo se completa con la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a GSH mediante
la actividad de la glutation reductasa (GR) que necesita NADPH (Mittler, 2002). Este
mecanismo (ascorbato-glutation) tiene funciones imprescindibles en condiciones de estrés
oxidativo, evitando que se acumulen grandes cantidades de ROS (Mittler, 2002).

Dentro del ciclo ascorbato-glutation, la GR es una enzima clave que tiene como funcion
principal el mantenimiento del glutation intracelular en estado reducido (GSH), segun Noctor y
Foyer (1998), el cual puede funcionar directamente como un antioxidante no enzimatico, similar
como el ascorbato, para eliminar las ROS como el oxigeno singlete, el superdxido y los radicales
hidroxilos, o indirectamente como un agente reductor que recicla el acido ascérbico desde su
forma oxidada, hasta la forma reducida con participacion de la enzima dehidroascorbato-
reductasa (Noctor y Foyer, 1998).

El glutation reducido es un tripéptido (a-glutamil cisteinilglicina), que se encuentra
practicamente en todos los compartimentos celulares, tales como el citosol, los cloroplastos, el
reticulo endoplasmatico, las vacuolas y las mitocondrias (Foyer y Noctor, 2003). Es la principal
fuente de grupos tiol en las células de la mayoria de las plantas. La reactividad quimica del
grupo tiol lo hace especialmente adecuado para una amplia gama de funciones bioquimicas en
todos los organismos.

El caracter nucleofilico del grupo tiol es también importante en la formacion de enlaces

mercaptido con los metales y en la relacion con electréfilos seleccionados (Foyer y Noctor,
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2005a). Esta reactividad, junto con la estabilidad relativa del GSH, y el hecho de ser altamente
soluble en agua, lo convierten en un compuesto ideal para proteger las plantas frente el estrés
oxidativo (Foyer y Noctor, 2005a; 2005b).

Segun lo antes expuesto, el GSH participa en el control de los niveles celulares del H20, (Shao
et al., 2005; 2007) y por lo tanto, el cambio en la relacion de su forma reducida a oxidada
(GSH/GSSG) es importante en ciertas vias redox de sefializacion (Li y Jin, 2007). De hecho
autores como Shao et al. (2005) o Li y Jin (2007) sugirieron que esta relacion es indicativa del
equilibrio redox celular y puede estar implicada en la percepcién de las ROS.

Otro grupo de proteinas que se sobreexpresan durante el estrés hidrico son las enzimas
antioxidantes que, conjuntamente con compuestos no proteicos, detoxifican los radicales libres
acumulados por las plantas. Entre las principales enzimas estan la superdxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX), la peroxidasa (POD), la glutation reductasa
(GR) y la monodehidroascorbato reductasa (MDAR) segun Scheibe y Beck (2011).

La APX tiene una alta afinidad por el H2O> y aparece en casi todos los organulos celulares, por
lo que se supone que tiene una marcada influencia controlando el contenido de H>O> en las
células y por lo tanto, en su funcién como sefializador.

En un estudio realizado en arroz transgénico que sobreexpresa un gen que codifica para la SOD,
se encontrd una capacidad fotosintética mayor en los tratamientos donde se indujo el estrés
hidrico con polietilenglicol (PEG). Esto sugirio que la SOD en el cloroplasto tiene una funcion
fundamental en la eliminacion de las ROS durante el estrés por sequia, con la consiguiente

disminucion del dafio oxidativo y la proteccion del aparato fotosintético (Wan et al., 2005).
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2.3.3. Cierre estomatico

El 6rgano principal de la planta que detecta una limitacion en el suministro de agua es la raiz,
organo que ademas de absorber agua y minerales, también envia sefiales a las hojas a través de
la savia del xilema, como es el caso del acido abscisico (Jiang y Hartung, 2007). Cuando la sefial
de estrés llega a las hojas, provoca el cierre estomatico y mediante el ajuste de cierre y apertura
se controla la pérdida de agua, debido a la reduccion del flujo de transpiracién. Esto, no obstante,
limita simultdneamente la entrada de didxido de carbono (COy), inhibiendo la fotosintesis
(Damour et al., 2010).

La apertura o cierre de estomas no solo es importante para la absorcién de CO3, sino también
para la respuesta a la sequia (Song y Matsuoka, 2011) y tiene efectos directos e indirectos en la
reduccion de la fotosintesis neta y la produccion total de ROS por las plantas en condiciones de
estrés por sequia (Dat et al., 2000).

Los estudios relacionados con la conductancia estomatica de las plantas revisten gran
importancia, debido a que su productividad esta intimamente relacionada con el consumo y
disponibilidad del agua, mas que con cualquier otro factor ambiental. Por lo tanto, la capacidad
de algunas plantas de mantenerse turgentes bajo condiciones de escasez de agua en el suelo, es
una caracteristica beneficiosa para evitar que disminuya su produccidn, puesto que en tales
circunstancias el descenso del rendimiento puede estar relacionado con la reduccion de la
conductancia estomatica (Da Matta, 2004), como indicador de apertura y cierre estomatico.

En arroz se describieron dos vias de cierre estomatico, la primera dependiente del ABA, la cual
es la mas representada en la naturaleza, y una segunda via que involucra al perdxido de

hidrogeno H2O> como segundo mensajero y activador de la sintesis de factores transcripcionales
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y activadores de la expresion de enzimas eliminadoras de ROS (Huang et al., 2009), via
independiente de ABA, que funciona en las células oclusivas del estoma.

2.3.4. Ajuste osmaotico

El agua se mueve desde las zonas donde el potencial hidrico es mayor (menos negativo) hacia
las zonas donde este es menor (mas negativo). El potencial hidrico se define segun la ecuacion:
(Wh = Ws+ Wp+ Pg+ ¥m), donde: “‘Wh” es el potencial hidrico; “Ws” es la presion osmotica, que
es una medida de la concentracion de los solutos; “¥p” es la presion de turgor o la fuerza
hidrostatica ejercida en la célula vegetal contra la pared celular y “¥g” presion de gravedad y el
¥m “potencial matricial”, que ejercen un efecto en la energia libre del agua (Taiz y Zeiger, 2006).
La planta con la finalidad de mejorar su estado hidrico ante un déficit de agua, realiza ajuste
osmatico, que le permite incrementar su Wh, como mecanismo de respuesta a nivel celular de
tolerancia al estrés hidrico. EI mismo consiste en una disminucion extra del potencial osmotico
en los tejidos vegetales, 1o que permite la entrada y/o retencion de agua en las células y evita
una disminucion en el turgor o en la productividad fotosintética de la planta (Moreno, 2009).
Existen varios compuestos organicos sin carga, que al acumularse ejercen funcion de
osmoproteccién o osmoreguladora, como aminoacidos, azucares solubles, manitol, siendo la
prolina uno de los que méas se acumula en cantidad y en una mayor variedad de plantas (Ruiz-
Lozano et al., 2012).

El ajuste osmotico a través de la acumulacion de solutos celulares, tales como la prolina, se
considera uno de los posibles mecanismos para superar el estres osmotico causado por la pérdida
de agua (Caballero et al., 2005).

La prolina, ademaés de actuar como un osmoprotector, también funciona como un disipador de

energia para regular el potencial redox en la célula, provocando la eliminacion de ROS, como

Ruiz-Sdnchez, M. 23



Capitulo IT Revisién Bibliogrifica

radicales hidroxilo (Sharma y Dietz, 2006), por lo que actia protegiendo contra la
desnaturalizacion de las proteinas y como mecanismo para reducir la acidez en la célula (Kishor
et al., 2005; Suzuki et al., 2012).

Este aminoacido se forma en la mayoria de los tejidos expuestos a estrés hidrico y junto con los
azucares solubles, se metaboliza facilmente en etapas de recuperacion de la sequia, a diferencia
de la glicina y la betaina (Mostajeran y Rahimi-Eichi, 2009).

El rol de la prolina en la adaptacion y la supervivencia de las plantas se informé por Watanabe
et al. (2000) quienes encontraron un aumento de las concentraciones de carbohidratos solubles
y prolina en las hojas de tres cultivares de arroz durante la sequia, los que permitieron a las
plantas realizar ajuste osmotico y elevar su tolerancia a esta condicion adversa.

La acumulacion de prolina se relaciona con el grado de deterioro inducido por el estrés y el
aumento de este aminoacido podria deberse a una necesidad de la planta de eliminar el exceso
de amonio y de ROS (Amini y Ehsanpour, 2005; Mostajeran y Rahimi-Eichi, 2009). Sin
embargo, Vendruscolo et al. (2007) declararon que la prolina podria conferir tolerancia al estrés
por sequia en plantas de trigo mediante el incremento de los sistemas antioxidantes en lugar de
un ajuste osmatico.

2.4. Manejo del agua de riego en el cultivo del arroz

Con la creciente escasez de agua en la agricultura, a nivel mundial se incremento el nimero de
productores de arroz que no disponen de suficiente cantidad de agua para inundar sus campos
(Kato et al., 2009; Kato y Okamai, 2010). Debido a tal problematica los principales productores
de arroz en el mundo, como China y la India, se han visto limitados para cultivarlo en
condiciones de inundacion (Singh et al., 2006), situacion que los ubica en los primeros en

comenzar la busqueda de alternativas para mantener las producciones con menor consumo de
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agua. En Cuba se han tenido que reducir las areas de siembra por no contar con suficiente agua
en los embalses (MINAG, 2011a).

En Cuba, el arroz se cultiva bajo tres condiciones diferentes en funcion del agua que se aplica
(MINAG, 2005). La primera condicion es con riego 0 aniego, que necesita suficiente
disponibilidad de agua para garantizarle al cultivo, en todo o en gran parte de su ciclo, con una
lamina de agua de 10 cm aproximadamente.

La segunda, se conoce como arroz de secano, dependiente de las precipitaciones durante todo
su ciclo de vida, que exige como promedio aproximado 200 mm de lluvia por mes y es
importante, tanto la cantidad, como la frecuencia de las lluvias. Bajo estas condiciones, este
cereal sufre serias afectaciones por la falta de agua a lo largo de su ciclo, cuando no existen
precipitaciones abundantes, ni fuentes estables de abastecimiento. Por ultimo, el cultivo de arroz
en condiciones de secano favorecido, también dependiente de las lluvias, pero en ocasiones
recibe abastecimiento de agua por riego (MINAG, 2005; 2011).

El desarrollo de las plantas puede ser inhibido por la falta de agua en cualquier momento del
ciclo de vida de los cultivos, pero la sensibilidad al estrés hidrico es especialmente grave durante
el desarrollo reproductivo. Esta fase implica varios procesos fisioldgicos y bioquimicos, que son
extremadamente vulnerables a un cambio en el estado hidrico de la planta. La meiosis se
considera el periodo mas sensible al estrés en la reproduccion de las plantas (Belder et al., 2004).
En sentido general, se conocen las principales fases o momentos en que el cultivo del arroz
demanda una cantidad de agua mayor. Dentro de las fases méas susceptibles se encuentra la etapa
de germinacion (hasta que la planta comienza el ahijamiento) y la fase reproductiva (de 20 a 25

dias antes de la floracion y de 5 a 15 dias después de la misma (Garcia et al., 2009).
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En las plantas de arroz se distinguen tres fases de desarrollo (Tabla 2), las cuales tienen periodos
de crecimiento definidos en cuanto a la diferenciacion de la planta y los dias de duracién. Las
fases son: vegetativa, reproductiva y maduracion (CIAT, 2005; Jarma et al., 2010; FAOQ, 2012).

Tabla 2. Fases y fenofases que caracteriza el cultivo del arroz (FAO, 2012).

Fases | Fenofases | Descripcion

Germinacion Desde la siembra hasta la emergencia del coledptilo de la semilla.
Desde la emergencia del coleodptilo hasta la aparicion de la quinta
hoja (contando como primera hoja, la primera hoja sin lamina).
Macollaje 0 | Desde la aparicion del primer macollo hasta la iniciacion de la
ahijamiento panoja.

Elongacion y

Plantula

Vegetativa
(0 hasta 70
dias)

Desde la iniciacién de la panoja hasta su completo desarrollo

- .

S o~ | engrosamiento : .

S8 grosaf dentro de la vaina de la hoja bandera.

8= de la vaina

§ S Emision de la | Desde la aparicion de la punta de la panicula fuera de la vaina de

s 8‘ espiga la hoja bandera hasta més del 90 % de su emergencia.

T~ Floracién Desde la primera floracion hasta que se completa la floracion de
la panoja.

Estado lechoso | Grano desde estado acuoso a lechoso.

Estado pastoso | Grano desde estado de masa blanda a dura.

Maduracion de mas del 80 % de las espiguillas en la espiga. El
Maduracion grano estd completamente desarrollado en tamafio, es duro y sin
tonalidades verdosas.

Maduracion
(30-40 dias)

La informacion de la Tabla 2 es una generalizacion, que varia en funcién del cultivar, la época
de siembra, las condiciones ambientales, entre otras, de modo que se puede prolongar el tiempo
de algunas de las fases, tal como ha encontrado Maqueira (2014) en las condiciones de Cuba y
cuyos resultados se presentan en la Tabla 3, que evidencio que el cultivar 'INCA LP-5" es de
ciclo corto y puede variar su ciclo en dependencia de los factores antes mencionados.

Tabla 3. Rangos de la duracion (dias) de las fases del arroz (Oryza sativa L. cv. INCA LP-5")
en diferentes fechas de siembra. Epoca “poco lluviosa”. (Adaptada de Maqueira, 2014).

i Fases (dias) i .
Fecha de siembra - - - Ciclo (dias)
Vegetativa \ Reproductiva \ Maduracion
Enero 2004 84-90 33-37 20-22 151 -155
Diciembre 2004 86-92 40-42 20-22 147-155
Febrero 2005 80-86 30-32 24-26 137-141
Enero 2006 69-79 37-39 27-29 134-142
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La manifestacion del estrés por déficit hidrico o por sequia, se produce en las plantas en
respuesta a un ambiente escaso en agua, donde la tasa de transpiracion excede a la toma de agua.
El estrés no sélo ocurre cuando hay poca agua disponible en el suelo, sino también por bajas
temperaturas y por una elevada salinidad (Moreno, 2009).

Cuando el déficit hidrico ocurre lentamente, las plantas pueden presentar respuestas de
aclimatacion gue tienen efectos sobre el desarrollo, como la disminucion de la expansion foliar
y el aumento del crecimiento de las raices (Potters et al., 2007; Shao et al., 2007); aunque el
area foliar es importante, pues de ella depende la fotosintesis, una expansion foliar rapida puede
afectar negativamente la adaptacion a la poca disponibilidad de agua.

Otro proceso que se modifica es el desarrollo de la raiz. La disponibilidad de agua afecta la
relacién entre la parte aérea y de la raiz. Esta Ultima continta su desarrollo; mientras que, la
parte aérea deja de crecer por causa del estrés. Asi las plantas son capaces de continuar el
desarrollo de sus raices siguiendo la humedad hasta zonas mas profundas del suelo (Shao et al.,
2007; Lafitte et al., 2007; Ali et al., 2008 y Venuprasad et al., 2008). Las plantas también
responden al estrés por déficit hidrico a nivel celular y molecular (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 2007).

Una de las principales respuestas al estrés hidrico es la modificacion de la expresion génica,
relacionada con la produccion y actividad de enzimas claves en las vias de sintesis de osmolitos,
proteinas con funcién protectora, enzimas antioxidantes, factores de transcripcion y otras
proteinas involucradas en las respuestas al estrés hidrico (Zhu et al., 2002).

El estrés hidrico al finalizar la fase vegetativa o en la floracion en el cultivo del arroz, puede
interrumpir la floracion (causa esterilidad de la espiguilla) y el llenado del grano (Kamoshita et

al., 2004; Botwright et al., 2008) y durante la etapa de floracion, provoca pérdidas considerables
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en el rendimiento (Liu et al., 2006; Raveendran et al., 2011), que puede disminuir hasta el 50 %
(Yang et al., 2008).

En esta fase se induce una reduccion en la elongacion del peddnculo y la longitud de la espiga
(Raveendran et al., 2011). Por otra parte, se informo que el llenado del grano esta estrechamente
relacionado con el proceso de senescencia de toda la planta (Mi et al., 2002; Yang y Zhang,
2006) y por lo general, la falta de agua durante esta etapa induce la senescencia temprana y
acorta el periodo de llenado del grano (Asseng y van Herwaarden, 2003; Plaut et al., 2004).

En Cuba en la década del 1990 se realizaron investigaciones de la aplicacién del estrés hidrico
en la fase vegetativa en el cultivo del arroz por siembra directa, las cuales demostraron el
incremento del rendimiento agricola (Poldn et al., 1995; Poldn y Castro, 1999); resultados que
se incluyeron en las Normas Técnicas del Cultivo (MINAG, 2005). No obstante, estas
investigaciones no profundizaron en la respuesta de la planta a nivel fisiologico y bioquimico.
Por otra parte, Garcia (2009) realizé estudios que corroboraron lo informado por Polén y Castro
(1999), pero profundizd en el efecto del déficit hidrico inducido en fases tempranas del
crecimiento en el arroz, para identificar variables fisiologicas que faciliten la seleccion de
variedades tolerantes y conocer la contribucion de los carbohidratos del tallo en el llenado de

los granos de estas plantas.
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I11. MATERIALES Y METODOS
Aspectos generales de la investigacion
Se realizaron cuatro experimentos (Figura 3), con el cultivar comercial de arroz (Oryza sativa
L.) de ciclo corto "INCA LP-5" (Anexo 1), y para ello se emplearon dos tipos de suelos.
El suelo que se utilizé para elaborar los sustratos de los experimentos que se realizaron en la
Estacion Experimental del Zaidin, Granada, Espafia, se clasificoO como Fluvisol Haplico
Calcéreo (WRB, 2014), el que present6 un pH de 8,1 (medido por potenciometria), 1,81 % de
materia organica (método de Walkley y Black), fosforo asimilable 6,2 mg kg (P-Olsen) y
potasio intercambiable 0,34 cmol kg (extraccion con NH4OAc 1 mol Lta pH 7).
El otro suelo, utilizado para el desarrollo de los experimentos en la Unidad Cientifico
Tecnologica de Base “Los Palacios” (UCTB), perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (Tabla 4), se clasifico como Hidromdrfico Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico
(MINAG, 1999), y se caracteriz6 por un pH ligeramente acido; contenido de materia organica
(MO) bajo; bases intercambiables con contenidos tipicos para este tipo de suelo y considerados
bajos y fosforo asimilable (P) bajo (Mesa et al., 1984).

Tabla 4. Algunas propiedades que caracterizan la fertilidad del horizonte cultivable (0-0,20 m)
del suelo Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico, n= 4.

Propiedad | Unidad | Media | Mediana |Errorestandar| Varianza
pH 6,46 6,50 0,15 0,09
MO % 2,86 2,80 0,13 0,07
Ca’* 6,97 7,01 0,13 0,08
Mg?* cemol ko 3,11 3,09 0,06 0,01
Na* g 0,21 0,19 0,02 0,01
K* 0,18 0,18 0,02 0,01

P asimilable mg kg* 46,80 46,00 3,80 5,70
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Capitulo 111

EXPERIMENTO 1

)

Materiales y Métodos

<Eva|uacic’m de cepas de hongos micorrizico arbusculares en plantas de arroz)

[ Condiciones semi-controladas

H

)

Inundado (Lamina de agua 5 cm)

Claroideoglomus claroideum (Cc)
Glomus cubense (Gc)

Altura de la planta (cm)
Ahijamiento

Masa seca aérea (g planta*)
Masa seca de la raiz (g plantat)

Rhizophagus intraradices (Ri)
Funneliformis mosseae (Fm)

Momentos de Evaluacion

indice de eficiencia simbittica (%)

Testigo (noMA)

EXPERIMENTO 2

Colonizacién (%)
30 DDE Densidad Visual (%)

<
(

Evaluacion en condiciones de anaerobiosis del comportamiento de plantas de arroz, inoculadas con
HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos en tres momentos de su desarrollo

)

[ Condiciones semi-controladas ]—< Anaerobiosis (Lamina de agua 5 cm)

50 DDT

30DDT |
| |

40 DDT >
| | |

(15 dias con déficit hidrico)

)

]

EXPERIMENTO 3

(

Momento de Evaluacion
(45, 55y 65 DDT)
122 DDT (25 dias antes de
la cosecha)

(oo .
Paniculas por plantén

Altura de las plantas (cm)

Masa fresca aérea (g planta)

Masa fresca de la raiz (g plantat)
Potencial hidrico (MPa)

Conductancia estomatica (mmol m2 s'1)
Colonizacién (%)

Granos llenos por panicula Rendimiento relativo (%)
Masa de 100 granos (g) Nivel Critico de potencial hidrico (MPa)
\Rendimiento agricola (g planta?)

(

Evaluacion en condiciones de aerobiosis del comportamiento de plantas de arroz,
inoculadas con HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos

)

[ Condiciones controladas }

"_"‘
En

[ Alos 30 DDT (15 dias con déficit hidrico) ]

EXPERIMENTO 4 >

( R.intraradices )

>..[

o

Contenido de prolina (nmol g* MF)

Contenido de peréxido de hidrégeno (nmol gt MF)
Dafio oxidativo a lipidos (nmol MDA g* MF)
Contenido de ascorbato reducido (nmol g-* MF)
Contenido de glutation reducido (nmol g* MF)

Momento de Evaluacion
(30, 45y 70 DDT)

(

Evaluacion en condiciones de campo del comportamiento de plantas de arroz, inoculadas con

HMA y expuestas a suspension de la lamina de agua en tres momentos de su desarrollo
x

[ Condiciones de campo J

Anaerobiosis (L&mina de agua 10 cm)

S 40007 ) { 500DT )

|
[ (15 dias de suspension de la lamina de agua) ]

\

o

[ (45, 55y 65 DDT)

Colonizacion (%)
I Densidad visual (%)
H Momento de Evaluacion ]

[ Cosecha (130 DDT) ]—[Rendimiemo agricola (t h'?) }

Figura 3. Esquema experimental desarrollado en la investigacion.

Leyenda: Hongos micorrizico arbusculares (HMA); dias después de la emergencia (DDE); dias después del
trasplante (DDT); plantas no inoculadas con HMA (noMA); plantas inoculadas con HMA (MA); sin estrés hidrico
(Sin E); con estrés hidrico por un periodo de 15 dias (Con E); masa seca (MS).
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Las técnicas analiticas utilizadas para las determinaciones realizadas al suelo de la UCTB “Los
Palacios” fueron: pH: Potenciometria, relacion suelo:agua 1:2,5 (NC ISO 10390, 1999); materia
organica (MO) por el método de Walkley y Black (NC 51, 1999); cationes intercambiables, a
partir de una extraccion con NHsOAc 1 mol L™ a pH 7 y determinacion por complejometria
(Ca?* y Mg?*) y fotometria de llama (Na* y K*), segin NC 65 (2000); fésforo asimilable (P)
segun el método de Oniani (solucién extractiva H.SO4 0,1 N), segun NC 52 (1999).

En todos los experimentos se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza (Test Bartlett's y Kolmogdrov-Smirnov, respectivamente), en cada variable evaluada.
A los resultados de los anélisis de suelo se le determinaron la Media, Mediana, el Error Estandar
y la Varianza. Para todos los andlisis estadisticos se utilizo el Programa STATGRAPHICS Plus
sobre Windows, version 5.1.

3.1. Evaluacion de cepas de hongos micorrizico arbusculares en plantas de arroz

El experimento se realizé en la UCTB “Los Palacios” en el afio 2008, con plantas de arroz
cultivadas en macetas de 7 kg de capacidad (0,22 m de alto y 0,21 m de diametro), las que se
Ilenaron con suelo previamente esterilizado de la capa arable (Tabla 4). Para la esterilizacion, el
suelo se esparcié sobre una manta de polietileno y se le asperj6 una solucion de formol al 4 %
con una asperjadora manual con capacidad de 16 L; inmediatamente después todo el suelo se
cubri6 con otra manta de polietileno durante 72 horas, posterior a este periodo el suelo se aireo
a la sombra durante siete dias y finalmente se procedio al llenado de las macetas.

Las semillas se inocularon en el momento de la siembra por el método de recubrimiento
(Fernandez et al., 2001), con los cuatros indculos micorrizicos certificados, que conformaron
cada una los tratamientos, conjuntamente con el testigo sin inocular: cada inoculo contenia una

cepa de HMA con diferentes cantidades de esporas, descritos a continuacion: INCAM-8:
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Claroideoglomus claroideum, Schenck y Smith (SchiiRler y Walker, 2011), con 80 esporas g™
de indculo (Cc); INCAM-4: Glomus cubense Y. Rodr. y Dalpé (Rodriguez et al., 2011), con
126 esporas g* de indculo (Gc); INCAM-11: Rhizoglomus intraradices, N.C. Schenck & G.S.
Sm. Sieverd., G.A. Silva & Oehl comb. nov. (Sieverding et al., 2014), con 42 esporas g de
indculo (Ri) e INCAM-2: Funneliformis mosseae, Nicol. y Gerd. Walker y Schuler (Schuller
y Walker, 2011), con 38 esporas g* de in6culo (Fm), procedentes del cepario del INCA.

Para cada tratamiento se utilizaron 100 semillas de arroz que facilitd el procedimiento de
recubrimiento y el calculo de la cantidad de indculo necesario a aplicar, a partir de la riqueza de
propagulos de cada uno de ellos, de modo que se garantizara aproximadamente la aplicacion de
600 esporas por maceta. En cada maceta se depositaron diez semillas y tres dias después de la
emergencia (DDE), se dejaron seis plantas por maceta.

Después de la siembra, todas las macetas se regaron hasta lograr una lamina de agua de 5 cm
por encima de la superficie del suelo por un periodo de 24 horas, momento a partir del cual se
drenaron, manteniendo el suelo a méaxima capacidad de retencion de agua hasta que brotaron
dos hojas por planta. Con posterioridad, se restablecio la ldmina de agua y se mantuvo hasta que
finalizo el experimento (50 DDE).

La cantidad total de nutrientes, equivalente a 0,738 g de N; 0,301 g de P.Os y 0,354 g de K20
por maceta, se aplico a los 20 y 35 DDE, correspondiendo a cada momento el 50 % de la misma,
utilizando como portadores Urea (46 % de N), Superfosfato Triple (46 % de P20Os) y Cloruro de
Potasio (60 % de K20), respectivamente.

Los tratamientos estudiados consistieron en plantas que se inocularon con las cuatro cepas de

HMA por separado (Cc, Gc, Ri y Fm) y un testigo sin inocular (noMA). El experimento se
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desarroll6 siguiendo un disefio experimental Completamente Aleatorizado, con cuatro
repeticiones.

En el invernadero donde fueron colocadas las macetas, las temperaturas diurnas y nocturnas
promedio fueron de 29 °C y 24 °C, respectivamente y la humedad relativa oscil6 entre 60-70 %,
variables que se midieron con un equipo Testoterm (JAPAN, testo® 610).

Se tomaron ocho plantas por tratamiento (dos plantas por maceta) en cada momento de
evaluacion. La altura (ALT), el ahijamiento o nimero de hijos (NH), la masa seca aérea (MSA)
y la masa seca de la raiz (MSR) se determinaron solamente a los 50 DDE. El porcentaje de
colonizacién micorrizica y la densidad visual se determinaron a los 30 y 50 DDE.

La ALT se midio desde la superficie del suelo hasta el extremo superior de la hoja mas larga
proyectada en la misma direccién del tallo (IRRI, 2002) y se expreso en cm; el nimero de hijos
se determin0 por conteo de tallos en cada planta muestreada y a la cantidad determinada se le
resto el valor 1 (tallo primario o planta madre). Posteriormente las plantas fueron separadas en
parte aérea y raiz para determinar la biomasa en ambos 6rganos.

Las raices se lavaron con abundante agua para eliminar el suelo adherido y se secaron con papel
absorbente. Ambas secciones de la planta se mantuvieron en estufa con tiro forzado de aire a 70
°C hasta alcanzar masa constante, la que se midi6 en una balanza técnica (Denver Instrument
PK-601), el resultado obtenido se expreso en g planta™.

Para la determinacion del porcentaje de colonizacion micorrizica y la densidad visual, se
tomaron todas las raices de las plantas muestreadas a los 30 DDE y en el caso de las muestras a
los 50 DDE se utilizaron las raices mas finas encontradas en la seccion media longitudinal. En

cada momento de evaluacion se tomaron hasta 200 mg de raices secas.
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La colonizacion micorrizica se determind por observacion visual en un microscopio estéreo 70x
(Stemi 2000-C), después de calentar en bafio de agua a ebullicion durante 30 min las raices
sumergidas en KOH al 10 %, estas se lavaron con abundante agua y se mantuvieron durante 5
min con HCI (37 % 1N), sequidamente se tifieron con 0,05 % de Azul de Tripan en &cido lactico
(v/v) de acuerdo con Phillips y Hayman (1970). Posteriormente, se utilizd el método de los
interceptos, desarrollado por Giovanetti y Mosse (1980) para la determinacion del porcentaje de
colonizacion micorrizica.

La densidad visual se determin6 segln la metodologia descrita por Trouvelot et al. (1986), por
medio de la evaluacion de la ocupacién flangica de cada fragmento de raiz, asignandosele un
nivel a los porcentajes de ocupacion, segun establece dicha metodologia.

Se calculo el indice de eficiencia simbidtica en funcion de cada una de las variables evaluadas

(ALT, NH, MSA y MSR), mediante la ecuacion propuesta por Siqueira 'y Franco (1988):

(MA) - (noMA)
(noMA)

donde: MA= Plantas inoculadas; noMA = Plantas no inoculadas.

*100

indice de eficiencia simbidtica =

Los datos se procesaron mediante Andlisis de Varianza de Clasificacion Simple, cuando
existieron diferencias significativas, las medias se compararon segin la Prueba de Rangos
Mudltiples de Duncan (p<0,05).

3.2. Evaluacion en condiciones de anaerobiosis del comportamiento de plantas de arroz,
inoculadas con HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos en tres momentos de su
desarrollo

Se realiz6 un experimento en la Estacion Experimental del Zaidin, Granada, Espafia (EEZ) en

el afio 2009 en condiciones de invernadero, para estudiar el comportamiento del arroz inoculado
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y sin inocular con HMA, al exponerlo ante reduccidn del suministro hidrico, en tres momentos
diferentes de la fase vegetativa y posterior recuperacion.

Se establecié un semillero de arroz en bandejas plasticas de 0,40 x 0,80 x 0,08 m con arena
estéril. Para lograr la germinacion se procedio como en el experimento anterior en cuanto al
manejo del agua (Acépite 3.1); cuando las plantas emitieron dos hojas se establecio una lamina
de agua de 3 cm hasta los 30 DDE.

A los 30 DDE se trasplanté una planta a cada maceta de 1 kg de capacidad (0,18 m de alto y
0,13 m de didmetro), que contenian un sustrato compuesto por arena (granulometria <1 mm) y
suelo (granulometria <5 mm) en proporcién 1:1 (v:v), que previamente se esterilizo; la arena a
120 °C durante 20 min, en una autoclave Selecta, modelo PRESOCLAVE-II 75 L, y el suelo a
95-100 °C, pero durante 60 min diarios en tres dias consecutivos.

Previo al trasplante se inocularon las plantas con la cepa R. intraradices (riqueza fingica: 56
esporas g* de in6culo), a razén de 5 g de indculo, por maceta, depositado debajo de la planta,
el 50 % de las mismas no se inocularon.

Las macetas se colocaron en el invernadero donde se estableci6 el semillero, con temperaturas
de 26 °C y 22 °C (dia/noche, respectivamente); humedad relativa entre 50-70; fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad y radiacion fotosintéticamente activa de 850 pmol m2s?,
medida con un LICOR portétil (Lincoln, NE, EE.UU., modelo LI-188B), siguiendo un disefio
experimental Completamente Aleatorizado, con arreglo factorial y cinco repeticiones, para lo
cual se emplearon 25 macetas por tratamiento.

El suministro de agua consistié en mantener una lamina de agua a 5 cm sobre la superficie del
sustrato en todos los tratamientos, hasta el momento en que se suspendié la lamina de agua (30,

40 y 50 DDT) a un grupo de macetas con plantas MA y noMA, por un periodo de 15 dias,
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momento en el cual se repuso la ld&mina de agua que permanecid hasta los 15 dias antes de
efectuar la cosecha; el grupo de macetas a las que no se les suspendid la ldmina de agua quedaron
como tratamientos testigos.

La aplicacion total de nutrientes, correspondiente a 0,123 g de N; 0,050 g de P20s y 0,059 g de
K20 por maceta, se realizé a los 20, 35 y 60 DDT, aplicando en cada momento el 30, 40 y 30
%, respectivamente, utilizando como portadores Urea (46 % de N), Superfosfato Triple (46 %
de P20s) y Cloruro de Potasio (60 % de K20), respectivamente.

Se tomaron cinco plantas por tratamiento a los 15 dias después del estrés hidrico (45, 55 y 65
DDT) y a los 122 DDT (25 dias antes de la cosecha del grano), para evaluar la altura de las
plantas (ALT), la masa fresca aérea (MFA) y de las raices (MFR), el rendimiento agricola y sus
componentes, el potencial hidrico foliar (W), la conductancia estomatica (CE), los contenidos
foliares de prolina (PRO), peroxido de hidrogeno (H202), de dafio oxidativo a lipidos (DOL), el
contenido de ascorbato reducido (ASC), el glutation reducido (GSH), ademas de la colonizacion
micorrizica en la raiz.

La ALT (cm) se evalud siguiendo el procedimiento del experimento anterior (Acapite 3.1). La
MFA 'y la MFR se determinaron por separado, a través de un corte que se realizé en la base del
tallo, la masa de ambos se midi6 en una Balanza Técnica (Denver Instrument PK-601, con
margen de error de 0,01 g) y se expreso en g planta™.

En el momento de la cosecha (147 DDT) cuando el 85 % de las espigas en la planta se tornaron
de coloracion amarilla (IRRI, 2002), se evalud el rendimiento agricola (g planta™) y sus
componentes (numero de paniculas por planta, granos llenos por panicula y masa de 1000
granos). Para el conteo de los granos llenos se tomaron ocho paniculas por tratamiento. Ademas,

se determind el rendimiento agricola relativo (RR%), dividiendo los valores de rendimientos
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alcanzados entre el valor maximo de rendimiento y después multiplicado por 100. Los valores
de RR% se utilizaron para determinar los niveles criticos de .

El W se determiné por el método Psicrométrico, dos horas después de iniciarse el fotoperiodo
diurno (entre las 9:00 am y 10:00 am), para lo cual se utilizdé un sistema integrado por el
microvoltimetro HR-33T conectado a una cdmara psicrométrica C52 (Wescor Inc, Logan, UT,
USA), tal como describen Porcel y Ruiz-Lozano (2004). Se tomaron 10 discos (0,005 m de
diametro) por tratamiento, de la parte central de las hojas de la planta y se colocaron en la cdmara
durante 15 min, para estabilizar la temperatura y el vapor de agua del disco, antes de realizar la
lectura del Wh, el cual se expres6 en MPa. Se determinaron niveles criticos del P basado en el
método de Cate y Nelson (1971), primero considerando todos los tratamientos estudiados y
posteriormente, subdividiendo poblaciones hasta lograr rangos de categorias de estrés.

La CE se midid utilizando un Porémetro AP4 (Delta-T Devices Ltd, Cambridge, Reino Unido),
en las mismas horas en las que se determinaron el ¥hYy se expres6 en mmol H,0 m2 s, Ambas
variables se midieron en las hojas bien desarrolladas del tercio superior de la planta.

Para los analisis bioquimicos de PRO, H202, DOL y GSH, se tomaron tres muestras cada una
de 0,5 g por planta y de 0,2 g por planta para el ASC, que se congelaron en el momento de los
muestreos con nitrégeno liquido y se conservaron a -80 °C.

Después de macerar las muestras en nitrégeno liquido y afiadido solucion de extraccion
especifica para cada variable (Tabla 5), se centrifugo o filtro segun correspondié y se extrajo el
sobrenadante (extracto). El precipitado de cada extraccion, se colectd en Eppendorf estériles,
previamente pesados para determinar la masa seca (MS). En todos los casos se midio la

absorbancia en un espectrofotometro Hitachi, modelo U-1900, Japon.
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Tabla 5. Condiciones y procedimientos de extraccion vegetal para la determinacion de las
variables bioguimicas analizadas.
Volumen de | Centrifugado o

Variables Soluciones de Extraccion ., .
extraccion filtrado

Acido tricloroacético (TCA) 5 % (m/v) +

peroxido de carbon activado 2 % (mv) + polivinil | 5mL |10 000 8 Gurante
g polipirolidona (PVPP) 2 % (m/v)

[?a_no oxidativo a Acido tricloroacético (TCA) 15 % (m/v) 4 mL 15.00 g durante 20

lipidos mina4°C

Ascorbato Acido Metafosforico 2 % (m/v) + NaCl 5 mi Se filtr6 con papel

reducido 20 % (m/v) de filtro

Glutation Acido sulfosalicilico 5 % (m/v) 5mL 1000 g durante 10

reducido y prolina min a4 °C
La PRO se determind segln el método de Bates et al. (1973). Se adiciond en tubos de vidrio
0,5 mL de extracto, 0,5 mL de acido acético glacial (1,05 g mL™) y 0,5 mL de ninhidrina acida
(1,04 mol L), Se calent6 la mezcla a 100 °C en bafio de agua durante una hora y se detuvo la
reaccion introduciendo los tubos en hielo. Se afiadié 1 mL de tolueno (99,8 %) y se agit6 en un
vortex durante 10 s. Se extrajo la fase resultante superior, conteniendo tolueno y prolina, y se
realizd la lectura de absorbancia a 530 nm. Como blanco se utiliz6 tolueno en lugar de extracto
(Tabla 5). Para la curva patron se utilizé prolina (Sigma) y se expresé en nmol gt MS.

Para la cuantificacion del H2O2 se procedio segun el método de Patterson et al. (1984), con
modificaciones descritas por Aroca et al. (2003). Se afiadio 100 pL de extracto a tubos de
vidrio y se le adicion6 una mezcla de reaccidn que contenia 1 mL de tampon fosfato potésico
100 mol L™, titanium oxalato 0,6 mol L y 4-(2-pyridylazo)resorcinol 0,6 mol L. Se calent6
la mezcla a 45 °C durante una hora, se detuvo la reaccion introduciendo los tubos en hielo y se
midio la absorbancia a 508 nm. Como blanco se utilizo TCA 5 % en lugar de extracto y la curva

patrén se preparo con H2O> disuelto en solucion de extraccion (Tabla 5). El contenido de H20:

se expreso en nmol g MS.
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ElI DOL se cuantifico por el método de Dhindsa et al. (1981), para lo cual se afiadieron 500 pL
de extracto a tubos eppendorf y 1,5 mL de una mezcla de reaccion que contenia &cido
tricloroacético (TCA) 15 % (m/v) y acido tiobarbiturico (TBA) 0,37 % (m/v). Se calentd la
mezcla a 100 °C en bafio de agua durante 30 min y se detuvo la reaccion introduciendo los tubos
en hielo durante 15 min y se midié la absorbancia a 532 nm y 600 nm. La absorbancia a 600 nm
se sustrajo a la lectura que se tomé a 532 nm para descontar la absorbancia no especifica. El
DOL se estim6 a partir del contenido de sustancias reactivas al TBA segun Halliwell y
Gutteridge (1989). Como blanco se utiliz6 solucion de extraccion en lugar de extracto (Tabla 5)
y para la curva patron se preparé con malondialdehido (MDA) disuelto en solucion de
extraccion. EI DOL se expresé en nmol MDA g* MS.

El contenido de ASC se cuantificd por espectrofotometria UV-visible tras la reduccién de
2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), segun el método de Leipner et al. (1997), para lo cual se
afiadié en tuvo de vidrio 300 pL de extracto con 200 pL de KoHPO4 al 45 % (m/v), tras 15 min
de incubacién a 25 °C, se afiadio 1 mL de tampon &cido citrico-fosfato potasico 2 M (pH 2,3)
y 1 mL de DCPIP 0,003 % (m/v). La absorbancia se midié a 524 nm. Como blanco se utiliz6
solucién de extraccion en lugar de extracto (Tabla 5). El contenido de ascorbato reducido se
expresé en nmol gt MS.

El contenido de GSH se determino segun el método de Smith (1985), para lo cual se afiadieron
en tubo de vidrio, una mezcla de 1,125 mL de tampén fosfato potasico 0,5 mol L (pH 7,5) con
0,75 mL de extracto. Posteriormente, se afiadieron 0,5 mL de tampén fosfato sodico 0,1 mol L™
(pH 7,5) que contenia 5 mol L' EDTA, 0,2 mL de 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico) 6 mol L?,
0,1 mL de NADPH 2 mol L'* y 0,1 mL de glutation reductasa (Sigma, 200 unidades mg™ de

proteina). Las lecturas de la absorbancia se realizaron a 412 nm durante 5 min con un intervalo
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de 1 min. Como blanco se utiliz6 solucion de extraccion en lugar de extracto (Tabla 5) y para la
curva patrén se utilizo glutation oxidado (GSSG) disuelto en solucion de extraccion. El
contenido de glutation reducido se expres6 en nmol g* MS.

Por ultimo, se determind la colonizacién micorrizica siguiendo el procedimiento del
experimento anterior (Acéapite 3.1).

Las medias de los tratamientos se compararon a partir de los Intervalos de Confianza para
a=0,05. Se determinaron los incrementos del rendimiento agricola por efecto de la inoculacion,
por la condicién de reduccién del suministro hidrico y por la interaccion de ambos factores,
incrementos a los que se le realizaron analisis de Varianza de Clasificacion Simple y cuando
existieron diferencias significativas, las medias se compararon segun la Prueba de Rangos
Multiples de Duncan (p<0,05).

3.3. Evaluacion en condiciones de aerobiosis del comportamiento de plantas de arroz,
inoculadas con HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos

Se estudio la respuesta de las plantas de arroz inoculadas con la cepa R. intraradices y cultivadas
en condiciones de aerobiosis, expuestas a diferentes regimenes del suministro hidrico, a partir
de los 30 DDT por un periodo de 15 dias, evaluandose en tres momentos, antes de imponer el
la reduccion del suministro hidrico (30 DDT), después del periodo de déficit hidrico (45 DDT)
y tras la recuperacion de las plantas (70 DDT).

Para lo anterior, se realizo un experimento en la Estacion Experimental del Zaidin, Granada,
Espafia (EEZ), en el afio 2010, en condiciones controladas de camara de crecimiento
(DYCOMETAL, modelo CM 08790).

Se establecié un semillero de arroz bajo las mismas condiciones y con igual manejo en que se

desarrollo el experimento anterior (Acépite 3.2). El trasplante se efectu6 a los 14 DDE a macetas
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con capacidad de 0,4 kg (0,10 m de alto y 0,07 m de didmetro), el sustrato estaba compuesto por
suelo (<5 mm), arena (<1 mm) y vermiculita, en proporcion 1:2:6 (v:v:v), que previamente se
esterilizé siguiendo el procedimiento del experimento anterior (Acapite 3.2), en el caso de la
vermiculita se esterilizd por el mismo procedimiento que se siguio con la arena. Al momento
del trasplante un grupo de plantas se inocularon con HMA siguiendo el mismo procedimiento
del experimento anterior (Acépite 3.2) y otro grupo quedo sin inocular.

Se trasplantd una planta por maceta y se realizo el riego diariamente con 25 mL de agua,
alternado con igual volumen de solucion nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)
modificada mediante la disminucion de 25 % del contenido de fésforo (Anexo 2) hasta los 30
DDT, momento a partir del cual se establecieron los tratamientos de reduccion del suministro
hidrico.

Un tratamiento considerado testigo, consistié en regar las plantas con 25 mL de agua (H1), el
primer tratamiento de reduccién del suministro hidrico se regé con 10 mL (H2) y el otro
tratamiento recibié en cada riego 5 mL. En los tratamientos H2 y H3 se mantuvo la misma
cantidad total de nutrientes que para el tratamiento testigo (H1). EI periodo con reduccion del
suministro hidrico fue de 15 dias, posterior a este se restablecieron las condiciones de humedad
existentes antes de imponer la reduccion del suministro hidrico (adicionando los mismos 25 mL
agua y solucidn nutritiva), hasta los 70 DDT para todos los tratamientos.

Se conformaron seis tratamientos (dos niveles con y sin HMA y tres niveles de régimen de
humedad en el sustrato), con cuatro repeticiones, utilizandose un total de 72 macetas, siguiendo
un disefio experimental Completamente Aleatorizado.

Las macetas se mantuvieron en una camara de crecimiento, con temperaturas de 23 °C y 19 °C

(dia/noche); humedad relativa entre 60-70 %; fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad y
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radiacion fotosintéticamente activa de 250 pumol m2s*, medida con un LICOR portatil (Lincoln,
NE, EE.UU., modelo LI-188B).

Las evaluaciones que se realizaron se correspondieron con las del experimento anterior (Acapite
3.2), con la excepcion del rendimiento agricola y sus componentes. La ALT, la MFR y la MFR
se evaluaron en tres momentos: antes de imponer el estrés hidrico (30 DDT), a los 15 dias
posteriores a la imposicion de la reduccion del suministro hidrico (45 DDT) y a los 70 DDT,
momento denominado periodo de recuperacion. El Wh, la CE y las variables bioquimicas, solo
se evaluaron en los dos ultimos momentos. En el caso de la CE se midié dos horas después de
iniciarse el fotoperiodo diurno (entre las 9:00 am y 10:00 am para las evaluaciones que se
realizaron a los 45 DDT vy, entre las 12:00 pm y 1:00 pm a los 70 DDT).

Los datos obtenidos se procesaron mediante Analisis de Varianza de Clasificacién Doble,
cuando existieron diferencias significativas, las medias se compararon segln la Prueba de
Rangos Mdltiples de Duncan (p<0,05).

3.4. Evaluacién en condiciones de campo del comportamiento de plantas de arroz, inoculadas
con HMA y expuestas a suspension de la lamina de agua en tres momentos de su desarrollo
A partir de los resultados encontrados en el primer experimento (Acépite 4.1) se utilizé en este
estudio la cepa G. cubense, con el objetivo de evaluar plantas de arroz inoculadas o no con HMA
en condiciones de campo expuestas a suspension de la lamina de agua en tres momentos
diferentes del desarrollo del cultivo. El experimento se realizo en las areas de campo de laUCTB
“Los Palacios” desde enero hasta julio de 2011.

El area se preparo iniciando la roturacion del suelo hasta una profundidad de 0,20 m en un

estado de escasa humedad y considerado seco, después se realizé un pase de grada, luego se
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irrigo hasta lograr una ldmina de agua de altura inferior a 10 cm, finalmente se realizé el
fangueo (MINAG, 2005).

El comportamiento de las variables meteoroldgicas durante el periodo experimental se evalud
in situ y se presentan en el Anexo 3. Las precipitaciones se midieron con un pluviometro de
cufa graduado, fijado a un soporte de madera a 1 m de altura de la superficie del suelo, ubicado
en el centro del area experimental. La temperatura (°C) y la humedad relativa (%) se midieron
con un equipo Testoterm (JAPAN, testo® 610).

Se establecio el semillero de arroz (26 de enero, 2011) en una parcela de 40 m?, con una dosis
de 700 g de semilla m?, sembrandose el 50 % del area, con semillas sin inocular (noMA) v el
resto se inoculd (MA) con Glomus cubense (20 esporas g de indculo), por el método de
recubrimiento de Fernandez et al. (2001), en este caso se utilizo la cepa G cubense por no contar
con suficiente indculo de la cepa R. intraradices. El riego en el semillero se realizd segun el
procedimiento establecido en condiciones de campo para promover la germinacion y
emergencia del arroz (MINAG, 2008) y se estableci6 una lamina de agua cuando brotaron dos
hojas por planta. Transcurrido 20 DDE se aplico fungicida (Amistar a 0,5 L ha) e insecticida
(Karate a 0,3 L ha) de forma preventiva, ademas se aplico urea a razon de 2 kg en cada semillero
(MINAG, 2011b).

A los 30 DDE se realizo el trasplante (3 de marzo, 2011) y se reinocularon las plantas
procedentes del semillero inoculado con HMA, mediante la inmersion de todas las raices a la
vez, en una suspension de 1 kg de inoculo micorrizico (G. cubense) en 5 L de agua.

El trasplante se efectu6 de forma manual a una distancia entre plantas de 0,20 m x 0,20 m y una
planta por sitio, en cuatro terrazas experimentales de 40 m x 80 m, separadas entre ellas por vias

de acceso de 4 m de ancho; cada terraza contd con riego independiente, lo que facilito la
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suspension de la lamina de agua (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT durante 15 dias y una terraza
permanecio en aniego permanente (Sin E) con una lamina de agua de 10 cm hasta los 15 dias
antes de la cosecha (MINAG, 2005). En cada terraza se conformaron diez parcelas de 20 m?
cada una, con 1 m de separacion entre si, el 50 % de ellas con plantas reinoculadas con HMA
(MA) y el resto con plantas sin inocular (hnoMA).

La aplicacion total de nutrientes, correspondiente a 185 kg ha* de N, 75 kg ha™* de P,0s y 90
kg ha! de K20, se realiz6 a los 20, 35y 70 DDT, aplicando en cada momento el 30, 40 y 30 %,
respectivamente y utilizando como portadores Urea (46 % de N), Superfosfato Triple (46 % de
P,Os) y Cloruro de Potasio (60 % de K20), respectivamente.

En la cosecha se evalud el rendimiento agricola estimado (t ha*) en un area de 16 m? por parcela,
segun las metodologias descritas por IRRI (2002).

Se evalud los porcentajes de colonizacion y densidad visual, siguiendo los procedimientos
descritos en el primer experimento (Acéapite 3.1), tomandose diez plantas por parcela, 15 dias
después de suspender la lamina de agua en los tratamientos (45, 55y 65 DDT) y en el momento
de la cosecha (130 DDT).

Las medias de los tratamientos se compararon a partir de los Intervalos de Confianza, para
a=0,05. Se determinaron los incrementos del rendimiento agricola por efecto de la inoculacién,
por la condicién sin lamina de agua y por la interaccion de ambos factores, ademas del
incremento de la colonizacidon micorrizica y la densidad visual; incrementos a los que se le
realizaron analisis de Varianza de Clasificacion Simple y cuando existieron diferencias
significativas, las medias se compararon segun la Prueba de Rangos Mudltiples de Duncan

(p<0,05).
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Capitulo IV Resultados y Discusion

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion de cepas de hongos micorrizico arbusculares en plantas de arroz
Crecimiento y desarrollo
Al analizar el comportamiento manifestado por las variables altura, ahijamiento, masa seca aérea
y de la raiz en plantas de arroz a los 50 DDE (Figura 4), se observo que, con la excepcion de la
masa seca aérea de plantas inoculadas con F. mosseae (Figura 4 B), las plantas inoculadas con

HMA reflejaron significativamente las magnitudes mayores.
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Figura 4. Altura (A), masa seca aérea (B), ahijamiento (C) y masa seca de la raiz (D) a los 50 DDE de plantas
de arroz sin inocular e inoculadas con HMA, cultivadas en condiciones de anaerobiosis en un suelo Hidromérfico
Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico. Barras con letras desiguales difieren significativamente (p<0,05) segun
Prueba de Rangos Mudltiples de Duncan.
Leyenda: Cepas de hongos micorrizico arbusculares (HMA): Claroideoglomus claroideum (Cc); Glomus
cubense (Gc); Rhizoglomus intraradices (Ri) y Funneliformis mosseae (Fm). Plantas no inoculadas (noMA).
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La excepcidn estuvo dada por la similitud encontrada en la masa seca aérea entre las plantas
inoculadas con F. mosseae y las plantas sin inocular. Siempre R. intraradices y G. cubense
estuvieron entre las cepas de HMA que provocaron un efecto mayor en las variables del
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Colonizacion micorrizica y densidad visual en las raices

En los momentos en que se hicieron las evaluaciones de la colonizacion micorrizica en las raices
de las plantas que no fueron inoculadas con las cepas de HMA no se encontrd colonizacién
micorrizica. A los 30 DDE, no se observo en el interior de la raiz colonizacion en ninguno de
los tratamientos donde se inoculé con HMA. Sin embargo, a los 50 DDE se aprecié colonizacion

micorrizica (Figura 5 A) sin que existieran diferencias significativas entre las cepas R.

intraradices, G. cubense y C. claroideum.
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Figura 5. Colonizacion micorrizica (A) y densidad visual (B) a los 50 DDE en raices de arroz sin inocular e
inoculado con HMA, cultivado en condiciones de anaerobiosis en un suelo Hidromérfico Gley Nodular
Ferruginoso Petroférrico. Barras con letras desiguales difieren significativamente (p<0,05) segiun Prueba de
Rangos Mdltiples de Duncan.

Leyenda: Cepas de hongos micorrizico arbusculares (HMA): Claroideoglomus claroideum (Cc); Glomus
cubense (Gc); Rhizoglomus intraradices (Ri) y Funneliformis mosseae (Fm). Plantas no inoculadas (noMA);
Dias después de la emergencia (DDE).

La densidad visual (DV) a los 50 DDE (Figura 5 B) indico los valores mayores en las cepas

R. intraradices, G. cubense y C. claroideum, destacandose el tratamiento inoculado con la
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cepa R. intraradices, donde se encontré una mayor ocupacion del hongo en el interior de las
raices. La asociacion mas débil HMA-planta de arroz se observé con la cepa F. mosseae.
En cuanto al indice de eficiencia simbidtica en funcion de las variables evaluadas (ALT, MSA,

NH y MSR), se encontraron los porcentajes mayores de eficiencia en el nimero de hijos por

planta (Figura 6).
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Figura 6. Indice de eficiencia simbidtica a los 50 DDE, en funcion de la altura (ALT); masa seca aérea (MSA);
Ahijamiento (NH) y masa seca de la raiz (MSR) en plantas de arroz a los 50 DDE inoculadas con HMA
cultivadas en condiciones de macetas en un suelo Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico. Barras
con letras desiguales difieren significativamente (p<0,05) seglin Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan.
Leyenda: Cepas de hongos micorrizico arbusculares (HMA): Claroideoglomus claroideum (Cc); Glomus
cubense (Gc); Rhizoglomus intraradices (Ri) y Funneliformis mosseae (Fm).

El indice de eficiencia simbidtica demostro que siempre las cepas R. intraradices y G. cubense

estuvieron entre las que exhibieron los mayores incrementos. Por otra parte, se observo que la

Ruiz-Sdnchez, M. 46



Capitulo IV Resultados y Discusion

cepa F. mosseae resulto ser la de menor eficiencia simbidtica, con excepcion de la evaluacién
en funcion de la masa radical, en la que esta cepa fue superior a C. claroideum.

En sentido general en las variables de crecimiento se encontraron incrementos en la
altura, el numero de hijos y en la masa seca aérea, provocado por la inoculacion de las
cepas R. intraradices, G. cubense y C. claroideum, respecto a F. mosseae y al testigo no
inoculado. Otros autores (Hernandez y Cueva, 1999; Porcel y Ruiz-Lozano, 2004; Rivera et al.,
2007; Ruiz Lozano et al., 2012; Barzana, 2014) han encontrado incrementos en el crecimiento
y desarrollo de las plantas inoculadas, respecto a las no inoculadas.

Referido a la altura de las plantas (Figura 3 A), los resultados encontrados se correspondieron
con los informados por Hernandez y Cuevas (1999) quienes inocularon plantas de arroz con
diferentes cepas de HMA (R. fasciculatum, R. manihotis y R. intraradices) en condiciones
semejantes de suelo y cultivo y observaron valores mayores en las plantas inoculadas; pero sin
diferencias entre ellas, con respecto a las plantas testigo no inoculadas.

Teniendo en cuenta que el ahijamiento es un componente esencial del rendimiento agricola
(Aguilar, 2001; Jarma et al., 2010), resulta relevante el hecho de que los valores superiores de
eficiencia simbidtica se obtuvieron al considerar el nimero de hijos por planta. Estos resultados
demuestran las diferencias en la capacidad de distintos HMA para adaptarse y vivir en
asociacion con la planta hospedera, ademéas de promover el crecimiento y desarrollo de las
mismas. Este comportamiento esta relacionado con la presencia de la asociacion micorrizica.
En los tratamientos no inoculados no se observd colonizacion micorrizica, debido a la
esterilizacion a la que fue sometido el suelo. En el caso de las plantas inoculadas donde no se
observd colonizacion micorrizica a los 30 DDE, pudiera explicarse por un retardo en la

germinacion de las esporas, debido a la existencia de cantidades limitadas de oxigeno en el suelo
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condicionada por la presencia de la lamina de agua y a un efecto de dilucién de los exudados
radicales que constituyen moléculas sefiales en la interaccion planta-HMA, como pudieran ser
las estrigolactonas.

Las estrigolactonas son consideradas hormonas y moléculas sefiales especificas de este tipo de
simbiosis en los HMA (Akiyama et al., 2010; Yoshida et al., 2012), las mismas poseen un enlace
éter muy labil, que puede ser facilmente hidrolizado en la rizosfera (Rochange, 2010). La
dilucion de esta hormona en las condiciones de anaerobiosis pudiera afectar dos etapas iniciales
del establecimiento de la simbiosis, como la germinacion de las esporas (LOpez-Raez et al.,
2010) y el crecimiento hifal e incluso la ramificaciéon hifal en el proceso de colonizacién
(Yoshida et al., 2012).

La presencia de colonizacién a los 50 DDE (Figura 5 A), se puede atribuir en este estadio al
mayor crecimiento y desarrollo de la planta de arroz, que provocé mayor oxigenacion de la zona
rizosférica, a partir del transporte de mayor cantidad de oxigeno desde la parte aérea hacia las
raices. Asi mismo, se debi6 incrementar el intercambio gaseoso entre la planta y la atmésfera y
por tanto, mayor transporte de carbohidratos a las raices (Kiers et al., 2011), todo lo cual, al
parecer cred condiciones favorables que estimularon la germinacion de las esporas de HMA y
la colonizacién micorrizica.

No obstante a lo manifestado anteriormente, los porcentajes de colonizacién micorrizica y
densidad visual alcanzados a los 50 DDE se pueden consideran bajos (Figura 5 A), en
comparacion con los encontrados en otros cultivos como trigo (Plana et al., 2008; Bheemareddy
y Lakshman, 2011) y pastos (Gonzélez et al., 2015), que se cultivan en condiciones de
aerobiosis. Aun cuando los valores de colonizacion micorrizica y densidad visual se consideran

bajos, resultaron efectivos.
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También, puede deberse a las condiciones de anaerobiosis sobre el desarrollo de la
micorrizacion en las plantas de arroz y como consecuencia de dichas condiciones se modifica
la arquitectura de la raiz en la planta de arroz (Gutjahr et al., 2009), que conduce al predominio
de raices con mayor tejido aerénquima, dejando menos espacio al tejido cortical (Gutjahr et al.,
2009; Vallino et al., 2014), siendo precisamente este ultimo tejido en el que se establece el
hongo micorrizico arbuscular en la raiz (Smith y Read, 2008).

La DV, mide con mayor claridad la intensidad de la colonizacion micorrizica en la raiz, asi
como el funcionamiento micorrizico, a través del intercambio simbiotico de la especie de hongo
micorrizégeno con la planta. Los resultados obtenidos de DV, demostraron la capacidad de R.
intraradices en primer lugar, seguido por G. cubense y C. claroideum, para adaptarse a
condiciones de inundacion (anaerobiosis), a pesar de que estas cepas no fueron aisladas
residentes de suelos dedicados al monocultivo de arroz bajo estas condiciones.

Recientemente, Vallino et al. (2014) informaron que la colonizacion micorrizica en plantas de
arroz contribuye a su adaptacion a condiciones de anaerobiosis y aerobiosis, asi como a los
cambios de una condicion a la otra. Ademas, detectaron la expresion de transportadores de
fosfato y amonio considerados marcadores de la funcionalidad de la simbiosis, aun cuando los
porcentajes de colonizacion micorrizica eran bajos (entre 8 y 25 %) dadas las condiciones de
anaerobiosis.

De acuerdo con Rivera et al. (2007), el suelo es determinante en la colonizacion micorrizica,
puesto que los HMA son microrganismos edéaficos y las propiedades fisico-quimicas del suelo
determinan, tanto la capacidad de adaptabilidad y establecimiento de los HMA, como la
eficiencia simbiotica. Sin embargo, en este estudio debido a las condiciones de oxidacion-

reduccion que se generan en un suelo con lamina de agua (anaerobiosis), donde se modifican el
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potencial redox, el pH, las condiciones de solubilizacién de nutrientes para las plantas, entre
otras propiedades, se torna complejo asociar el comportamiento de las cepas de HMA con las
condiciones edaficas. Estas modificaciones condicionaron que tres de las cepas de HMA
evaluadas manifestaran un comportamiento semejante y que la cepa F. mosseae, descrita como
eficiente para condiciones de suelo acido (Rivera et al., 2014), reflejara el peor comportamiento,
por provocar la menor respuesta simbidtica y un desarrollo mas limitado de las plantas, lo cual
se evidencid en la eficiencia simbiotica y la densidad visual.

Un aspecto a considerar en todo el comportamiento analizado, aunque no fue evaluado, esta
referido al efecto que pudiera sobre el incremento en el crecimiento y desarrollo de las plantas
inoculadas con respecto a las no inoculadas, la produccion hormonal durante el reconocimiento
entre los simbiontes y establecimiento de la asociacion, tal como sugirieron Fernandez et al.
(2002) a partir del incremento en la formacion de callos embriogénicos en café (Coffea
canephora).

Recientemente algunos autores (Foo et al., 2013; Fusconi, 2014), también han manifestado en
plantas micorrizadas una mayor estimulacion en la produccién de fitohormonas, que pueden
contribuir de alguna manera al incremento del crecimiento de las plantas. No obstante, otros
autores consideran que los resultados en este sentido no estan totalmente esclarecidos y en
ocasiones son contradictorios (Gutjahr, 2014; Pozo et al., 2015).

Los resultados indican que en el momento del reconocimiento de los simbiontes y después de
establecida la colonizacion, debe existir un equilibrio en la liberacion y produccion de
hormonas, tanto del HMA, como de la planta, que regulan el establecimiento de la colonizacion
y determinan un mejor funcionamiento micorrizico, que se manifieste en el crecimiento y

desarrollo de la planta.
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4.2. Evaluacion en condiciones de anaerobiosis del comportamiento de plantas de arroz,
inoculadas con HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos en tres momentos de su
desarrollo

La reduccion del suministro hidrico
condicion0 el agrietamiento del sustrato
en la maceta, ademas del enrollamiento
y ereccion de las hojas, evidenciando un
déficit hidrico, en los tres momentos

que se aplico la reduccion (Figura 7).

Crecimiento y desarrollo

Figura7. Efectos de la reduccion del suministro hidrico por
un periodo de 15 dias a los 30 DDT, en condiciones de
macetas.

En la Figura 8 se presentan el efecto de
la inoculacion con R. intraradices en la
altura (ALT), la acumulacion de masa fresca de la parte aérea (MFA) y de las raices (MFR) de
plantas de arroz que permanecieron con una lamina de agua desde el momento del trasplante
(Sin E) y que fueron expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con E) por un periodo de 15
dias a los 30, 40 y 50 DDT.

Las plantas expuestas a reduccion del suministro hidrico mostraron menor ALT (Figura 8
A) y MFA (Figura 8 C) independientemente de estar inoculadas o no. En el caso de la MFR se
presentaron los valores mayores en las plantas expuestas a reduccién del suministro hidrico en
los tres momentos que se impuso esta condicion (Figura 8 E). La inoculacion con R. intraradices
favorecio dicho incremento, hasta en las plantas testigo (Sin E).

Después del periodo de recuperacion (122 DDT), no se encontr6 diferencias en la ALT entre

las plantas inoculadas y las no inoculadas dentro de cada tratamiento (Figura 8 B); mientras
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que las plantas inoculadas siempre presentaron valores mayores de MFA (Figura 8 D) y de

MFR (Figura 8 F), respecto a las plantas testigo noMA.
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Figura 8. Altura (A y B), masa fresca aérea (C y D) y masa fresca de la raiz (E y F), 15 dias después de
iniciar la reduccién del suministro hidrico y 25 dias antes de la cosecha, en plantas de arroz inoculadas con R.
intraradices (MA) y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de
macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50
DDT, respectivamente. Marcas sobre las barras indican Intervalos de confianza («=0,05).

La reduccién del suministro hidrico a los 30 DDT provoc6 mayor ALT, MFA y MFR después

del periodo de recuperacién (122 DDT), tanto en plantas inoculadas, como no inoculadas. Por
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el contrario dicha reduccion a los 40 y 50 DDT limit6 el crecimiento y desarrollo del arroz
(Figura 8 B, D y F), respecto a su imposicion a los 30 DDT.

Rendimiento agricola y sus componentes

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la cantidad de paniculas por
planta, los granos llenos por panicula, la masa de 1000 granos y el rendimiento agricola en las
plantas de arroz inoculadas con R. intraradices y que se expusieron a reduccion del suministro

hidrico por un periodo de 15 dias durante la fase vegetativa (30, 40 y 50 DDT).
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Figura 9. Paniculas por planta (A), granos llenos por panicula (B), masa de 1000 granos (C) y rendimiento
agricola (D), en el momento de la cosecha (147 DDT) en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices (MA)
y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v), en condiciones de macetas y con lamina
de agua (Sin E), expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT, respectivamente.
Marcas sobre las barras indican Intervalos de confianza («=0,05).

Las paniculas por planta se incrementaron en los tratamientos expuestos a reduccion del

suministro hidrico a los 30 DDT, sin que se apreciara efecto de la inoculacion, respecto al resto
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de los tratamientos (Figura 9 A). En la medida que se aplicd més tardiamente (40 y 50 DDT) la
reduccidon del suministro hidrico, la cantidad de paniculas por planta disminuyd y no se observo
efecto de la inoculacién micorrizica. La cantidad menor de paniculas correspondié a las plantas
testigo (Sin E) y fue Unicamente en esta condicion donde se encontro efecto de la inoculacion.
Los resultados obtenidos de granos llenos por panicula a los 30 DDT fueron superiores en las
plantas con reduccién del suministro hidrico y que fueron inoculadas con HMA (Figura 9 B);
mientras que, la cantidad menor de granos se observé en las plantas testigo (Sin E); aunque el
tratamiento inoculado mostré un incremento. La inoculacién no tuvo efecto cuando se redujo el
suministro hidrico pasados los 30 DDT. No se encontro efecto de los tratamientos en la masa de
1000 granos (Figura 9 C), resultado que coincide con lo informado por Polén y Castro (1999),
Polon (2007) y Garcia et al. (2010).

En correspondencia con el comportamiento de los componentes del rendimiento evaluados, el
rendimiento mayor por planta (Figura 9 D) se obtuvo en las expuestas a reduccién del suministro
hidrico a los 30 DDT vy que fueron inoculadas; mientras que, el rendimiento menor se encontrd
en las plantas que no se expusieron a esta condicion y no se inocularon. Este indicador
disminuyé cuando se impuso la reduccion del suministro hidrico a los 50 DDT; aunque fue
mayor que el testigo.

El arroz se cultiva en Cuba manteniendo una ldmina de agua durante casi todo el ciclo biologico
del cultivo; sin embargo, los resultados aqui analizados permiten destacar que, bajo esa
condicion, el rendimiento agricola se afecta, alejandolo del potencial de la especie. En las
condiciones mencionadas, las plantas presentaron las cantidades menores de paniculas por
planta, granos llenos por panicula y el menor rendimiento y, en todos los casos, la inoculacion

provoco incrementos de estos indicadores.

Ruiz-Sdnchez, M. 54



Capitulo IV Resultados y Discusion

Exponer a la planta de arroz a reduccion del suministro hidrico en algin momento de la fase
vegetativa por un periodo de tiempo de 15 dias, no afecto al cultivo y garantizo el incremento
del rendimiento agricola. Al respecto, Polon y Castro (1999) y Garcia et al. (2009), afirmaron
que el estrés hidrico en la fase vegetativa en plantas de arroz incrementé el nimero de paniculas
por planta, variable que identificaron como determinante en el rendimiento agricola.

La reduccién del suministro hidrico por un periodo de 15 dias a partir de los 30 DDT, provocé
valores elevados de ALT, MFA, MFR, paniculas por planta y de granos llenos por panicula, asi
como, mayor rendimiento agricola. En particular la MFA, MFR, los granos llenos por panicula
y el rendimiento, fueron superiores cuando la planta se inocul6 con HMA.

El incremento en el desarrollo de las plantas inoculadas con HMA, también se inform por otros
investigadores trabajando en cultivos como, trigo (Plana et al., 2008), maiz (Li et al., 2011) y
en el arroz (Maiti et al., 2012), este ultimo en condiciones de secano y en rotacion de cultivo
con otros cultivos.

El incremento del nimero de paniculas por planta puede estar relacionado con el desarrollo del
sistema radical, expresado en este caso como MFR, tal como han sefialado otros investigadores
(Yoshida, 1981; Poldn y Castro, 1999; Garcia et al., 2009).

El aumento del nimero de granos llenos por panicula pudiera estar asociado con el incremento
de la ALT y de la MFA, que son indicativo de un desarrollo foliar mayor y posiblemente de una
actividad fotosintética superior. Esto pudiera ocasionar un incremento de carbohidratos
productos de la fotosintesis que serian translocados al grano, contribuyendo asi a su llenado (Xu

y Zhou, 2007; Garcia et al., 2009; Garcia et al., 2010).
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El incremento del rendimiento agricola en cada momento, provocado por la inoculacion con
HMA, por la reduccion del suministro hidrico impuesto a los 30, 40 y 50 DDT vy por la
interaccion de ambos se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de incrementos del rendimiento agricola del arroz en cada momento, por

efecto de la inoculacion con HMA, de la reduccién del suministro hidrico en los diferentes
momentos de la fase vegetativa y de la interaccion de ambos factores.

Tratamientos Incremento (%) por efecto de:
MA Estrés MA + Estrés
Testigo (Sin E) 10,41 a 0,00 0,00
30 DDT 9,83 a 29,95 a 42,73 a
40 DDT 0,00 b 22,73 Db 35,89 b
50 DDT 0,00 b 13,33 ¢ 19,4 ¢
ESx 1,59 * 1,88 ** 1,71 **

* Nivel de significacion para el 95 % ** Nivel de significacion para el 99 %

La reduccion del suministro hidrico impuesto a los 30 DDT provocO incrementos del
rendimiento, con menor dispersion de los resultados, tanto por efecto de la inoculacién, por la
condicion de déficit hidrico, como por la interaccion de ambos factores; mientras que, los
menores incrementos estuvieron asociados a las plantas del tratamiento con reduccion del
suministro hidrico a los 50 DDT.

Con estos resultados se corrobor6 lo sefialado por otros autores de forma independiente, en cuanto
al incremento del rendimiento agricola del arroz por efecto de la inoculacion con HMA (Rivera et
al., 2007; Maiti et al., 2011, 2012) y por el estrés hidrico intencionado (Polon y Castro 1999;
Garcia et al., 2009). Garcia et al. (2009) en condiciones semicontroladas, al someter el cultivar de
arroz J-104 a estrés hidrico en la fase vegetativa (50 y 57 dias después de la siembra, en las épocas
seca Y lluviosa, respectivamente), encontraron que las plantas con estrés hidrico presentaron un
incremento del rendimiento agricola, que oscil6 entre 30 % y 43 % en la época seca y lluviosa,

respectivamente.
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El comportamiento en el crecimiento y desarrollo de las plantas de arroz que se expusieron a
reduccion del suministro hidrico a los 30 DDT, pudo estar relacionado con un mecanismo de
respuesta ante esa condicion, denominado “evasion” (Laffite et al., 2007), mediante el cual las
plantas activan mecanismos que permiten el ajuste osmotico a nivel celular (Augé et al., 2008;
Ruiz-Lozano et al., 2012), con la finalidad de mantener la turgencia de la célula y los procesos
que dependen de ella, tales como la expansion y el crecimiento celular, la apertura de estomas
y la fotosintesis, asi como el mantenimiento de un gradiente de potencial hidrico favorable a la
entrada de agua en la planta (Ruiz-Lozano et al., 2012). De acuerdo con los resultados de este
experimento, la inoculacién con HMA favorece estos mecanismos en la planta de arroz.

La condicion de reduccién del suministro hidrico a los 30 DDT, limité el crecimiento y
desarrollo de la planta; sin embargo, a los 122 DDT se increment6 el mismo, lo que pudiera
estar relacionado, por una parte, con el tiempo que medio desde que las plantas concluyeron este
periodo y el momento de la recuperacion, el cual fue menor en aquellas que se expusieron mas
tardiamente a esta condicién y por otra parte, con el estado fenoldgico de la planta en el
momento de imponer la reduccién del suministro hidrico.

Resulta importante sefialar que a los 40 DDT y 50 DDT, la planta pudiera encontrarse inmersa
en el inicio y desarrollo de la fase reproductiva, por lo que el metabolismo de la planta puede
que se esté reservando para el cambio de primordio y la floracion, procesos que se pudieron
afectar en mayor magnitud al imponerse la reduccion del suministro hidrico, con respecto a
los 30 DDT.

Todo lo argumentado con anterioridad, permite explicar por qué la reduccién del suministro
hidrico a los 30 DDT estimul6 el crecimiento y desarrollo de las plantas de arroz, donde

adicionalmente, esa estimulacion fue mayor cuando se realizé la inoculacion con HMA.
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Sea cual fuera el mecanismo desarrollado por las plantas, aquellas que se inocularon tuvieron
mejor recuperacion tras un periodo de reduccién en el suministro de agua, ya que se incremento
el crecimiento de las plantas a un ritmo mas rapido cuando el riego fue restaurado,
comportamiento que se correspondio con lo sefialado por Polén (2007) y Miransari (2010).
Comportamiento de otros indicadores fisioldgicos en las plantas

Las variables potencial hidrico foliar (¥h) y conductancia estomética (CE) se muestran en la
Figura 10. El Wy se incrementd en las plantas que no se sometieron a reduccion del suministro
hidrico y decrecio cuando éste se impuso a los 50 DDT (Figura 10 A) y bajo esta condicion, la
inoculacion con HMA mantuvieron los valores mas altos de Wh.

El periodo de reduccion del suministro de agua provocé un estrés hidrico en la planta, que se
incrementd en la medida en que el estrés se impuso mas tardiamente, reflejado esto en una
disminucion del Wh (Figura 9 A); ademas, bajo las condiciones, la inoculacion provoco que se
encontraran siempre valores de Wh superiores a los encontrados en plantas no inoculadas.
Después de la recuperacion a los 122 DDT (Figura 10 B), en las plantas que se expusieron
a estrés hidrico el ¥h aumentd, con respecto a las evaluaciones realizadas previamente y fue
mayor en plantas inoculadas sin estresar y estresadas a los 30 DDT; aunque sin diferencias
con el testigo.

La CE (Figura 10 C), siempre fue mayor en las plantas testigos (Sin E), encontrandose los
valores mayores en aquellas evaluadas a los 45 DDT, inoculadas o no con HMA. Bajo estas
condiciones, la CE disminuyo a los 55 DDT y se mantuvo con igual magnitud hasta la
evaluacion realizada a los 122 DDT (después de la recuperacion, Figura 9 D), donde se observo

un aumento de esta variable por efecto de la inoculacion.
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Las plantas que se expusieron a reduccién del suministro hidrico en los tres momentos,

evidenciaron estrés hidrico en la planta, reflejado esto en una disminucién de la CE (Figura

10 C).
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Figura 10. Potencial hidrico foliar (A y B) y conductancia estomatica (C y D), 15 dias después de iniciar la
reduccion del suministro hidrico y 25 dias antes de la cosecha, en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices
(MA) y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de macetas y con
lamina de agua (Sin E), expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT,
respectivamente. Marcas sobre las barras indican Intervalos de confianza (a=0,05).

Después de la recuperacion (122 DDT)

La inoculacion micorrizica siempre mejoro la CE, siendo superior en las estresadas a los 40
DDT. A los 122 DDT (Figura 10 D), esta variable aumento en todos los tratamientos estresados,
aungue el mayor incremento se encontro en las plantas estresadas a los 30 DDT, manteniéndose

el efecto bajo condiciones de estrés hidrico en las plantas inoculadas.
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Los resultados hasta aqui analizados indican que el W reflejo el estado hidrico de las plantas
expuestas 0 no a estrés hidrico, lo que evidencio la pertinencia de determinar los niveles o
valores criticos de Wh para el arroz, relacionados con el rendimiento relativo (RR%), al no existir
hasta el presente una categorizacion del Wh en las plantas de arroz expuestas a esta condicion.

En la Figura 11 se muestra la dispersion de los valores entre el ¥, y el RR% encontrados en las
diferentes condiciones evaluadas; asi como el Nivel Critico al considerar el conjunto

poblacional integro.
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Figura 11. Nivel Critico del Wnh determinado 15 dias después de cada periodo de reduccion del suministro
hidrico, representado en un diagrama de dispersion de la relacion entre el Wy y el rendimiento relativo de plantas
de arroz inoculadas con R. intraradices (MA) y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1
(v:v) en condiciones de macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas a reduccién del suministro hidrico (Con
E) alos 30, 40 y 50 DDT, respectivamente. El rendimiento méaximo con el que se calcul6 el rendimiento relativo
fue 16,24 g planta™.

Se obtuvieron dos poblaciones definidas, una que abarcé desde el cuadrante superior derecho
hasta el cuadrante inferior izquierdo, con RR% que oscilaron entre 72 % hasta el 100 % y una
segunda, ubicada en el cuadrante inferior derecho, con RR% entre 65 % y 80 %.

La primera poblacion estuvo conformada por todos los tratamientos que se expuestos a
reduccion del suministro hidrico en los diferentes momentos de la fase vegetativa, tanto en

plantas no inoculadas, como inoculadas con HMA.
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La segunda poblacion, correspondié a tratamientos no inoculados e inoculados con HMA,
denominados Testigos, que nunca se expusieron ante una situacion de estrés. En la propia Figura
11, se observa también el Nivel Critico del ¥, considerando las dos poblaciones descritas antes,
con el valor de -1,60 MPa, para un RR% de 85 %, segun método de Cate y Nelson (1971).

El valor de RR% que se corresponde con el Nivel Critico determinado, apunta a que la
subpoblacion del cuadrante superior derecho, puede ser dividida una vez mas, hasta lograr un
RR% por encima del cual todos los valores que se encuentren no difieran entre si. EI Nivel
Critico determinado se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Nivel Critico del Wh determinado 15 dias después de cada periodo de reduccion del suministro
hidrico, representado en un diagrama de dispersion de la relacion entre el ¥y y el rendimiento relativo de plantas
de arroz inoculadas con R. intraradices (MA) y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1
(v:v) en condiciones de macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con
E) a los 30 y 40 DDT, respectivamente. El rendimiento maximo con el que se calculd el rendimiento relativo
fue 16,24 g planta.

En el cuadrante superior derecho se ubicaron las plantas del tratamiento que se estresé a los
30 DDT y que fueron inoculadas con HMA; mientras que, en el cuadrante inferior izquierdo, se
ubicaron las plantas estresadas a los 30 DDT pero sin inocular con HMA y aquellas inoculadas
con HMA que se estresaron a los 40 DDT. EI RR% asociado al Nivel Critico de ¥ (-1,20 MPa)

establecido, se increment6 hasta el 94 %-95 %.
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Finalmente, la poblacién conformada por los tratamientos Testigos, que no se sometieron a
condiciones de estrés hidrico, pudo ser dividida en dos subpoblaciones encontrandose un nuevo

Nivel Critico de Wh de -0,67 MPa (Figura 13).
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Figura 13. Nivel Critico del ¥ determinado a los 45 DDT, representado en un diagrama de dispersion de la
relacion entre el Wy y el rendimiento relativo de plantas de arroz inoculadas con R. intraradices (MA) y no
inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de macetas y con lamina de agua
(Sin E). El rendimiento maximo con el que se calculé el rendimiento relativo fue 16,24 g planta™.

El andlisis desarrollado con los resultados obtenidos, permitié establecer una categorizacion del
grado de estrés en que se encontraron las plantas de arroz a partir del ¥h y el RR% (Tabla 7).

Tabla 7. Categorizacion del estrés por déficit hidrico en plantas de arroz en funcién del W
medido entre las 9:00 am y 10:00 am) y el RR%.

Categoria del estrés Rangos del ¥h (MPa)
Sin estrés >-0,67
Estrés ligero <-0,67a-1,20
Estrés moderado <-1,20a-1,60
Estrés severo <-1,60

La disminucion del Wh y la CE indicaron un estrés hidrico en las plantas provocado por la
reduccidon del suministro de agua, variables que se han utilizado como indicadores de estrés por
déficit hidrico en otros cultivos, como en tomate (Dell’Amico et al., 2002; Fundora et al., 2008),
Sorghum bicolor L. Moench (Mena et al., 2011), en lechuga y maiz (Béarzana, 2014) y en el

arroz (Garcia et al., 2010; Ruiz-Sénchez et al., 2011).
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Es importante destacar que después del periodo de recuperacion se observo a través del Wy la
capacidad de recuperacion que presentaron las plantas, expuestas a estrés hidrico tanto MA,
como noMA. Al respecto Polén (2007) informaron que le arroz tiene la capacidad de
recuperarse, aun cuando estrés hidrico impuesto se puede considerar severo, por su duracion e
intensidad. Por otra parte, la CE también denotd una recuperacion de las plantas, que fue mas
evidente en las que se inocularon, respecto a las no inoculadas.

En la medida que el estrés hidrico se impuso mas tardiamente, se correspondié con la limitacion
del crecimiento y desarrollo de la planta de arroz, lo que pudiera atribuirse a una disminucién
de la entrada de CO: en las células y una baja eficiencia en el uso de la luz, a la vez que pudo
provocar la inactivacion del sistema fotosintético y por lo tanto, las plantas no produjeron
asimilados suficientes que contribuyeran con la division celular del tejido meristematico para el
crecimiento de la planta (Zubarer et al., 2007; Mostajeran y Rahimi-Eichi, 2009), siendo
también insuficiente su acumulacion para el llenado de los granos (Garcia et al., 2010).
Después de la recuperacion (122 DDT), los valores mayores de Wh en las plantas inoculadas sin
estresar y estresadas a los 30 DDT (Figura 9 B) y de CE en todos los tratamientos inoculados
con HMA (Figura 9 D), indicaron la participacion directa de los HMA en los mecanismos de
sefializacion y adaptacion de las plantas ante una condicion de estrés y de recuperacion del
mismo. Resulta importante mencionar que en este momento de evaluacion (122 DDT, 25 dias
antes de la cosecha), las plantas se encontraban en un proceso caracterizado por una demanda
mayor de agua para la translocacion de metabolitos y llenado de los granos (Garcia et al., 2010),
asi como por la senescencia, aspecto este ultimo que disminuye la fotosintesis (Lim et al., 2007)

y provoca cambios bioquimicos en la planta con la finalidad de completar su ciclo biologico.
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Los resultados encontrados demuestran el efecto positivo de la inoculacion que hace que la
planta pueda tolerar la condicion de estrés hidrico, a partir de garantizar la recuperacion de la
misma después de restaurada la ldmina de agua y de mejorar, tanto el ¥h de las plantas sin
estresar y estresadas a los 30 DDT, como la CE en todos los casos, constituyendo esta ultima el
mecanismo inicial de tolerancia ante una condicion de estrés segun lo expresado por Damour et
al. (2010); Song y Matsuoka (2011).

Resultados similares se informaron por Kato y Okami (2010), al cultivar arroz en condiciones
no inundadas e inundadas. Ademas estos autores destacaron que este cultivo es sensible a
potenciales hidricos en el suelo inferiores a -30 KPa y que el estrés hidrico estimula el
crecimiento radical. Aunque a este nivel de potencial no se reduce la transpiracion en otros
cultivos de secano, si ocurre en el arroz (Wopereis et al., 1996), por presentar una elevada
sensibilidad en los estomas, lo que esta relacionado con los mecanismos de sefializacion de la
raiz a través del ABA para evitar las pérdidas de agua (Siopongco et al., 2008; 2009).

Todo lo anterior indic6 que el comportamiento encontrado en cuanto al ¥h y CE, estuvo
influenciado por la inoculacion MA, ya que de alguna manera se aumentd la capacidad de
absorcién de agua de las plantas y presumiblemente, la conductividad hidraulica de la raiz, lo
que al parecer disminuyo la resistencia de ésta al paso del agua, tal como han planteado otros
investigadores (Dell”Amico et al., 2002; Smith et al., 2010; Ruiz-Lozano et al., 2011), aspecto
que se corroboro en otros trabajos con diferentes genotipos de trigo (Silva-Robledo et al., 2007)
y en maiz (Barzana et al., 2012).

Los rangos de Wh presentados, resultaron comparables con los propuestos para todas las plantas
por Hsiao (1973), propuesta que se realizé a partir de un analisis de los resultados publicados

sobre el efecto del estres hidrico en las plantas. No obstante, este autor definio tres grados de
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estrés para categorizar el estado hidrico de una planta, teniendo en cuenta los valores de ¥ y el
contenido relativo de agua (CRA): Déficit hidrico ligero: Cuando el ¥h es mayor de -5 bar o
cuando el CRA se reduce en un 8-10 %. Déficit hidrico moderado: Cuando el Wh esté entre
-5 bar a-12 o0 -15 bar o cuando el CRA decrece entre 10 y 20 %. Déficit hidrico severo: Cuando
el Wh es menor de -1,5 bar o cuando el CRA disminuye en més de 20 %.

Es importante sefialar que la categoria de Déficit hidrico moderado propuesta de Hsiao (1973)
incluyd un rango muy amplio que va desde -5 bar hasta -12 o -15 bar (= a -0,5 MPa hasta -1,2
0 -1,5 MPa) y en este trabajo se pudo precisar y establecer otro rango de estrés hidrico. A pesar
de lo expuesto anteriormente, desde la década de 1970 hasta la actualidad diversos autores han
utilizado la categorizacion propuesta por este autor, para comparar sus resultados, la cual fue
utilizada recientemente en las investigaciones realizadas en arroz por Garcia (2009).
Comportamiento de indicadores bioguimicos en las plantas

El contenido de prolina (PRO) en las plantas de arroz se muestra en la Figura 14. En cada
momento de evaluacion (Figura 14 A), se encontrd que en los tratamientos sin estresar (Testigo)
las plantas presentaron los menores contenidos de PRO, sin diferencias entre las MA y noMA,
dicho contenido disminuy6 cuando estas tuvieron mayor crecimiento y desarrollo.

La exposicion a estrés hidrico a los 30, 40 y 50 DDT (Figura 14 A), aumentd el contenido de
PRO, con respecto a los Testigos correspondientes y fue menor en las plantas MA. Después de
la recuperacion a los 122 DDT, en las plantas que se estresaron a los 30 DDT (Figura 14 B) no
se observo variacion en el contenido de PRO y fueron los més bajos; mientras que, en los otros
tratamientos dicho contenido se increment6 al comparar ambos momentos devaluacion, siendo
menor en las plantas que no sufrieron estrés; en todos los caso el contenido de PRO fue menor

en las plantas inoculadas, respecto a las no inoculadas.
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Figura 14. Contenido de Prolina foliar, 15 dias después de iniciar la reduccién del suministro hidrico (A) y 25
dias antes de la cosecha (B), en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices (MA) y no inoculadas (noMA),
cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas
a reduccién del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT, respectivamente. Marcas sobre las barras
indican Intervalos de confianza (0=0,05).

En la Figura 15 se muestra el comportamiento del contenido de H>O, el DOL, el contenido de
ASC y de GSH en plantas de arroz inoculadas con HMA que fueron expuestas 0 no a estrés
hidrico en diferentes momentos del desarrollo de la planta durante la fase vegetativa.

Los contenidos de H>Oza los 30, 40 y 50 DDT fueron mas bajo en las plantas sin estrés (Sin E)
e inoculadas con HMA (Figura 15 A), respecto a las no inoculadas y a los tratamientos expuestos
a estrés hidrico (Con E), en estos Ultimos tratamientos se increment6 el contenido de H20- en
la medida que més tardiamente se aplico el estrés (50 DDT), solamente se encontré efecto de la
inoculacion cuando se aplico el estrés hidrico a los 30 y 40 DDT.

Cuando se restauro la lamina de agua y se evalud el contenido de H20-a los 122 DDT (Figura
15 B), este fue menor en las plantas testigos (Sin E) y en todos los tratamientos dicho contenido
resultd mas bajo en las plantas MA. El H20, continué siendo superiores en la medida que el

estrés se impuso mas tardiamente, tanto en las plantas MA como en las noMA.
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Figura 15. Contenido de H20: foliar (A y B), dafio oxidativo por lipidos (C y D), contenido de ascorbato
reducido foliar (E y F) y contenido de glutation reducido foliar (G y H), 15 dias después de iniciar la
reduccion del suministro hidrico y 25 dias antes de la cosecha, en plantas de arroz inoculadas con R.
intraradices (MA) y no inoculadas (noMA), cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de
macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas a reduccion del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50
DDT, respectivamente. Marcas sobre las barras indican Intervalos de confianza (0=0,05).
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ElI DOL (Figura 15 C) fue menor en las plantas que no se expusieron a estrés por déficit de agua
(Sin E) y entre estas plantas, fue superior cuando se evaluo este indicador a los 45 DDT. La
inoculacion condujo a una disminucion en el DOL en estas plantas a los 45 y 55 DDT.

Las plantas que se expusieron a estrés hidrico mostraron los valores mayores de DOL; sin
embargo, las inoculadas con HMA reflejaron los valores menores de DOL en los tres momentos
(45, 55y 65 DDT) y dentro de estos tratamientos la imposicion de esta condicion a los 30 DDT
mostré valores superiores (Figura 15 C).

Después de la recuperacion a los 122 DDT (Figura 15 D), el DOL se incrementd en las plantas
gue no se expusieron ante el estrés y en aquellas estresadas a los 40 y 50 DDT, en estos
tratamientos, la inoculacion propicié una disminucién del indicador. Las plantas estresadas y
evaluadas a los 45 DDT, mantuvieron el mismo valor del DOL hasta después de la recuperacion.
Al analizar los contenidos de la molécula antioxidante no enzimatica ASC (Figura 15 E), se
encontraron incrementos de la misma en los tratamientos Testigos en los tres momentos en que
fueron evaluados (45, 55 y 65 DDT) y entre estos los contenidos méas altos correspondieron a
las plantas evaluadas a los 45 DDT. La inoculacion provocd el aumento del contenido de ASC
alos 45y 55 DDT.

Por otra parte, en los tratamientos expuestos a estrés hidrico (Figura 15 E) los contenidos de
ASC disminuyeron en la medida en que el estrés se impuso mas tardiamente y la inoculacion no
tuvo efecto alguno.

Posterior a la recuperacion a los 122 DDT (Figura 15 F), en todos los tratamientos se incremento
el contenido de ASC, con respecto a las evaluaciones realizadas cuando se impuso el estrés y en
aquellas plantas estresadas a los 30 DDT y 40 DDT, la inoculacién provocé disminucion de

dicho contenido. En la medida en que el estrés se impuso mas tardiamente continud
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observandose que disminuyo los contenidos de ASC, respecto a las plantas testigo y la
imposicion del estrés hidrico a los 30 DDT.

En cuanto al contenido de GSH (Figura 15 G), los valores mayores se encontraron en las plantas
que se expusieron ante la situacion de estrés hidrico, correspondiendo los valores superiores a
las plantas evaluadas a los 45 DDT (cuando el estrés se impuso a los 30 DDT). La inoculacion
con HMA provocdé que se incrementara los contenidos de GSH en todos los tratamientos.
Después del periodo de recuperacion a los 122 DDT (Figura 15 H), el contenido de GSH se
incrementd mas de tres veces en las plantas estresadas a los 30 DDT y mas de cinco veces en
las plantas sin estresar, encontrandose en las primeras los mayores contenidos de GSH en las
plantas que se inocularon. En todos los tratamientos, la inoculacion MA condujo al incremento
de los contenidos de GSH.

Colonizacion micorrizica de las raices

Al evaluar la colonizacion micorrizica en las plantas de arroz que permanecieron con inundacion
desde el momento del trasplante (Sin E) y en las que fueron expuestas a estrés hidrico (Con E),
no se observad colonizacién en las plantas que no fueron inoculadas debido a la esterilizacion a
que fue sometido el sustrato; mientras que, en las inoculadas se encontré un incremento de esta
variable con el tiempo (Figura 16 A).

A los 45 DDT no se observaron diferencias significativas entre las plantas testigo (Sin E) y las
expuestas a estrés hidrico (Con E); sin embargo, a los 55 y 65 DDT se apreciaron valores de
colonizacion superiores en los tratamientos Con E.

En la recuperacion a los 122 DDT (Figura 16 B), la colonizacion micorrizica en las plantas

Testigo y las que fueron expuestas a estrés hidrico a los 30 y 40 DDT resulté similar y en los
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dos primeros tratamientos (Testigo y estresadas a los 30 DDT) hubo mas colonizacion que

cuando las plantas se estresaron a los 50 DDT.
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Figura 16. Colonizaciéon micorrizica, 15 dias después de iniciar la reduccién del suministro hidrico (A) y 25
dias antes de la cosecha (B), en raices de arroz inoculadas con R. intraradices (MA) y no inoculadas (noMA),
cultivadas en sustrato suelo:arena 1:1 (v:v) en condiciones de macetas y con lamina de agua (Sin E), expuestas
a reduccién del suministro hidrico (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT, respectivamente. Marcas sobre las barras
indican Intervalos de confianza (0=0,05).

Lo expuesto anteriormente, evidencio que en las plantas estresadas el mayor incremento de la
colonizacion, entre la primera evaluacion y después de la recuperacion. En este sentido, en las
plantas estresadas a los 30 DDT el incremento de la colonizacion fue de 20 %, cuando el
estrés se impuso a los 40 DDT el incremento fue de 17,5 % y finalmente, las estresadas a
los 50 DDT incrementaron la colonizacion en un 13 %, respecto a la evaluacién de estrés
indicador después de la recuperacion (122 DDT).

Con anterioridad, en Cuba se obtuvieron resultados en el establecimiento de la asociacion
micorrizica en el cultivo del arroz inundado (Ortiz y Fernandez, 1998; Hernandez y Cuevas,
1999), tal como sucedio en las investigaciones realizadas para esta tesis y cuyos resultados se
han expuesto.

Los valores de colonizacion micorrizica reafirmaron los resultados obtenidos por otros

investigadores, que consideraron los niveles de colonizacion bajos trabajando con la misma
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especie vegetal y bajo condiciones de inundacion (Secilia y Bagyaraj, 1994; Solaiman e
Hirata, 1996), ademas observaron una reduccion de la colonizacion al trasplantar de condiciones
de aerobiosis plantas micorrizadas a condiciones inundadas.

Diversas son las causas que pudieron motivar los niveles bajos de colonizacion micorrizica,
entre las que se encontraron: la condicion de anaerobiosis y a la produccion de etileno en el
medio. La condicidn de anaerobiosis por la existencia de la lamina de agua, ademas de mantener
el medio con carencia de oxigeno necesario para la germinacion de las esporas del hongo,
incrementa la concentracién del etileno en el medio (Malik et al., 2003), compuesto que a
elevadas concentraciones inhibe el crecimiento hifal (Ishii et al., 1996).

Al exponer a las plantas ante un estrés por déficit de agua en diferentes momentos de su ciclo
bioldgico, los niveles de colonizacidn se incrementaron al finalizar el ciclo bioldgico de la planta
y el mayor incremento correspondié a aquellas plantas que se estresaron a los 30 DDT (Figura
16 B), se pueden relacionar con el momento de la evaluacion del indicador que coincidi6 con la
etapa final del ahijamiento. A partir de aqui, comenz6 la planta de arroz a experimentar
transformaciones metabdlicas asociadas con el inicio y preparaciéon de la fase reproductiva
(Jarma et al., 2010). También pudieron estar relacionados con el periodo de recuperacion del
estrés hidrico, que fue menor al que tuvieron las plantas que fueron expuestas a estrés a los
30 DDT.

A pesar de lo expuesto, los bajos niveles de colonizacion tuvieron influencia sobre varios
indicadores fisiologicos y bioquimicos en la planta. En tal sentido, cuando las plantas se
evaluaron antes de la cosecha (a los 122 DDT), se encontré que la MFA y MFR fueron mayores
cuando las plantas se inocularon, estando expuestas o no al estres. Los valores de Wh y de la CE

en las plantas inoculadas superaron a los reflejados por las que no se inocularon. Los contenidos
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de PRO, H>O, y DOL fueron menores en las plantas inoculadas. EI ASC disminuy6 en las
plantas inoculadas que se expusieron ante el estrés a los 30 DDT y 40 DDT; mientras que, el
contenido de GSH fue mayor en las plantas inoculadas.

Todo lo anterior condujo al incremento del rendimiento agricola, cuando las plantas se
inocularon con HMA 'y se expusieron ante el estrés hidrico a los 30 DDT y que no se estresaron;
pero en menor magnitud que las plantas expuestas a estrés hidrico.

Por otra parte, varios autores refieren una acumulacion elevada e incrementos de la sintesis
de PRO ante condiciones de estrés como mecanismo osmoregulador y de ajuste osmotico en
las plantas cuando son expuestas a estrés abidtico (Mostajeran y Rahimi-Eichi, 2009; Gill y
Tuteja, 2010).

Los resultados encontrados de PRO, al finalizar el periodo de estrés hidrico (45 DDT) indicaron
que, la PRO puede que se esté expresado como sefializador de la condicién a las que fueron
expuestas las plantas, aun cuando se expresara como agente osmoprotector, de acuerdo con lo
sefialado por Mostajeran y Rahimi-Eichi (2009), o incluso haciendo las dos funciones. Estos dos
mecanismos se informaron por Foyer y Noctor (2005b), con una eficiencia mayor en las plantas
MA que en las noMA (Porcel y Ruz-Lozano, 2004).

La reduccién del H20. y el DOL en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices, se informo
por Ruiz-Sanchez et al. (2011), cuando estas fueron expuestas a estrés hidrico en la fase
vegetativa por un periodo de 30 dias, respecto a las plantas no inoculadas. Igualmente, ocurrio
en plantas de soja inoculadas con HMA expuestas a estrés hidrico, donde disminuyé el
contenido de PRO y H>O2 y el DOL (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).

Por otro lado, la disminucion del contenido de ASC en plantas inoculadas con HMA, pudiera

asociarse con un mayor consumo de este antioxidante para la reduccién del H.O2 a H20, tal y
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como han descrito recientemente Barzana et al. (2015). Pero ese consumo solo se manifesto en
las plantas inoculadas que se expusieron ante el estrés a los 30 DDT y 40 DDT, lo que no permite
realizar una generalizacion ni para condiciones de plantas inoculadas con HMA, ni estresadas.
El incremento del contenido de GSH se correspondid con la disminucion del DOL y del
contenido de H2O> encontrados en las plantas de arroz inoculadas con HMA, de lo que se puede
inferir su relacion directa en la reduccion del H202a H20. Al parecer dado los niveles de GSH
encontrados, su acumulacién esté relacionada con sefiales que regulan esta reaccion, debido a
que este contribuye con la regeneracion del ASC (Noctor et al., 2012). EI aumento en el
contenido de GSH en plantas MA se informé por otros autores (Wu et al., 2006; Wu y Zou,
2009), coincidiendo con una reduccién del DOL y del contenido de H20..

En las plantas Testigos después de la recuperacion (122 DDT), se encontraron los contenidos
menores de PRO, de H202, de DOL e igual contenido de ASC y mayores de GSH en las
inoculadas, respecto a las no inoculadas. Este comportamiento sugiere que la inoculacion con
HMA es funcional en condiciones de anaerobiosis, a partir de las variaciones que induce esta
asociacion micorrizica en la respuesta bioguimica de la planta arroz; modificaciones que
pudieran estar relacionadas con un mayor absorcién de agua y nutrientes, ademas de la
estimulacion hormonal, que provocé una mejora en sentido general del estado redox de la planta.
Lo anterior permite interpretar que bajo las condiciones de anaerobiosis, el ASC desempefia
funciones en la disminucion de los excesos de ROS superior al GSH o viceversa, dentro del
mecanismo ascorbato-glutation. Otra interpretacion puede ser que bajo estas condiciones, se
manifestd un aumento en la actividad enzimatica, a partir de la oxidacion o reduccién de estas

dos moléculas (ASC y GSH), aspecto no evaluado en este trabajo.
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La acumulacion del ASC y el GSH, ademas de contrarrestar la produccién de H.Oz en la planta,
pudieran estar participando en la eliminacion de otras ROS, como es el caso de los radicales
libres el superoxido (O2.), el hidroxilo (OH") y el oxigeno singlete (*O.).

4.3. Evaluacion en condiciones de aerobiosis del comportamiento de plantas de arroz,
inoculadas con HMA y expuestas a diferentes suministros hidricos

A partir de la respuesta fisiologica y bioquimica manifestada por las plantas de arroz inoculadas
0 no con HMA, en condiciones de anaerobiosis y expuestas a reduccion del suministro hidrico
a los 30 DDT por un periodo de 15 dias, se consideré oportuno estudiar esta respuesta en
condiciones de aerobiosis y su posterior recuperacion.

Crecimiento y desarrollo

Antes de iniciar el periodo de reduccion del suministro hidrico a los 30 DDT, se observé que la
altura de las platas (ALT) fue superior en las inoculadas, respecto a las no inoculadas en las tres
condiciones de humedad en el sustrato (Figura 17 A), aunque en la acumulacion de la masa
fresca aérea (MFA) y en la radical (MFR) no se encontraron diferencias significativas por efecto
de los tratamientos (Figura 17 B y C, respectivamente).

Transcurrido el periodo de reduccion del suministro hidrico (45 DDT), se observé que
disminuyé la ALT y la MFA expuestas a déficit hidrico, tanto en las MA como en las noMA
(H2 y H3); mientras que, la acumulacion de la MFR se incremento, respecto a las plantas del
tratamiento testigo (H1). Cuando se aplicaron 5 mL (H3) se observaron los valores menores de
ALT y MFA; aunqgue, en el desarrollo radical no se encontraron diferencias entre el testigo (H1)
y el tratamiento con reduccion en el suministro hidrico (H2). Al recuperarse las plantas del
déficit hidrico (70 DDT) se observaron valores mayores de ALT en los tratamientos testigos

(H1) e inoculados con HMA en cada condicion de humedad en el sustrato.
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Sin embargo, estas no superaron el testigo (H1), comportamiento similar se aprecid en las
plantas noMA. Es probable que el periodo de rehidratacion no haya sido suficiente (25 dias)
para anular o variar completamente las diferencias en el desarrollo aéreo; mientras que, en la
acumulacién de la MFR fue superior en las plantas MA y no se encontraron diferencias
significativas con el testigo (H1).

En el caso de la MFA y la MFR después de la recuperacion, tanto en plantas MA como noMA,
no se encontraron diferencias significativas entre las plantas con la reduccion del suministro
hidrico (H2 y H3) y el testigo (H1). Los valores mayores de MFA se observaron en las plantas
MA, incremento que representd en cada condicion de humedad en el sustrato (H1, H2 y H3) el

52 %, 67 % y 46 %, respectivamente, en comparacion con plantas noMA.
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La reduccion del suministro hidrico en las plantas condicion6 un déficit hidrico, que se
evidencio en la disminucion del crecimiento foliar. Esta disminucion es uno de los primeros
efectos que causa el déficit hidrico (Chaves et al., 2003; Volaire, 2003; Kato et al., 2007) y se
relaciona con las pérdidas excesivas de agua por la planta y el aumento de la deshidratacion
celular (Maroco et al., 2000; Chaves et al., 2003 y Volaire, 2003). Por tanto, el crecimiento se
hace lento y constituye un rasgo de adaptabilidad y supervivencia ante el estrés, que permite el
desvio de los asimilados y la energia hacia otros 6rganos en crecimiento (Zhu, 2002; Chaves y
Oliveira, 2004).

Lo expresado anteriormente, también permitié explicar la disminucion en ALT de las plantas
expuestas a reduccion del suministro hidrico. Al respecto, se informé que el estrés hidrico en la
fase vegetativa, provoca una reduccion en la ALT (Pirdashti et al., 2004; Laffite et al., 2007),
debido a que el alargamiento celular exige determinado grado de turgencia para la extensién de
la pared celular (Laffite et al., 2007).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la reduccion en el crecimiento y desarrollo estan
asociado al efecto de la reduccion del suministro hidrico; no obstante, la magnitud del efecto en
la planta varia con la severidad del mismo y con el momento en que se aplique el estrés durante
el ciclo del cultivo (Polén, 2007; Garcia et al., 2009).

A pesar del efecto que provoco la reduccion del suministro hidrico, la inoculacion micorrizica
contribuyd con el crecimiento en ALT y la MFA de la planta, a partir de mantener por un periodo
mas prolongado la turgencia de las células, aunque la absorcion esta en dependencia de la
disponibilidad de agua existente en el medio y la interrelacion entre los simbiontes. Todo parece
indicar que la inoculacion con R. intraradices mejoro la adaptabilidad de las plantas de arroz

ante la condicion de déficit hidrico.
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El incremento en ALT de las plantas inoculadas se informo por otros autores (Solaiman e Hirata,
1997; Fernandez et al., 2006), quienes resaltaron la importancia de los HMA en el desarrollo de
las plantas, a partir de un mejor estado hidrico y nutricional de estas. Por otra parte, otros autores
demostraron que después de un periodo de estrés hidrico, las plantas retoman de forma acelerada
su crecimiento y desarrollo (Polon y Castro, 1999; Garcia et al., 2009; 2010).

En relacion a este comportamiento, la inoculacion micorrizica estimulé el crecimiento radical
como mecanismo de interaccion entre los simbiontes, el cual favorecio el desarrollo de la parte
aérea y radical. En cuanto al efecto del estrés hidrico en el desarrollo radical, se informo por
otros autores especificamente en arroz (Polon y Castro, 1999; Sato y Maruyama, 2005; Kato et
al., 2007), que la deficiencia de humedad en el suelo favorece el crecimiento radical de la planta.
Comportamiento de otros indicadores fisioldgicos en las plantas

En la Figura 18, se muestra el comportamiento del potencial hidrico (¥h) y la conductancia
estomatica (CE) en plantas de arroz en las tres condiciones de humedad en el sustrato.

A los 45 DDT los valores de Wh disminuyeron con la imposicion de la reduccion del suministro
hidrico estrés hidrico, tanto en plantas MA, como noMA, respecto al testigo, disminucién que
se acentud alin mas con la aplicacion de 5 mL (H3). Los valores mayores de Wh en las plantas
MA, respecto a las noMA (Figura 17 A). La disminucion del Wh indic6 un estrés hidrico en las
plantas provocado por la reduccion del suministro de agua.

En este momento (45 DDT) la CE no super6 los 40 mmol H20 m2.s?, tanto en plantas MA,
como noMA en las tres condiciones de humedad en el sustrato (Figura 18 B). Los valores
menores de esta variable se encontraron en las plantas expuestas a estrés hidrico, evidenciando

ademas, una reduccion mayor de la CE cuando se intensifico el estres (H3). Estos resultados
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indicaron un déficit hidrico en la planta, asociado con la reduccion del crecimiento aéreo, como

se analizo anteriormente.
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Figura 18. Potencial hidrico foliar (A) y conductancia estomatica (B) después de la reduccion del suministro
hidrico (45 DDT) y la recuperacion (70 DDT), en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices cultivadas en
sustrato suelo:arena:vermiculita 1:2:6 (v:v:v) en condiciones de macetas, expuestas a tres niveles de humedad
en el sustrato: 25 mL (H1), 10 mL (H2) y 5 mL (H3). Barras con letras desiguales en cada momento de evaluacion
difieren significativamente (p<0,05), segin Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

Después de la recuperacion del estrés hidrico (70 DDT) en todos los casos, las plantas exhibieron
un incremento en el Wy, con valores que oscilaron entre -0,48 hasta -0,52 MPa; aunque, no se
apreciaron diferencias en el W en los tratamientos expuestos a estrés hidrico, tanto en las plantas
MA, como noMA, en cuanto a la CE, esta se incrementd notablemente en las plantas MA,
respecto a las noMA.

A partir de los valores de Whencontrados a los 45 DDT (Figura 18 A), se pudo categorizar
el estado hidrico de las plantas, teniendo en cuenta los rangos de valores propuestos en el
experimento anterior (Acdpite 4.2). Los tratamientos Testigos (MA y noMA) no sufrieron
estrés hidrico y en el caso de los expuestos a estrés hidrico pero no inoculado (noMA, H2 y
H3) este fue Moderado, con valores de -1,37 MPa y -1,56 MPa, respectivamente. No

obstante destacar que, los valores de When el tratamiento H2 estdn més proximos al limite
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superior del rango de Estrés Ligero (-1,20 MPa) y el tratamiento H3 esta préximo al limite
del Estrés Severo (< -1,60 MPa).

Los tratamientos inoculados expuestos a estrés hidrico (MA, H2 y H3) se pueden categorizar en
el rango de Estrés Ligero, con valores de -0,92 MPa y -1,15 MPa, respectivamente. Destacar
que, los valores de Wh encontrados en el tratamiento H2 estan mas proximos al rango Sin Estrés
y el tratamiento H3 esta proximo al limite superior del rango de Estrés Ligero.

Por otra parte, después de la recuperacién (70 DDT) segun los rangos de W propuestos, solo las
plantas que se regaron con 5 mL (H3) no se recuperaron totalmente del estrés hidrico impuesto.
Las plantas noMA que se encontraban en estado de Estrés Moderado préximo a severo, pasaron
a Estrés Ligero y en las plantas MA con Estrés Ligero préximo a Moderado pasaron a Estrés
Ligero muy proximo a Sin Estrés.

El incremento del Wy se puede relacionar con la inoculacion micorrizica, a partir de un posible
crecimiento hifal, combinado con la capacidad del hongo para absorber el agua en condiciones
de Wh bajo (Augé, 2001; 2004; Ruiz-Lozano, 2003; Lehto y Zwiazek, 2011). El aumento en el
Yy en las plantas inoculadas, condujo a un mayor crecimiento y desarrollo de la planta, a partir
de la mejora del gradiente de Wh, que debid facilitar el flujo de agua hacia las células en
alargamiento.

Por otra parte, al parecer los exudados de hormonas de crecimiento por los HMA vy la
estimulacion de estas en la planta, también pudieron condicionar el mayor crecimiento y
desarrollo observado, ademas de que en las plantas inoculadas se aprecié un mejor control
estomatico, vias que utiliza la planta como mecanismo de adaptacion, para disminuir las

pérdidas de agua (Damour et al., 2010). Ruiz-Sanchez et al. (2011) informaron resultados
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similares en plantas de arroz expuestas a estrés hidrico por un periodo de 30 dias en la fase
vegetativa.

No obstante, en este experimento a los 45 DDT no se encontraron diferencias en cuanto a la CE
entre las plantas MA y noMA en cada condicion de humedad en el sustrato, lo que parece indicar
la existencia de mecanismos de sefializacion no hidraulicos que se transmiten desde la raiz,
sugiriendo la implicacion de las hormonas vegetales, implicadas en la sefializacion, como es el
caso del &cido abscisico ABA. Al respecto, se demostré en plantas de maiz inoculadas con HMA
y no inoculadas expuestas a estrés hidrico incrementaron los valores de ABA, al mismo tiempo
que la conductancia hidraulica disminuyo (Barzana et al., 2012; Aroca et al., 2012).

Aunque, no se encontraron diferencias significativas entre plantas MA y noMA (45 DDT) en
cuanto a la CE, los niveles de Wh se incrementaron en las MA, comportamiento que indico un
mejor estado hidrico en estas plantas, a pesar de que Aroca et al. (2008) y Ruiz-Lozano et al.
(2012) sefialan que este comportamiento esta regulado por la CE. Ademas, esto se relaciona con
la disminucion en el crecimiento de la planta, al limitar la entrada de CO> y por ende se afecta
la fotosintesis (Damour et al., 2010).

A partir de la recuperacion de las plantas (70 DDT), se evidencid que se incrementé el ¥hy
la CE, este comportamiento estuvo asociado a la rehidratacion de los tejidos en la planta y la
funcionalidad de la simbiosis micorrizica en promover la transpiracion y la apertura
estomatica, mejorando la CE y la eficiencia en el uso del agua de la planta hospedera (Ruiz-
Lozano y Aroca, 2010). Ademas, se evidencio el efecto negativo del estrés hidrico (H3), tanto
en las plantas MA, como noMA, en la CE. Otros estudios, demostraron que durante una

deficiencia hidrica en el suelo las plantas MA, con frecuencia, mantienen tasas de intercambio
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gaseoso superiores a las plantas noMA de similar tamafio y nivel nutricional (Augé, 2001,
Aroca et al., 2008; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010).

En sentido general las plantas inoculadas con R. intraradices mostraron una mejor recuperacion
del deficit hidrico, posiblemente debido al incremento de la conductividad hidraulica radical
durante la primera fases de la recuperacion y el control del intercambio gaseoso, que permitio
reajustar los niveles normales de Wh en hojas mas rapidamente que las plantas no inoculadas, a
pesar del estrés hidrico impuesto.

Comportamiento de indicadores bioquimicos en las plantas

En la Figura 19 se muestra el contenido de prolina (PRO) en plantas de arroz inoculadas o no

con HMA, expuestas a tres condiciones de humedad en el sustrato.
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Figura 19. Contenido de prolina foliar, después de la reduccién del suministro hidrico (45 DDT) y la
recuperacion (70 DDT), en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices cultivadas en sustrato
suelo:arena:vermiculita 1:2:6 (v:v:v) en condiciones de macetas, expuestas a tres niveles de humedad en el
sustrato: 25 mL (H1), 10 mL (H2) y 5 mL (H3). Barras con letras desiguales en cada momento de evaluacién
difieren significativamente (p<0,05), segin Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

A los 45 DDT se observé que los tratamientos con estrés (H2 y H3), provoco un incrementd en
el contenido de PRO, en las plantas expuestas a estas condiciones respecto a los testigos (MA

H1 y noMA H1). Es importante destacar que en las plantas MA H1 (Testigo) disminuyé esta
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variable, respecto a las noMA, al igual que las expuestas a estrés hidrico (H2 y H3) y en el caso
de los tratamientos (H3) se encontraron los valores mayores de PRO.

Después de la recuperacion a los 70 DDT se encontro que disminuyé las cantidades de PRO,
tanto en plantas MA, como noMA, en las tres condiciones de humedad en el sustrato; aungue,
los valores de PRO continuaron siendo superiores en las plantas que fueron expuestas a estrés
hidrico (H2 y H3), respecto a las plantas testigo (H1).

La PRO en este estadio, a pesar de una recuperacion del estatus hidrico de las plantas
identificado por los valores de W, existieron diferencias entre las plantas MA y las noMA para
cada nivel hidrico, siendo menor su acumulacion en las MA. Este comportamiento sugirié que
aun no se habian recuperado totalmente las plantas del estrés hidrico impuesto.

El efecto de los diferentes tratamientos en el contenido de peroxido de hidrégeno (H203), dafio
oxidativo a lipidos (DOL), ascorbato reducido (ASC) y glutation reducido (GSH) se observa en
la Figura 20.

A los 45 DDT se observa que el estrés hidrico, provoco un incremento en el contenido de H20»
(Figura 20 A) y de DOL (Figura 20 B) en las plantas expuestas a estas condiciones, respecto a
los testigos (MA H1 y noMA H1). Es importante destacar que en las plantas MA disminuyeron
estas variables, respecto a las noMA, ademas, las plantas expuestas a estrés hidrico (H3)
mostraron los valores mayores de H>O, y de DOL, respecto a las estresadas (H2) y a las plantas
testigo, con excepcion del DOL que no se encontro diferencias en las plantas MA expuestas a
estrés (H2 y H3).

Por otra parte, después de la recuperacion a los 70 DDT, disminuyeron las cantidades de H2O>
y de DOL, tanto en plantas MA, como noMA, en las tres condiciones de humedad en el sustrato,

comportamiento que indico la recuperacion de las plantas al estrés hidrico impuesto.
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Resultados y Discusion

Figura 20. Contenido de peréxido de hidrégeno (A), dafio oxidativo a lipidos (B) contenido de ascorbato
reducido foliar (C) y de glutation reducido foliar (D), después de la reduccién del suministro hidrico (45 DDT)
y la recuperacién (70 DDT), en plantas de arroz inoculadas con R. intraradices cultivadas en sustrato
suelo:arena:vermiculita 1:2:6 (v:v:v) en condiciones de macetas, expuestas a tres niveles de humedad en el
sustrato: 25 mL (H1), 10 mL (H2) y 5 mL (H3). Barras con letras desiguales en cada momento de evaluacion
difieren significativamente (p<0,05), segun Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

El contenido de ASC (Figura 21 C) en las plantas noMA y expuestas a estrés hidrico (H2 y H3)

mostraron diferencias, con valores superiores, respecto a las plantas noMA testigo (noMA H1)

y al resto de las plantas MA.

Es importante resaltar que en los tratamientos inoculados con HMA, se encontraron los valores

menores de ASC, cuando estas fueron expuestas a estrés hidrico (H2) y en el tratamiento testigo

(H1). La acumulacion de ASC después de la recuperacion del estrés hidrico disminuy6 (70

DDT), con respecto a los valores que se alcanzaron después de este periodo y en las plantas de

los tratamientos testigo (H1).
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Al analizar los resultados del contenido de GSH a los 45 DDT (Figura 20 D), se encontré que
su acumulacion fue superior en las plantas MA, respecto a las noMA (200 % de incremento
como promedio), este efecto se observé en todas las condiciones de humedad en el sustrato. En
el caso de las plantas no inoculadas, en la medida que recibieron menor volumen hidrico,
disminuyd el contenido de GSH.

Después de la recuperacion de las plantas (70 DDT), el contenido de GSH fue menor en los
tratamientos que fueron expuestos a estrés hidrico en las plantas MA y los valores mayores se
encontraron en las plantas testigo. En los tratamientos noMA no se encontraron diferencias
significativas entre el testigo (H1) y las expuestas a estrés hidrico (H2), en ambos tratamientos
las plantas mostraron mayor contenido de GSH.

Colonizacion micorrizica de las raices

Al evaluar el porcentaje de colonizacién micorrizica de las plantas de arroz en los
tratamientos no inoculados, no se observo estructuras fangicas en el interior de la raiz,
debido a la esterilizacion que fue sometido el sustrato; sin embargo, en las que fueron
inoculadas con R. intraradices (Figura 21), la colonizacién micorrizica aumento, en la
medida que las plantas tuvieron un desarrollo mayor. Antes de iniciar el estrés hidrico, a los
30 DDT se encontrd un 13 % de colonizacion micorrizica como promedio y después del
periodo de estrés, superé el 20 % (45 DDT).

En las plantas de los tratamientos expuestos a estrés hidrico (H2 y H3), se encontraron
incrementos en la colonizacién micorrizica, respecto a las plantas testigo (H1) de 25 % y 17 %,
respectivamente. Estos resultados indicaron que el estrés hidrico estimulé la colonizacion
micorrizica en las plantas de arroz. Posterior a la recuperacion del estrés (70 DDT) en la raiz se

alcanzo el 53 % de colonizacion micorrizica en las plantas del tratamiento (H2).
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Figura 21. Colonizacién micorrizica, antes de la reduccién del suministro hidrico (30 DDT), después de la
reduccion (45 DDT) y la recuperacién (70 DDT), en raices de arroz inoculadas R. intraradices cultivadas en
sustrato suelo:arena:vermiculita 1:2:6 (v:v:v) en condiciones de macetas, expuestas a tres niveles de humedad
en el sustrato: 25 mL (H1), 10 mL (H2) y 5 mL (H3). Barras con letras desiguales en cada momento de evaluacion
difieren significativamente (p<0,05), segin Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

A diferencia del experimento anterior, en este experimento el porcentaje de colonizacion
micorrizica se favorecio por las condiciones de aerobiosis en las que se desarroll6 el mismo.
Después del estrés hidrico a los 45 DDT, se increment6 la colonizacion micorrizica,
comportamiento puede deberse en lo fundamental al déficit hidrico impuesto, el cual estimul6
la colonizacion en la planta, como mecanismo para hacer un uso mas eficiente del agua,
mecanismo que esta relacionado con la regulacién hidrica de la planta (Aroca et al., 2008; Ruiz-
Lozano y Aroca, 2010) y con la produccion de estrigolactonas por la planta en condiciones de
aerobiosis, como se ha demostrado recientemente (Ruiz-Lozano et al., 2015).

Si bien, el estrés hidrico estimul6 la colonizacion micorrizica como se observé después de los
45 DDT, transcurrida la recuperacion se encontro que las plantas expuestas a estrés hidrico (H3)
mostraron valores inferiores de colonizacion micorrizica, respecto al resto de los tratamientos.
Este resultado sugiere que las plantas ain no se han recuperado del estrés hidrico (H3) al que

fueron expuestas a los 30 DDT, y por lo tanto, autorregularon la colonizaciéon micorrizica, para
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limitar el costo energético de la asociacion y por consiguiente se suprime el crecimiento
intrarradical del hongo micorrizico en la planta (Garcia-Garrido y Vierheilig, 2009).

Al respecto, Harris-Valle et al. (2009) informaron que las diferencias en la colonizacion
micorrizica dependen de la especie de HMA asociada y parece estar relacionada con la
cantidad de micelio producido por el hongo y la frecuencia con la que la raiz es colonizada
por estructuras flngicas vivas y activas, que permitan mantener un equilibrio en el
crecimiento y el costo energético que supone la asociacion en las condiciones que se
establece la interaccion HMA-planta.

Kubikova et al. (2001) informaron que en condiciones de estrés hidrico, las micorrizas cumplen
una funcion fundamental en activar la difusion de iones y en la absorcion de agua hacia las raices
en las plantas hospederas, mejorando la nutricion nitrogenada y la absorcion de fosforo. Esto le
permite a las plantas soportar las condiciones de sequia y recuperarse con facilidad. Otros
autores (Dell’Amico et al., 2002; Fundora et al., 2008) encontraron en plantas de tomate
inoculadas con HMA y expuestas a estrés hidrico incrementos en el Wn, ademas de recuperarse
con rapidez en comparacion con las no inoculadas.

La mejora del W, de la CE y los niveles de PRO encontrados en las plantas MA, indicaron un
ajuste osmotico en estas plantas; ajuste que contribuyd a disminuir la acumulacion de H2O: y el
DOL provocado por el estrés hidrico impuesto. Por otra parte, este comportamiento sugiere
ademas ocurren con mayor eficiencia de los mecanismos de oxidacion-reduccion, que mejoran
el equilibro redox de la célula, en comparacion con las plantas noMA.

Por otra parte, una posible causa de por qué en plantas MA se acumulo menos PRO foliar
que en las noMA, después del periodo de estrés hidrico, pudiera deberse a su acumulacion

en la raiz, mecanismo mediante el cual el hongo ayuda a la planta a tolerar un Wh bajo en el
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suelo y mantener un gradiente favorable a la entrada de agua en las raices, como se informo
para el cultivo de la soja (Porcel y Ruz-Lozano, 2004) y recientemente en lechuga (Ruz-
Lozano et al, 2011).

Por otro lado, el H.O2 en las plantas MA pudiera estar actuando como sefial en la via
independiente del ABA que funciona en la células oclusivas del estoma para su apertura y cierre
estomatico (Song y Matsuoka, 2011). Al respecto, se informé que el H2Oz en bajas cantidades,
actia como molécula sefial (Bienert et al., 2006), controlando gran numero de procesos
esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Quan et al., 2008).

Huang et al. (2009) afirman que en las plantas el H.O» puede actuar como segundo mensajero
y activador de la sintesis de factores transcripcionales activadores de la expresion de enzimas
eliminadoras de H>O,, tales como, ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) ante
condiciones de estrés abidtico y bidtico, como se informo por Foyer y Noctor (2000), Mittler et
al. (2004) y Gill y Tuteja (2010), aungue, no deja de ser una molécula oxidante que a
concentraciones elevadas reacciona en la célula, causando el incremento del DOL, siendo esta
afectacion menor en las plantas MA.

Por otra parte, Porcel y Ruiz-Lozano (2004) informaron que en el cultivo de soja, las plantas
inoculadas con Rhizoglomus intraradices y expuestas a estrés hidrico por 10 dias incrementaron
el contenido de H20.y en el cultivo de arroz no micorrizado en condiciones de estrés por sequia
intensa aumento la actividad de APX y de la glutation reductasa (GR), a la vez que disminuyeron
los niveles toxicos de H20 (Srivalli et al., 2003).

La disminucién del DOL (Figura 19 C) en estas plantas se corresponde con el incremento en el
Wh, la CE y la disminucion del contenido de H20-. En este sentido, ante una condicion de estres

hidrico se activan los mecanismos antioxidantes (enziméaticos y no enzimaticos), los cuales
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tienen como funcién principal eliminar las ROS y por lo tanto, disminuir el dafio oxidativo de
lipidos (Ma et al., 2008; Mahmood et al., 2010; Scheibe y Beck, 2011; Noctor et al., 2012).

Al respecto, Ruiz-Sanchez et al. (2011) informaron que el estrés hidrico por 30 dias durante el
ahijamiento en plantas de arroz coinoculadas con R. intraradices y Azospirillum brasilense en
condiciones aerdbicas y en macetas, disminuyo en un 13 % el DOL, respecto al control no
micorrizado.

En sentido general, se ha visto que las plantas MA presentan menor DOL que las plantas noMA
en condiciones de estrés hidrico, tal como mostraron los resultados obtenidos (Figura 19 B), que
indicaron la participacion mas eficientemente de los mecanismos antioxidantes en las plantas
inoculadas, evitando el incremento de los dafios causados por la acumulacién de ROS en
condiciones de estrés hidrico.

Los resultados de ASC (Figura 19 C) encontrados sugieren que, bajo condiciones de estrés
hidrico, este compuesto esta siendo utilizado por las plantas para llevar a cabo el proceso de
eliminacién del H2O2, pudiendo ser ésta la causa del por qué en las plantas MA se encontraron
los valores menores del mismo, respecto a los tratamiento noMA. Ruiz-S&nchez et al. (2011)
informaron en las plantas noMA incrementos en el contenido de ascorbato. Ademas de que, en
condiciones de aerobiosis, la planta posiblemente utilizé el ASC para eliminar otras ROS,
ademas del H20», que se producen, como el oxigeno singlete, el superdxido y los radicales
hidroxilos (Latowski et al., 2010; Noctor et al., 2012).

Por otra parte, Sharma y Dubey (2005) también encontraron una disminucion en el contenido
de ASC en plantas de arroz en condiciones de sequia, pero no inoculadas con HMA. Otros
autores (Latowski et al., 2010; Fotopoulos et al., 2010) destacan la importancia del ASC en el

ciclo ascorbato-glutation; ademas de estar involucrado en otras funciones tales como el

Ruiz-Sdnchez, M. 88



Capitulo IV Resultados y Discusion

crecimiento de la planta, la regulacién génica, la modulacién de algunas enzimas, y la regulacién
redox de los compuestos antioxidantes unidos a la membrana.

En las plantas MA el contenido de GSH (Figura 19 D) se incrementd cuando fueron expuestas
a estrés hidrico (H3) en un 27 %, respecto a las plantas testigo; mientras que, en las noMA su
disminucion, respecto a las plantas testigo representd un 51 %. Es de resaltar que, en los
tratamientos MA el contenido superior de GSH manifiesta la capacidad de los HMA para reducir
los efectos negativos del estrés hidrico, basado en la funcidn de este antioxidante dentro del
ciclo ascorbato-glutation y en los mecanismos para la eliminacion de ROS, contribuyendo al
equilibrio redox en la células (Latowski et al., 2010; Noctor et al., 2012; Ruiz-Lozano et al.,
2012), lo cual redunda en una mejora del ajuste metabdlico y una adaptabilidad mayor de la
planta a condiciones de estrés hidrico.

La inoculacién con R. intraradices en plantas de arroz cultivadas en condiciones de aerobiosis
y expuestas a estrés hidrico en la fase vegetativa, favorecié el crecimiento en ALT, el ¥h y la
CE. Por otra parte, disminuyé los efectos negativos de la acumulacion de H>O2 y el DOL,
mediante el incremento del contenido del GSH y la disminucion del ASC. Estas plantas
mostraron un comportamiento muy similar, al que se encontr6, cuando se cultivaron en
condiciones de anaerobiosis y expuestas a estrés hidrico (Acépite 4.2).

4.4. Evaluacion en condiciones de campo del comportamiento de plantas de arroz inoculadas
con HMA y expuestas a suspension de la lamina de agua en tres momentos de su desarrollo
Con el fin de validar los resultados del experimento que se realizo en condiciones controladas
(Acapite 4.2), con plantas inoculadas con HMA que se expusieron ante condicion de estres
hidrico por déficit de agua en diferentes momentos de la fase vegetativa del cultivo, se desarrolld

esta investigacion en condiciones de campo, donde las consideraciones fisiologicas y
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bioquimicas, relacionadas con la inoculacion y el estrés fueron las mismas que en el experimento
mencionado.

Después de cada periodo sin ldmina de agua (15
dias), en el momento en que se repuso la misma
en cada una de las terrazas, el suelo mostro
grietas producto de la contraccién coloidal,
indicativo de un estrés por déficit hidrico

(Figura 22), el cual provocé que mas del 50 %

de las hojas de las plantas se enrollaran y

tomaran una posicion erecta en la planta y se  Figura 22. Efectos de la suspension de la lamina
de agua por un periodo de 15 dias a los 30 DDT, en

origind por cambios de volumen de las células ~condiciones de campo.

oy
P CEAN

acuiferas, condicionado por el periodo sin lamina de agua impuesto, segun IRRI (2002).

Las variables climaticas que incidieron durante el experimento (Anexo 3), en cuanto a las
precipitaciones no fueron representativas, debido a que se registraron valores inferiores a los
20,60 mm, pluviometria que se pierde por infiltracion o evapotranspiracion. Segun Polén y
Castro (1999) valores por debajo de los 25 mm de precipitacion no ocasionan cambios
fisioldgicos en la planta de arroz.

Rendimiento agricola

El mayor rendimiento se correspondié con el tratamiento inoculado y estresado a los 30 DDT,
el cual disminuy6 en la medida en que el estrés se impuso mas tardiamente y, el menor
rendimiento se encontr6 en las plantas testigo (Figura 23). Lo anterior corrobord el efecto
positivo de la suspension de ldmina de agua durante un corto periodo de tiempo en el

rendimiento agricola del arroz, e indic6 ademas, que la condicion de estrés debe de

Ruiz-Sdnchez, M. 90



Capitulo IV Resultados y Discusion

imponerse en momentos tempranos de la fase vegetativa de las plantas por un periodo de 15
dias, independientemente de que en los tres momentos analizados se incrementd el

rendimiento, con respecto a las plantas no estresadas.

75
_} onoMA OMA

60 - s %_I_

4,5 1

RI

SinE ConE ConE ConE
Testigo | 30DDT | 40DDT | 50 DDT

Figura 23. Rendimiento agricola en el momento de la cosecha (130 DDT) de plantas de arroz inoculadas con
G. cubense (MA) y no inoculadas (noMA) cultivadas en condiciones de campo, expuestas a suspension de la
lamina de agua (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT y el Testigo inundado (Sin E). Marcas sobre las barras indican
Intervalos de confianza (a=0,05).

Rendimiento agricola (t ha?)

Por otro lado, también se encontré el efecto beneficioso de la inoculacion con HMA, ya que el
rendimiento agricola fue mayor en las plantas MA, respecto a la noMA, exceptuando las
expuestas a estrés hidrico a los 50 DDT donde no se apreciaron diferencias.

El comportamiento encontrado en el campo, resulté similar al del experimento en condiciones
controladas ya referido con anterioridad (Acépite 4.2), con la excepcién de que en este ultimo,
el rendimiento fue igual en los tratamientos inoculados y estresados a los 30 DDT y 40 DDT y
que a los 40 DDT no se manifesto efecto de la inoculacion con HMA.

El efecto individual de la inoculacion y del estrés, asi como el efecto de la interaccion entre ellos
en el incremento del rendimiento del arroz, se presenta en la Tabla 8. Tal como se obtuvo en el

experimento desarrollado bajo condiciones controladas, el estrés impuesto a los 30 DDT
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provocd mayores incrementos del rendimiento, tanto por efecto de la inoculacion, por la

condicion de estrés, como por la interaccion de ambos factores.

Tabla 8. Porcentaje de incrementos del rendimiento del arroz por efecto de la inoculacién, del
estrés impuesto en diferentes momentos y de la interaccion de ambos factores.

Tratamientos Incremento, %, por efecto de:
MA | Estrés | MA + Estrés
Sin estrés 7,33 b 0,00 0,00
30 DDT 12,83 a 46,69 a 65,52 a
40 DDT 11,76 ab 37,16 b 53,30 b
50 DDT 0,00 c 19,31c 21,27 ¢
ESx 1,62** 1,93** 1,50**

** Nivel de significacion para el 99 %

Por el contrario, los menores incrementos estuvieron asociados siempre con el tratamiento en el
que se impuso el estrés a los 50 DDT. El efecto del estrés superd al de la inoculacion con HMA.
Es importante resalar el incremento del rendimiento que se obtuvo cuando interactud la
inoculacién y la imposicion del estrés por déficit de agua a los 30 DDT.

Colonizacion micorrizica y densidad visual en las raices

En la Figura 24, se presentan la colonizacion micorrizica y la densidad visual después de cada
periodo de estrés hidrico (a los 45, 55 y 65 DDT), tanto en las plantas inoculadas con Glomus
cubense (MA), como en las no inoculadas (noMA).

Se destac6 que donde no se inoculé con HMA, las plantas fueron colonizadas por los HMA
residentes del suelo. La colonizacion micorrizica (Figura 24 A) se increment6 en la medida
que el estrés se impuso mas tardiamente, sin diferencias entre las plantas inoculadas y las
colonizadas por HMA residentes, los valores mayores de esta variable se observaron a los
65 DDT en las plantas que fueron expuestas a estrés hidrico (Con E).

Transcurrido el periodo de recuperacion (tras reestablecer la lamina de agua hasta el momento

de la cosecha), continud incrementandose el porcentaje de colonizacion (Figura 24 C). De igual
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manera no se encontrd diferencias entre los tratamientos que fueron inoculados, respecto a la

colonizacién residente.
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Figura 24. Colonizacion micorrizica (Ay C) y densidad visual (B 'y D) a los 45, 55y 65 DDT y en el momento
de la cosecha, en raices de arroz inoculadas con G. cubense (MA) y no inoculadas (noMA) cultivadas en
condiciones de campo suelo Hidromdrfico Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico, expuestas a suspension de la
ldmina de agua (Con E) a los 30, 40 y 50 DDT y sus respectivos testigos inundados (Sin E). Marcas sobre las
barras indican Intervalos de confianza (a=0,05).

Por su parte, la DV (Figura 24 B), fue superior a los 65 DDT en las plantas inoculadas, respecto

a las colonizadas por HMA residentes, aunque no existe un panorama claro en cuanto a la

relacion colonizacion y densidad visual, debido a que las interacciones de los factores externos

y de los simbiontes son cambiantes.

Transcurrido el periodo de recuperacion (Figura 24 D), en los tratamientos Testigos (Sin E) y el

estresado a los 50 DDT, no se encontrd diferencias entre las plantas inoculadas, respecto a las
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que fueron colonizadas por HMA residentes; mientras que las plantas inoculadas que fueron
expuestas a estrés hidrico a los 30 y 40 DDT mostraron una mayor densidad visual.

El incremento de la colonizacion micorrizica y de la densidad visual entre el momento antes de
establecer la lamina de agua y la cosecha, se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Incrementos de la colonizacién y la densidad visual desde la evaluacion realizada el
ultimo dia del estrés impuesto en cada momento hasta la cosecha.

Tratamientos Colonizacion (%) ! \ Densidad visual (%)

MA | noMA | MA | noMA

Sin estrés 10,00 b 10,00 b 0,18 ¢ 0,16 ¢

30 DDT 11,99 a 12,00 a 0,26 a 0,23b

40 DDT 11,50 a 12,25a 0,24 b 0,18 ¢

50 DDT 10,25 b 9,25b 0,23b 0,24 b
ESx 0,34** 0,01**

! Los incrementos son el resultado de restar los valores encontrados en cada uno de los momentos en que se impuso la
suspension de la ldmina de agua correspondiente al momento de la cosecha.
** Nivel de significacion para el 99 %

Se constatd que la inoculacion con HMA no propicié incrementos de la colonizacion
micorrizica, destacandose el efecto que ejercieron las cepas residentes en el medio edéafico. Sin
embargo, la densidad visual tuvo un mayor incremento cuando las plantas se inocularon y se
expusieron ante el estrés a los 30 DDT.

El hecho de haber evaluado la colonizacion y la densidad visual al momento de la cosecha,
pudiera no haber reflejado cabalmente el efecto de la inoculacion, si se toma en consideracion
lo sefialado por Rivera et al. (2007), relacionado con la disminucién de la dependencia
micorrizica en el momento de la cosecha, que tiende a disminuir el porcentaje de colonizacién,
mas aun en el cultivo del arroz, el cual pasado la etapa de floracion disminuye la extraccion de
nutrientes por la planta y concluye su ciclo con las reservas almacenadas para el llenado del

grano y moviliza los carbohidratos con este fin (Garcia et al., 2010).
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La colonizacion de las plantas de arroz por cepas residentes se informd por otros investigadores
(Lumini et al., 2011; Maiti et al., 2011 y 2012), aunque no existe un panorama claro en cuanto
a efecto positivo de esta colonizacion micorrizica, respecto a la inoculacion de cepas
comerciales o aislados de otros agroecosistemas.

En la propia Tabla 8 se puede observar que la inoculacion también logré incrementar los
rendimientos cuando las plantas se estresaron tempranamente, destacandose en este sentido, el
estrés impuesto a los 30 DDT; tratamiento donde resultdé mas efectiva la interaccion entre la
inoculacion y el estrés, con lo que se logro incrementar el rendimiento hasta 65 %, equivalente
en este caso, a un incremento de 2,68 t ha™.

Es un hecho que el estrés hidrico por defecto en plantas de arroz en etapas tempranas de su ciclo
vegetativo incrementa el rendimiento agricola (Polon et al., 1995). Los incrementos alcanzados
oscilaron entre 1,5 t ha'y 2,5 t hal, en dependencia del ambiente edafoclimatico y del sistema
de riego que se utilizo (Poldn, 2007). Los resultados obtenidos en este trabajo se encuentran en
el entorno de los rangos reportados (Tabla 8).

El efecto de la inoculacién micorrizica en el rendimiento agricola no se evidencio, debido a la
influencia de las cepas residentes en el medio edafico, que no permitieron encontrar diferencias
en el incremento de la colonizacion micorrizica (Tabla 9). Sin embargo se interpretd que el
incremento en el rendimiento estuvo condicionado por la mayor efectividad de la cepa
inoculada, segun indico el incremento encontrado en la DV cuando las plantas se estresaron a
los 30 DDT.

Si bien los valores de este indicador resultaron bajos, los resultados indicaron que a pesar de
ello, hubo eficiencia simbidtica de la cepa que se inoculo, que fue seleccionada desde el primer

estudio realizado de evaluacion de cepas (Acapite 4.2), a partir del indice de eficiencia

Ruiz-Sdnchez, M. 95



Capitulo IV Resultados y Discusion

simbiotica y considerada como eficiente para las condiciones de cultivo que se siguieron,
ademas del posible efecto de esta cepa en la produccién y estimulacion de hormonas de
crecimiento.

La correspondencia entre esta investigacion de campo, con la desarrollada en condiciones
controladas, cuando se estudio el efecto de la reduccion del suministro hidrico impuesto en
diferentes momentos del ciclo vegetativo del arroz, en plantas inoculadas y sin inocular,
permitié considerar que los indicadores evaluados en este ultimo relacionados con la
fisiologia y la bioquimica de las plantas (Acapite 4.2), mantuvieron un comportamiento
similar o al menos cercano, todo lo cual tuvo incidencia directa en el rendimiento del cultivo.
Nuevamente se evidencio que la aplicacion del estrés a los 30 DDT en arroz inoculado con una
cepa de HMA eficiente, en este caso Glomus cubense, provoco obtener rendimientos superiores
a cuando la inoculacion no se realizo. Por otro lado, se corrobor6 que la produccion de arroz
con aniego permanente, limit6 los rendimientos, respecto a los tratamientos con suspension de
la ldamina de agua. La disminucidn del rendimiento en estas condiciones (anaerobiosis) pudieran
estar relacionado con el gasto energético que realiza la planta en mantener el intercambio
gaseoso entre la parte aérea y radical, asi como la estimulacion del crecimiento aérea para

mantener el radical.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1.

El arroz cultivado en condiciones de anaerobiosis, se coloniza por los hongos micorrizico
arbusculares en magnitudes bajas, existiendo especificidad de las cepas producto de las
modificaciones que se originan en el suelo.

En condiciones de anaerobiosis, resulta eficiente para incrementar el crecimiento y
desarrollo del arroz la inoculacion con las cepas Rhizoglomus intraradices y Glomus
cubense.

La inoculacion de plantas de arroz con hongos micorrizico arbusculares y expuestas a
reduccion del suministro hidrico en periodos tempranos de su desarrollo vegetativo,
modifica la fisiologia y bioquimica de la planta de forma tal que, cuando se repone el
suministro hidrico, éstas fueron capaces de recuperarse e incrementar el rendimiento
agricola.

Las plantas de arroz responden de forma diferente a la deficiencia hidrica en dependencia
del momento de su imposicion y en los momentos tardios de su desarrollo provoca un estrés
hidrico severo, con valores de potencial hidrico menores a -1,60 MPa, que hacen disminuir
el rendimiento agricola.

La categorizacion del estrés por déficit de agua, a partir del potencial hidrico foliar en el
arroz, permite precisar que el momento en que las plantas alcanzan el valor de -1,20 MPa,

independientemente de la fase de desarrollo en la que se encuentre el cultivo, se debe
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restablecer la lamina de agua para lograr la recuperacion de las mismas y alcanzar los
rendimientos mayores.

El arroz cultivado en condiciones de aerobiosis inoculado con la cepa Rhizoglomus
intraradices mejora la respuesta fisiologica y bioquimica de la planta e incrementa su
crecimiento y desarrollo.

La inoculacion del arroz con la cepa de hongo micorrizico arbuscular eficiente Glomus
cubense, no incrementa los niveles de colonizacion micorrizica respecto a las cepas
residentes de hongos micorrizico arbusculares en el suelo Hidromdrfico Gley Nodular

Ferruginoso Petroférrico, pero si la densidad visual y el rendimiento agricola del arroz.

5.2. Recomendaciones

1.

3.

Validar los resultados obtenidos en otros cultivares de arroz en diferentes condiciones
edafoclimaticas y época de siembra, asi como obtener nuevos aislamientos de hongos
micorrizico arbusculares con potencial para cada condicién edafica.

Profundizar en las investigaciones sobre indicadores fisiol6gicos y bioquimicos de modo
que se puedan esclarecer los mecanismo involucrados en la interaccion de los hongos
micorrizico arbusculares con plantas de arroz, tanto en condiciones de anaerobiosis, como
de aerobiosis.

Validar en campo la categorizacion propuesta del estrés por déficit de agua en condiciones

de anaerobiosis y de aerobiosis a partir del potencial hidrico foliar en plantas de arroz.
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ANEXOS

Anexo 1. Principales caracteristicas de la variedad comercial INCA LP-5",

Caracter

Clasificacion

Duracion del Ciclo (dias)

La altura final de la planta (cm)
Granos llenos por panicula
Granos vanos por panicula
Masa seca de 1000 granos (g)

Rendimiento agricola (t hal)

Epoca poco lluviosa
Epoca lluviosa

Epoca poco lluviosa
Epoca lluviosa

128
110
88,6
86,0
8,1
29,5
7,6
6,9

Fuente: Pérez, N. y Castro R. I. 2000. A new short cycle rice variety: 'INCA LP-5".
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Anexo 2. Composicion de la solucién nutritiva de Hoagland aplicada.

Compuesto  Solucion (g L) Para 1 litro

KNO3 50,50 5mL
KH2PO4 13,61 5mL*
Ca(NO3)2 118,10 5mL
MgSO4 7H20 49,30 5mL
H3BO3 28,57 50 uL
MnCL; 18,10 50 uL
ZnS04 7H20 2,18 50 uL
CuS0O45H0 0,79 50 puL
(NHz)s Mo7 O24 0,24 50 uL
EDTA FeNa 50,55 500 pL

*Para los tratamientos con micorrizas se aplico el 25 % de KH2PO4 (1,25 mL).
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Anexo 3. Comportamiento de las variables meteoroldgicas diarias (febrero a julio de 2011).
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Comportamiento de las variables meteorolégicas (febrero a julio de 2011), promedios
mensuales

Temperaturas (°C) Precipitaciones Hr media
Meses — - .

minima media maxima (mm) (%)
Febrero 18,4 23,0 27,6 0,00 61
Marzo 18,7 23,8 28,9 11,70 67
Abril 22,0 26,8 31,5 2,81 72
Mayo 22,9 27,3 31,7 20,60 76
Junio 24,3 28,1 31,9 9,38 79
julio 24,6 28,2 31,9 12,74 83

Leyenda: Humedad relativa (Hr)
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