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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la efectividad de cepas de HMA, nativas de suelos
con altos contenidos de sales, sobre el comportamiento de plantas de tomate en
condiciones de estrés salino, se desarroll6 la presente investigacion en la zona de
Las Caobas en la provincia de Holguin y en las areas experimentales del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), en San José de las Lajas, La Habana. En
un primer experimento se aislaron, caracterizaron y multiplicaron cepas de HMA
nativas de la zona afectada por altos contenidos de sales en la provincia de
Holguin. En un segundo ensayo, empleando el tomate (Solanum lycopersicon L.)
como planta indicadora, se evalué la efectividad del conglomerado aislado de las
cepas en estudio sobre algunos indicadores fisioldgicos y bioquimicos, en plantas
de tomate sometidas a estrés salino y se caracterizé la respuesta nutricional del
cultivo a la inoculacidén con estas cepas. Los tratamientos se distribuyeron en un
disefio completamente aleatorizado con arreglo bifactorial (3 x 3), donde los
factores estudiados fueron las cepas de HMA y los niveles de salinidad. Como
material fungico se emple6 un conglomerado de las 28 cepas nativas obtenidas al
reproducir las especies encontradas en el suelo afectado por altos contenidos de
sales, un in6culo certificado a base de cepas de Glomus hoi- like proveniente del
cepario del Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas,
y la composiciéon de cepas nativas que existian en el sustrato de origen. Los
tratamientos salinos fueron impuestos a partir de diferentes concentraciones de
NaCl en el agua del riego: 0, 50 y 100 mM. Los resultados mostraron que los
suelos estudiados, con altos contenidos de sales, presentaban una alta diversidad
de hongos micorrizicos arbusculares, encontrandose en ellos 28 morfotipos de
HMA, muchos de los cuales pueden considerarse como potenciales especies
nuevas. Bajo condiciones de estrés salino, el conglomerado compuesto por las
especies aisladas, fue efectivo en la colonizacion de las raices de tomate
incrementando la produccién de biomasa, asi como provocando cambios positivos
a nivel celular en la induccion de sistemas antioxidantes e incrementando la

eficiencia en la absorcién de nutrientes por el cultivo.
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I- INTRODUCCION

En la naturaleza las plantas se encuentran expuestas a muchas condiciones de
estrés que retardan su desarrollo y disminuyen sus rendimientos. Uno de los
problemas agricolas mas extendidos es la acumulacién de sales en la superficie
del suelo (Cano et al., 1998). La salinidad afecta completamente un tercio de las
tierras bajo riego en areas con escasez de agua, altas temperaturas, alta
evapotranspiracion o cuando se practica un manejo de riego deficiente por parte
de los agricultores. Ademas, con la disminucion de las fuentes de agua
disponibles, usar aguas salinas para el riego es casi inevitable (Alrahman et al.,
2005).

En general, la salinidad inhibe el crecimiento de las plantas y su productividad. La
alta salinidad induce desequilibrios en las relaciones osmaticas entre el suelo y las
plantas y en el metabolismo de estas. Existen un grupo de factores que aumentan
la tolerancia de las plantas a la salinidad, la incorporacion o aplicacion de estos
puede facilitar a las plantas una mejor resistencia al estrés salino y pueden ayudar
a mejorar la productividad de cultivos bajo estas condiciones (Ashraf y Foolad,
2006; Ghazi y Al-Karaki, 2008).

La tolerancia al estrés en la plantas es un fendmeno complejo que involucra
numerosos cambios a nivel bioquimico y fisiolégico. Sin embargo, los mecanismos
detras de la tolerancia al estrés parecen estar afectados por la colonizacién de los

hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (Al-Karaki, 2000).

La simbiosis micorrizica arbuscular es el resultado evidente de la interaccién entre
las raices de las plantas y un hongo y es un excelente ejemplo de las extensas
alteraciones morfoldgicas que las raices experimentan con el fin de acomodarse a
la presencia de un simbionte. Los HMA reciben fotosintatos de la planta, mientras
que esta mejora su habilidad para la toma de nutrientes y agua a la vez que
mejora la tolerancia al estrés tanto abiotico como bidtico (Ruiz-Lozano y
Azcén,1996; Rabie y Almadini, 2005).



Varios estudios han demostrado que la inoculacion con estos hongos mejora el
crecimiento de las plantas bajo estrés salino (Tian et al., 2004; Choa et al., 2006;
Ghazi y Al-Karaki, 2008). Esto puede ser atribuido al incremento en la adquisicion
de nutrientes minerales como P, Zn, Cu y Fe. También existen indicios de que los
HMA protegen el metabolismo de las hojas de la toxicidad por Na (Yano-Melo et
al., 2003; Giri y Mukerji, 2004).

Segun Ruiz-Lozano y Azcon (1996) y Azcdn y Tobar (1998), el estrés ambiental
induce distintos tipos de respuestas en las plantas, que provocan la generacién de
compuestos que pueden llegar a ser téxicos, tales como especies reactivas de
oxigeno, las cuales, si estan en exceso y no son eliminadas del sistema radical o
del foliar de la planta, pueden dafar permanentemente estructuras basicas para el
mantenimiento de las funciones celulares normales. Sin embargo, la presencia de
enzimas y metabolitos antioxidantes le permite a la célula vivir en condiciones de
estrés oxidativo (Maldonado y Pahlich, 2004).

Se plantea que, en condiciones de estrés salino, las plantas que se encuentran
micorrizadas desarrollan mecanismos antioxidantes que las hacen menos
sensibles a esta condicién desfavorable y, por lo tanto, presentan mejores
condiciones adaptativas para su desarrollo que aquellas no micorrizadas (Azcén y
Tobar, 1998).

Aunque la asociacion micorrizica arbuscular ha sido definida generalmente como
inespecifica, McGonigle y Fitter (1990) sefialaron que el comportamiento de las
poblaciones de HMA es modulado por diversos factores ambientales que pueden
influir sobre su comportamiento, y existe evidencia que estas asociaciones
presentan “especificidad ecoldgica”, la cual consiste en la posibilidad de encontrar
en un indculo mixto o bajo condiciones nativas un tipo particular de HMA que

colonice preferentemente a un hospedero (Tuinen et al., 1998).



El conocimiento de las interacciones entre distintas especies de HMA y las
condiciones edéficas lleva al establecimiento de poblaciones mejor adaptadas y
mas efectivas que garanticen los beneficios de la asociacion simbiotica
(Plenchette y Fortin, 2009).

Como se ha observado, el estrés salino afecta el crecimiento de la planta, y los
efectos de la salinidad en la actividad metabdlica de esta pueden cambiar de
acuerdo al uso de los HMA, por lo que se hace necesario realizar estudios que
profundicen en la seleccion de cepas efectivas de HMA para mejorar el desarrollo

de las plantas bajo condiciones de estrés.

Atendiendo a los aspectos anteriormente descritos se plantea en el presente

estudio la siguiente hipotesis:

La inoculacion con cepas de HMA nativas de suelos con altos contenidos de
sales produce respuestas mas efectivas en plantas de tomate bajo

condiciones de estrés salino.

Para corroborar la hipétesis se trazé como objetivo general:

Determinar la efectividad de cepas de HMA nativas de suelos con altos
contenidos de sales, sobre el comportamiento de plantas de tomate en

condiciones de estrés salino.

Y los siguientes objetivos especificos:

1. Aislar, caracterizar y multiplicar cepas de HMA nativas de una zona afectada
por altos contenidos de sales en la provincia de Holguin.

2. Evaluar la efectividad del conglomerado aislado de las cepas en estudio, sobre
algunos indicadores fisiolégicos y bioquimicos en plantas de tomate sometidas
a estrés salino.

3. Caracterizar la respuesta nutricional del tomate bajo estrés salino a la

inoculacién con las cepas en estudio.



[I- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La salinidad

Entre las condiciones adversas de los sistemas agricolas, la salinidad es el factor
que mas ha influido sobre el establecimiento de las poblaciones humanas y
existen registros histéricos de migraciones provocadas por la salinizacion del suelo

cultivable (James et al., 1982).

Esta se ha convertido en un gran problema para la agricultura mundial, y su
extension crece anualmente a razén de 3 ha.min™ (Mashaly, 1999). Por su parte,
Hussein y Hamdi (1990) coincidieron que la salinidad es un serio problema para la
agricultura, fundamentalmente para las regiones aridas y semi-aridas, y que cerca
del 40 % de las tierras a nivel mundial pueden ser caracterizadas como
fuertemente salinas. A su vez, Cordovilla et al. (1994) plantearon que muchas de

estas areas estan distribuidas, en lo fundamental, en las regiones tropicales.

En el afo 2006, en Cuba se reportd que el 14,9 % de las areas agricolas se
encontraban afectadas por esta problematica, estando involucradas la mayoria de
las areas que se dedican a la produccidn de cultivos importantes para la

alimentacion humana y animal (ONE, 2006).

2.1.1 Origen y localizacion de los procesos degradativos ocasionados por
las sales
El origen de los distintos tipos de sales en el suelo puede ser muy diverso,

pudiendo ser, de manera general, de origen natural o antrépico.

Los suelos con problemas de salinidad se localizan en lugares donde la
evaporacion es mayor que las precipitaciones (Feign, 1985). Es por ello que las
areas climaticas mas afectadas por las sales son las que se encuentran en zonas

aridas, semiaridas y las estepas, zonas donde la evaporacion es dominante.



Los factores que tienen mayor influencia en la formacion de los suelos salinos son:
topografia, actividad biolégica, condiciones climaticas; procesos geomorfologicos
de sedimentacion, erosion, redistribucion de materiales; asi como cambios en la
hidrologia superficial y subterranea, ademas de las acciones humanas tales como:
la labranza, el riego con agua de mala calidad y la fertilizacion quimica (Pessarakli,
1994; Francois y Maas, 1993; Matson, 1997).

El riego con aguas que contienen sales tiene un efecto inevitable en el incremento
de la concentracion de sales en la zona radical de las plantas (Pendergast, 1993);
lo anterior depende de varios factores que incluyen la cantidad y calidad del agua
de riego aplicada, el método de riego y un drenaje adecuado (Pessarakli, 1994;
Noborio y Mclnnes, 1993; Lax et al., 1994).

2.1.2 Salinizacién secundaria del suelo

Los problemas por salinidad que aparecen cuando se concentran sales solubles
procedentes del regadio en suelos productivos, se denominan salinizacion
secundaria. La misma es provocada fundamentalmente por los efectos del
regadio, el uso de aguas de mala calidad, el drenaje restringido, la baja

permeabilidad del suelo y el mal uso de la fertilizacién (Mashaly, 1999).

Durante mucho tiempo se tuvo el criterio que la salinizacién secundaria no era un
problema en los suelos tropicales, ya que por las caracteristicas del clima este
proceso no ocurre. No obstante, la incidencia de este fendmeno, sobre todo en
regiones de clima tropical subhumedo, demuestran lo contrario (Hernandez et al.,
2006a)

La actividad antropica ha incrementado la extensién de areas salinizadas al
ampliarse las zonas de regadio con el desarrollo de grandes proyectos
hidroldgicos, que han provocado cambios en el balance de agua y sales de los
sistemas hidrogeoldgicos. La proporcién de suelos afectados por salinidad se cifra
en un 10 % del total mundial, y se estima que entre un 25 y 50 % de las zonas de

regadio estan salinizadas (Rhoades et al., 1992).



En Cuba se ha observado que, independientemente de las condiciones climaticas
existentes, el uso del riego sin tomar en consideracién las caracteristicas del
suelo, su origen, régimen de lluvias, evapotranspiracion, calidad del agua de riego
entre otras, puede acarrear procesos de degradacion muy negativos (Hernandez
et al, 2006a). Un ejemplo lo constituye la utilizacion de riego en épocas de seca
sin las medidas adecuadas de drenaje que afectd principalmente a las llanuras
orientales del pais, perjudicando los rendimientos de la cafia de azucar, arroz y

otros cultivos (Hernandez, 1996).

2.2 Las plantas y la salinidad del suelo

El efecto mas comun de la salinidad sobre las plantas es la reduccién del
desarrollo debido a: una disminucion del potencial osmoético del medio y, en
consecuencia, del potencial hidrico del suelo; una toxicidad especifica,
normalmente asociada con la absorcién excesiva de Na*y de CI'; un desequilibrio
nutricional debido a la interferencia de los iones salinos con los nutrientes
esenciales; y la combinacion de los efectos antes indicados. Como consecuencia
de estos efectos primarios, a menudo ocurren otros estreses secundarios, como el
dafio oxidativo (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2000).

2.2.1 Absorcién de agua
Uno de los efectos mas evidentes del estrés salino es la reduccion en la capacidad
de absorcion de agua, que se puede manifestar como los efectos del estrés

hidrico: reduccion de expansion foliar y pérdida de turgencia (Bray et al., 2000).

Una célula vegetal expuesta a un medio salino equilibra su potencial hidrico
perdiendo agua, lo que produce la disminucion del potencial osmaético y del de
turgencia. Esta situacion genera sefales quimicas (aumento del Ca®* libre
intracelular, sintesis de ABA, etc.) que desencadenan posteriores respuestas

adaptativas (Hasegawa et al., 2000).

Los cambios macroscopicos que se observan bajo condiciones de salinidad, como

reduccion del area foliar y de la relacion parte aérea/raiz, entre otros cambios



también reflejan el ajuste necesario para recuperar el balance hidrico
(Chinnusamy et al., 2005).

2.2.2 Absorcion de iones

En un suelo salino, la elevada concentracion de iones Na*y CI” (0 SO4%), produce
una interferencia en la absorcién de nutrientes (K*, Ca®*, NO3) e impide la
captaciéon de los mismos, al tiempo que pueden alcanzar niveles citosélicos

toxicos para el metabolismo celular (Marschner, 1995).

La raiz, como principal 6rgano de absorcion de agua e iones, tiene gran
importancia en la respuesta a corto y largo plazo al estrés salino. En este 6rgano
se sintetiza acido abscisico (ABA), una de las sefales tempranas de estrés capaz
de producir cambios fisioldgicos locales (conductividad hidraulica) y a distancia
(cierre estomatico) (Hartung et al., 2002). Las caracteristicas anatomicas y
morfologicas de la raiz pueden tener gran influencia en la capacidad de

adaptacion a la salinidad (Reinhardt y Rost, 1995; Maggio et al., 2001).

2.2.3 Efectos nutricionales
La presencia en la solucién del suelo de iones salinos, a partir de un determinado
nivel critico de concentracion, origina un desplazamiento del equilibrio nutricional

mineral de las plantas. Este efecto se produce de dos maneras:

1. La fuerza idnica del suelo tiene un efecto directo sobre la absorcion y
translocacion de nutrientes. Una evidencia de este efecto es que la
salinidad induce una absorcidon y acumulacion de fosforo en ciertas
especies. Este es un efecto osmotico y se presenta independientemente del
tipo de sal utilizado (Kafkafi, 1991).

2. El mecanismo mas comun por el que la salinidad altera la nutriciéon mineral
de las plantas es por la interaccion directa del CI' y el Na* sobre la
absorcion y translocaciéon de nutrientes dentro de la planta (Marschner,
1995).



Numerosos estudios muestran que la concentracion de K* en la planta, disminuye
al aumentar la salinidad o la relacion Na*/Ca?* en el suelo (Okusanaya y Ungar,
1984; Cramer et al., 1985; Janzen y Chang, 1987; Subbarao et al., 1990).

La reduccion en la absorcion de K* en la planta por el Na* es un proceso
competitivo. Aunque las plantas tienen una selectividad alta de K* con respeto a
Na®, cantidades excesivas de K' pueden tener un efecto negativo sobre las
plantas (Rush y Epstein, 1981). Quizas por ello, a pesar de los numerosos
estudios que indican la disminucién en la absorcién y translocacion de K* en las
plantas cultivadas en sustratos donde predomina el Na*, hay pocos datos que
demuestren que la adicion de K* en dichas condiciones mejore el desarrollo de las

plantas (Muhammed et al., 1987).

Ademas de este clasico desequilibrio idnico, una disminucién de la concentracion
de NOj3™ en la planta en condiciones salinas ha sido ampliamente documentada en
distintas condiciones experimentales y con diferentes especies vegetales (Torres y
Bingham, 1973; Helal et al., 1975; Kafkafi et al., 1982; Aslam et al., 1984; Ward et
al., 1986; Feigin et al., 1987, Silberbush y Ben-Asher, 1987; Klobus et al., 1988;
Martinez y Cerda, 1989). Sin embargo, a pesar de la drastica reduccién de la
concentracion de NO3™ en la hoja como respuesta a la salinidad, aumentan (o al
menos no disminuyen) diversas fracciones nitrogenadas como el contenido en

prolina, betainas y aminoacidos o proteinas solubles totales (Gorham et al., 1986).

Por otra parte, se ha comprobado que el NaCl puede también inducir toxicidad de
fésforo en algunas especies como maiz (Bernstein, 1975; Nieman y Clark, 1976),
ciertas variedades de soja (Grattan y Maas, 1984) y lupino (Treby y van
Steveninck, 1988).

En condiciones salinas también pueden surgir problemas con la disponibilidad de
micronutrientes, aunque la influencia de la salinidad sobre las concentraciones de
los mismos en las plantas depende tanto de la planta como del micronutriente
considerado (El-Motaium et al., 1994; Wimmer et al., 2001).



2.3 Los hongos micorrizicos arbusculares
Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes de las raices de las
plantas que pueden ser considerados la piedra angular del mutualismo en los

ecosistemas terrestres (Opik et al., 2008)

La simbiosis micorrizica representa una relacion muy antigua. Hifas y arbusculos
han sido reportados en fosiles provenientes del periodo Devénico temprano y
estudios moleculares sugieren la presencia de Glomales alrededor de 350-460
millones de afos atras, evolucionando conjuntamente con las plantas que iban

conquistando la Tierra (Mohammadi et al., 2008).

Las micorrizas arbusculares han sido ampliamente descritas como favorecedoras
del crecimiento vegetal (Smith y Read, 2008c). La colonizacion micorrizica
produce cambios fisicos, bioquimicos y fisioldgicos en las raices que conducen a
un mejor estado general de la planta y contribuyen a aliviar las situaciones de
estrés de caracter abiotico (metales pesados, salinidad) y bidticos (ataques de

patdgenos, cambios microbianos en la rizosfera) (Barea y Jeffries, 1995).

2.3.1 Clasificacion de los HMA

Los HMA fueron ubicados inicialmente en la divisibn Eumycota y la clase de los
Zygomicetos (hongos con micelio cenocitico, sin septos, cuyo principal
componente estructural de la pared celular es la quitina) (Morton y Benny, 1990).
Su clasificaciéon se basé en caracteristicas morfolégicas de la pared de las esporas
(asexuales) producidas por estos hongos. Este tipo de clasificacion permitio

describir lo que se denomina morfoespecies fungicas (Schenk y Pérez, 1990).

Anteriormente, la clasificacion de las especies se basdé en el estudio de las
esporas en funcion de su pared y grupos o capas que las conforman (Walker,
1992) pero a partir de la ultima década, la biologia molecular ha representado una
herramienta valiosa y viable en la clasificacion de las especies de los hongos

formadores de este tipo de micorriza (Calvente et al., 2004), asi como en la



identificacion de las moléculas organicas que intervienen en la estimulacion e
inhibicion de la germinacion de esporas y en el establecimiento de los hongos
micorrizicos arbusculares en la planta hospedante (Bago et al., 2000; Noval,
2008).

Basados tanto en las técnicas taxondmicas tradicionales como en los métodos
moleculares se reconocen hasta el momento 4 6rdenes, 13 familias, 19 géneros y
214 especies de HMA (Figura 1).

phylum
Glomeromycota
clase

Glomeromycetes

orden (4) familia (13) genero (19) no. especies (214)
Glomerales Glomeraceae Glomus 105
Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora 9
Scutellosporaceae Scutellospora 10
Racocetraceae Racocetra & Cetraspora 9&5
Dentiscutataceae Dentiscutata & Fuscutata & 7&4&1
Quatunica
Acaulosporaceae Acaulospora & Kuklospora 34 &2
Entrophosporaceae  Entrophospora 2
Pacisporaceae Pacispora 7
Diversisporaceae Diversispora 48&1
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus 3
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon 1
Ambisporaceae Ambispora 8
Archaeosporaceae Archaeospora & Intraspora 1&1

Figura 1. Clasificacion actual de los HMA (Glomeromycota TAXONOMY, 2009)

2.3.2 Identificacién morfoldgica
Las caracteristicas morfolégicas, macro y microanatémicas, forman las bases para
la identificacion y taxonomia del hongo. La diversidad de los HMA puede ser

explorada en otros niveles por los estudios de las caracteristicas de las esporas
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asi como de las caracteristicas de la ultraestructura y el disefio de la colonizacion
radical (Schonbeck y Raschen, 1995).

La identificacion tradicional de los HMA estd basada exclusivamente en la
descripcion morfolégica de los diferentes tipos de esporas. Muchas especies
nuevas han sido reportadas desde la revision de la historia de la familia

Endogonacea (Peterson y Farquhar, 1994).

Dentro de las caracteristicas morfolégicas mas notorias de los HMA se encuentran
el tamanio, el color y la forma de las esporas, estas de tamafno grande, entre 20 y
500 um segun la especie; su forma puede ser globosa, eliptica, ovoide, reniforme,
claviforme o irregular, ademas de poseer una gran gama de colores que ayuda
también a su identificacion. Algunas especies forman esporocarpos, mientras que
otras forman esporas solas, ya sea en el interior o exterior de la raiz (Almeida et
al., 1987; Reddell et al., 1997).

La diversidad ontogénica es considerada como el diagndstico en la diferenciacion
de dos géneros; esta abarca la dilucidaciéon y descripcion detallada del proceso de
formacion de esporas basada en el reconocimiento de taxa morfolégicamente
similares, el cual sélo se conoce en unas cuantas especies (Schenck y Pérez,

1990; Giovannetti y Gianiniazzi-Pearson, 1994).

La germinacidon es una parte integral del ciclo de vida del HMA y sus
caracteristicas tienen gran importancia en la taxonomia, siendo usado por ejemplo
para distinguir entre el género Gigaspora y Scutellospora (Shenck y Pérez, 1990;
Giovannetti y Gianiniazzi-Pearson, 1994).

2.3.3 Establecimiento de la simbiosis micorrizica
El proceso de colonizacion de plantas hospederas por HMA esta caracterizada por
distintas etapas (Figura 2), que comprenden una serie de complejos cambios

morfogenéticos en el hongo y culmina con multiples beneficios a la planta
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hospedera en la adquisicion de nutrientes, resistencia al estrés, tolerancia a los

patdgenos, entre otros (Juge et al., 2009).

Los HMA son capaces de colonizar las células corticales y epidérmicas de las
raices pero no de atravesar el sistema vascular de estas. Los estadios
morfologicos del desarrollo de la colonizacion son variables, dependiendo
principalmente de la planta involucrada. Por lo general, la hifa del hongo crece
desde una espora que se encuentra en el suelo o en la raiz de una planta
adyacente, hasta hacer contacto con la superficie de una raiz, donde se diferencia
para formar un apresorio, siendo este el primer indicio de reconocimiento entre el
hongo y la planta. Después de la germinacion, la hifa sigue un crecimiento lineal
con una fuerte dominancia apical. Esta presenta gruesas paredes, entre 5y 10 ym

de ancho, sin septo y multinucleada (Smith y Read, 2008a).

La penetracidn de la raiz ocurre por la via del apresorio y el hongo comunmente
accede a la planta a través de dos células epidérmicas. Una vez dentro de la raiz,
puede producir enrollamientos en las paredes de las células subepidérmicas
seguido de un crecimiento hacia el interior del cortex de la raiz. Al alcanzar el
interior del coértex, las hifas se ramifican y penetran las paredes de las células
corticales diferenciandose y formando estructuras conocidas como arbusculos. A
pesar de atravesar las paredes celulares, los arbusculos no afectan la membrana
plasmatica, se invaginan y desarrollan alrededor de ella formando un nuevo
compartimento apoplastico. Aqui el simbionte se encuentra en intimo contacto con
la planta, separado solo por sus membranas. Esta interfase asume el rol de sitio
de intercambio de compuestos carbonados, nutrientes y agua entre el hongo y la
planta y es generalmente conocido como la estructura clave en la simbiosis
(Giovannetti et al., 2004).
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Figura 2. Esquema representativo del ciclo de vida de los HMA (Tapia, 2003)

2.3.4 Beneficios que reportan los HMA a los cultivos y al suelo

-Principales efectos sobre la nutricién vegetal

La contribucion de los HMA a la toma de nutrientes por parte de la planta esta
principalmente relacionada con la adquisicibn de nutrientes (especialmente
fésforo) del suelo por las hifas extrarradicales del hongo, fundamentalmente las
que no se encuentran cercanas a la raiz, teniendo un efecto significativo en el

crecimiento y desarrollo de la planta (Smith y Read, 2008b).

Las hifas de los hongos son funcionalmente analogas a los pelos radicales, siendo
su diametro muy similar, pero la densidad por unidad de longitud de las hifas es de
10 a 100 veces mayor que la de la raiz, lo cual extiende la efectividad de
absorcion de las plantas micorrizadas mas alla de la zona cercana a la raiz donde

los nutrientes pueden escasear.

La gran densidad hifal no tiene igual significacion para la toma de todos los iones

del suelo, siendo mas importante para iones con menor coeficiente efectivo de
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difusién en el suelo como el H,PO,4 . La evidencia sugiere que los HMA producen
fosfatasa extracelular, solubilizando fosfato organico para su absorcién (Koide y
Kabir, 2000).

-El Nitrégeno

Las micorrizas arbusculares aparentemente no desempenan un papel importante
en cuanto a la absorcion directa del nitrégeno (Smith y Read, 2008b), pero se ha
demostrado que incrementa la capacidad de fijacion de dinitrdgeno en las
leguminosas. La mayoria de las plantas colonizadas se benefician con la simbiosis
y muestran un incremento en el crecimiento, absorcion de nutrientes, fijacion de N2
atmosférico (si también se le asocia con Rhizobium o con Frankia), etc.; sin
embargo, la mayoria de las plantas muestra estas respuestas fisioldgicas a los
HMA a niveles bajos de P en la solucién del suelo. También, con una alta
fertilizacion nitrogenada, se ha demostrado que se afecta negativamente la
simbiosis (Daft y EI-Giahmi, 1978; Boisson-Dernier et al.,2001).

-El Fosforo

El principal papel de los HMA es proveer las necesidades de fosforo a la planta,
debido a que este elemento es extremadamente poco movil en el suelo. Aun si el
fésforo se adiciona en forma soluble al suelo, este terminara por quedar retenido
como fésforo inorganico o cualquier otra forma de baja solubilidad (Jackson y
Mason, 1984; Wetterauer y Killorn, 1996).

El nivel de P en la solucion del suelo esta relacionado con la colonizacion radicular
por HMA. Al haber un nivel bajo de P, hay un bajo nivel de fosfolipidos en la
membrana vegetal, que conduce a una mayor exudacion radicular, lo cual trae
como consecuencia una estimulacion en la colonizacion del endofito (Smith y
Read, 2008b). Las formas existentes del fosforo en el suelo son poco solubles en
el agua y por ello su concentracion es muy pequefia en la solucion del suelo (0,03
mg L") (Nelsen et al., 1981).
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Entre un 95 y 99 % del fésforo del suelo no esta disponible para las plantas; esto
incluye las formas organicas y minerales insolubles. La adicion de cantidades
bajas de fertilizante fosfatado es compatible y beneficia la simbiosis con HMA, ya
que estimula el crecimiento de la planta, pero al incrementar la dosis se comienza
a interferir la formacion de la simbiosis, llegandose a la inhibicion de la
colonizacion. Las diferentes especies de HMA pueden mostrar distintos grados de

respuesta a la aplicacion de fertilizantes y productos fitosanitarios (Hayman, 1982).

-Los micronutrientes

La importancia de los HMA relacionada con los micronutrientes tiene dos vias;
primero ayudan a la absorcion de estos elementos considerados como
relativamente inmoviles, y segundo, los HMA toman estos elementos y los
almacenan lo que previene que las concentraciones de estos alcancen niveles

toxicos en el vegetal.

-Estructura del suelo

La influencia de los HMA en la mejora de la estructura y agregacion de los suelos
puede ser visto como los de una cuerda pegajosa. Las hifas del hongo enredan y
entrampan las particulas de suelo formando agregados y secretan, de forma
abundante por su superficie, la glicoproteina glomalina. En términos de fisiologia
del hongo, la glomalina es una molécula recalcitrante e hidrofobica (Wright y
Upadhyaya, 1998).

-Interacciones con otros microorganismos del suelo

La existencia de los HMA en el suelo provoca que se produzcan una serie de
interacciones con otros microorganismos que viven también en ese habitat. La
micorrizosfera es la rizosfera de una planta micorrizada, y es en ella donde se
producen las interacciones que se pueden resumir como: interacciones con
microorganismos beneficiosos y con funciones especificas, e interacciones con

patdgenos (Lioussanne et al., 2009).
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Entre los microorganismos beneficiosos podemos citar a las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), a las bacterias fijadoras de nitrégeno
(tanto libres como simbiontes), a los actinomicetos y a algunos hongos saprofitos
que actuan como antagonistas de patogenos del suelo y que pueden ser
empleados para el control bioldgico. En muchos casos las interacciones
establecidas son de tipo positivo, llegandose a registrar un efecto de sinergismo,
donde la presencia del HMA y del otro microorganismo produce un incremento del

crecimiento, vigor y proteccion de la planta (St-Arnaud y Elsen, 2005).

Se han propuesto una serie de mecanismos a través de los cuales ocurre la
interaccion micorrizas/patdgenos, ya que no se ha demostrado nunca que los
HMA actuen directamente sobre éstos, ya sea por antagonismo, antibiosis, o por

depredacion, sino que su efecto es indirecto. (Azcon-Aguilar y Barea, 1997)

2.3.5 Efectos sobre las plantas sometidas a estrés

2.3.5.1 Estrés hidrico

Numerosos estudios reportan la mayor sobrevivencia de plantas micorrizadas
sobre las que no lo estan, bajo condiciones de estrés hidrico (Choa et al., 2006;
Porcel et al., 2006; Aroca et al., 2007; Fundora, 2007). Uno de los mecanismos
que permite esto puede ser la absorcién y translocacion directa del agua por la via
de la red de hifas, de manera similar a la toma de nutrientes, pero el efecto real de
la colonizacién micorrizica sobre la tolerancia de las plantas al estrés hidrico esta
relacionada con la adquisicion de nutrientes, dado que en los suelos secos estos

se vuelven menos disponibles.

Se ha observado que la mayor densidad por unidad de longitud de las hifas de
HMA disminuyen la distancia de difusion para los nutrientes y enriquecen la
superficie de absorcion, lo que bajo condiciones de déficit hidrico constituye una

ventaja para las plantas micorrizadas (Al-Karaki y Clark, 1998).
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2.3.5.2 Estrés salino
Existen pocos estudios referentes a los efectos de los HMA sobre el crecimiento
de las plantas bajo condiciones de salinidad y los efectos de esta sobre la

colonizacion micorrizica.

Los HMA tienen la habilidad de proteger a las plantas del estrés provocado por la
salinidad, pero los mecanismos que ocurren no estan muy claros. No obstante, los
pocos datos disponibles indican que estos hongos tienen el potencial de aumentar
los beneficios derivados de los cultivos tolerantes a las sales cuando se

seleccionan y combinan adecuadamente (Choa et al., 2006).

Es conocida su existencia en ambientes salinos, donde pueden mejorar
precozmente el crecimiento de plantas tolerantes a la salinidad (Juniper y Abbott
1993; Aliasgharzadeh et al., 2001). Se considera que, en suelos salinos, los HMA
mejoran el suministro de nutrientes minerales a las plantas, especialmente el
suministro de fosforo que tiende a ser precipitado por iones como Ca?*, Mg?* y
Zn?* (Al-Karaki y Clark, 1998; Al-Karaki, 2000; Al-Karaki et al., 2001; Porras-
Soriano et al., 2009). Adicionalmente a la mejora nutricional, los HMA benefician
procesos fisiologicos como la capacidad de absorcién de agua por las plantas, al
incrementar la conductividad hidraulica de las raices y favorecer la adaptacion del
balance osmoético y la composicion de carbohidratos (Rosendahl y Rosendahl,
1991; Sharifia et al., 2007). De esta manera, estos hongos atenuan los efectos

adversos del exceso de sal acumulada en las raices (Giri y Mukeriji, 2004).

El rol de las micorrizas en condiciones salinas esta aun inconcluso. Unos pocos
estudios han demostrado sus efectos en el ajuste osmotico (Rosendahl y
Rosendahl, 1991; Giri y Mukerji, 1999), pero todos han sido conducidos en

condiciones de baja salinidad.

La discusion sobre la ecologia de los HMA en un medio ambiente salino puede ser

confusa por la necesidad de distinguir entre los efectos bidticos y los abidticos en
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la distribucion y la relativa abundancia del hongo (Neumann et al., 1994). No se
observa colonizacién micorrizica cuando el sodio del suelo es superior a 3 131
mg.g”", pero se han encontrado plantas con las raices colonizadas y esporas de
hongos micorrizicos arbusculares, en habitats donde encontramos suelos salinos
con una conductividad eléctrica (CE) arriba de 185 dS.m™ (Juniper y Abbott,
1993).

Varios estudios reportan la identificacion de especies de HMA presentes en suelos
salinos. La identificacién positiva de estos hongos hasta especie es un proceso
dificil y de alta especializacion, y puede ser imposible cuando el material es
colectado de esos suelos (Juniper y Abbott, 1993).

Segun estos mismos autores, la atencion de los efectos de la salinidad en la
formacion de micorriza arbuscular tiene que incluir, por lo tanto, los efectos de la

salinidad en el crecimiento de la planta hospedante.

La reduccién de los niveles de la colonizacion radical por los HMA con el
incremento de la salinidad de los suelos, se puede deber a los cambios fisioldgicos
por los efectos directos a su simbiosis, o por un efecto indirecto sobre el hongo por
la influencia de otros parametros del suelo, como el pH, la textura, la materia
organica, la aireacion, el contenido de arcilla, las caracteristicas fisicas y quimicas

del suelo y los factores bidticos (Duvert et al., 1990).

2.3.6 Cambios en la actividad de enzimas antioxidantes durante la simbiosis

Las enzimas catalasa y las peroxidasas estan involucradas en los mecanismos de
defensa de las plantas. La catalasa y la ascorbato peroxidasa son inducidas por
estrés oxidativo puesto que convierten el perdxido de hidrogeno en agua. Existen
estudios (Blilou et al.,, 2000; Aguirreolea et al., 2006) que indican que el
incremento de estas enzimas coincide con el momento de formacién del apresorio
en la superficie de la raiz, una vez que se da la interaccién de tabaco con G.

mosseae. Estos autores sugieren que la respuesta de las células de la raiz a la
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invasion del HMA es una respuesta de defensa y que tiene lugar en estadios
tempranos de la colonizacién, y proponen que el incremento en catalasa y
peroxidasa puede estar relacionado con su papel antioxidante contra moléculas de
oxigeno activo generadas durante el estado inicial de penetracion del hongo. Se
requieren mas estudios para correlacionar la actividad de las enzimas con las
alteraciones bioquimicas en el metabolismo oxidativo en células colonizadas. Las
enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa, normalmente inducidas por estrés
oxidativo, son también inducidas en los comienzos de la colonizacion micorrizica
para posteriormente ser reprimidas (Gianinazzi-Pearson, 1996; Ghorbanli et al.,
2004).

2.4 El tomate y la salinidad del suelo

El tomate (Solanum lycopersicum L.) puede ser considerado como una de las
hortalizas de mayor importancia econdmica en el mundo, segun su demanda
como alimento por una amplia parte de la poblacion mundial, siendo en Cuba la
principal hortaliza tanto por el area que ocupa como por el nivel de produccién que
se obtiene (Alvarez et al., 2003; Castellanos y Mufioz, 2003; Peralta et al., 2005).

Esta considerado como un cultivo con alta demanda de fertilizacion mineral, la
cual se encuentra en el orden de 120-200 kg de N.ha™', 140-160 kg de P,0s.ha™ y
100-225 kg de K,0.ha', de acuerdo al tipo de suelo y al rendimiento esperado
(Terry, 2005).

Cuando se cultiva en suelos salinos, no se encuentra ajeno a una disminucién de
los rendimientos puesto que es una especie glicofita, medianamente sensible a las
sales y que presenta un umbral respecto al contenido total de sales cuantificadas
en el extracto de saturacion del suelo y expresado como conductividad eléctrica
(CEs) de 2,5 dS.m™ (Chinnusamy et al., 2005)
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Pocos efectos de las sales en el tomate presentan un caracter positivo. La
mayoria de ellos son adversos, tanto en la germinacion, como en los érganos de

las plantas (Romero-Aranda et al., 2001).

Los efectos de la salinidad en el porcentaje de germinacion de las semillas de
tomate se encuentran estrechamente relacionados a las concentraciones de las
sales en el medio de siembra, asi como también al cultivar o especie de que se
trate (Singer, 1994; El-Habbasha et al., 1996; Cuartero y Fernandez-Mufoz,
1999).

El efecto de las sales en las raices de las plantas de tomate siempre resulta en un
menor crecimiento de estos dérganos, hecho que puede afectar el crecimiento
general de la planta al reducirse el volumen de suelo que pueden explorar sus
raices (Almasoum, 2000). También las sales afectan el crecimiento, al alterar la
absorcion de agua por las raices, fendbmeno que se denomina componente
osmotico, y seria el efecto inicial que padecen las plantas (Shannon y Grieve,
1999).

Se ha observado que al existir un aporte suplementario de calcio y potasio se
mejora la respuesta de la planta al estrés salino. Asi, la adicion de Ca(NOs),; y
KNO; a una solucién de 50 mM NaCl, con la que regaron cinco cultivares de

tomate, mejoraba el volumen radicular de éstos (Lopez y Satti, 1996).

Otros estudios, que relacionaban distintos niveles de salinidad con las
concentraciones de nitratos en las raices y tallos y con el periodo de aplicacion de
las soluciones salinas en tres cultivares de tomate, con diferentes tolerancias a las
sales, demostraron que los efectos de la salinidad en las concentraciones de
nitrogeno total y, particularmente, nitratos, dependen parcialmente de los niveles

de NaCl y de la duracién del estrés (Romero-Aranda et al., 2001).
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La altura de las plantas de tomate disminuye con el incremento de la salinidad. A
nivel de hojas, la salinidad genera una reduccién en su numero y en el area foliar
(Romero-Aranda et al., 2001). También se observa clorosis, necrosis, disminucion
de la densidad estomatica en la cara adaxial y, simultdaneamente, un aumento en
la cara abacial, aumento de clorofila e incremento de actividad de la peroxidasa
(Romero-Aranda et al., 2001). Asimismo, afecta la floracién y la produccién de
frutos entre otros (Rosario et al., 1990; Pérez-Alfocea et al., 1996; Cucci et al.,
2000).

Contrastantemente, al regar las plantas de tomate con aguas salobres, se ha
observado que algunos atributos inherentes a la calidad del los frutos mejoran, por
cuanto éstos presentan un mayor contenido de solidos solubles (Satti y Lépez,
1994; Amor et al., 2001; Fernandez-Garcia et al., 2004; Serio et al., 2004), solidos
totales y acidez total (Guichard et al., 2001), carotenoides y licopeno (Maggio et
al., 2001).

Para atenuar el efecto adverso de las sales en el rendimiento del tomate, existen
una serie de practicas agrondomicas posibles de implementar, tales como el lavado
de los suelos, su micronivelacion y el mejoramiento del drenaje (FAO, 1999),
inoculacién con HMA (Copeman et al., 1996; Al-Karaki et al., 2001; Martinez et al.,
2004), aplicacion de fertilizacion potasica (Satti y Lopez, 1994), injerto sobre
patrones tolerantes (Rivero et al., 2003) y uso de mulch (Munns, 2005), entre

otras.

2.4.1 Uso de los HMA como una alternativa para la produccion de tomate en
condiciones salinas

Los HMA representan una alternativa para el cultivo del tomate en zonas salinas.
Estos hongos pueden mejorar la produccion de tomate en condiciones tanto no
salinas (Martinez et al., 2004) como salinas (Al-Karaki et al., 2001). La mayor
productividad de plantas micorrizadas ha sido atribuida al mejoramiento en la

absorcion de nutrientes tales como P, Zn, Cu, K, Ca, Mgy S, y al mejoramiento de
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la absorcion de agua, dado que las hifas del hongo se extienden mas alla de la
zona donde los pelos radicales pueden alcanzar nutrientes y agua (Martinez et al.,
2004).

Al evaluar la cepa Glomus mosseae en cultivares de tomate Pello (sal-tolerante) y
Marriha (sal-sensitivo) en condiciones salinas (CEe 4,9 dS.m™) y no salinas (CEe
1,4 dS.m™), se observé un aumento significativo en el rendimiento en las plantas
inoculadas. El mejoramiento en el rendimiento por planta, debido a la inoculacién,
puede ser atribuido a un mejoramiento de la fotosintesis asociado a un incremento

en la absorcion del potasio (Al-Karaki et al., 2001).

Estudios anteriores a los ya citados, que evaluaron la accion de hongos de
micorrizas colectados de suelos salinos y suelos no salinos, en plantas de tomate
cv Heinz 1350 VF 402, regadas durante 8 semanas con soluciones de 1, 2, 5,y 10
dS.m™ (producida diluyendo 1M de NaCl y 1 M de CaCl, en agua desionizada),
mostraron que los hongos provenientes del suelo salino suprimieron el crecimiento
de la parte aérea y raices de las plantas (Copeman et al., 1996). Sin embargo, las
plantas inoculadas con HMA colectados en suelos no salinos y los testigos
mostraron un incremento cuadratico en la concentracion de CI- en las hojas, en
respuesta al incremento de la salinidad, mientras que las plantas inoculadas con el
hongo proveniente de suelos salinos mostraron un incremento lineal en la
concentracion de CI” en las hojas. De esta forma, a pesar de que el hongo
originario de suelos salinos no promueve un mayor crecimiento, interviene en la
reduccion del CI" en las hojas a niveles moderados de salinidad, hecho que tiene
implicancias positivas para la sobrevivencia de las plantas de tomate en suelos

salinos.

2.5 In6culos mixtos
El uso de los HMA encaja muy bien en los objetivos multiples que persigue la
agricultura sostenible. A nivel ambiental, contribuyen al aumento de productividad

de los cultivos, regeneracion de comunidades vegetales degradadas vy
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mantenimiento del equilibrio del ecosistema. A nivel econdémico, contribuyen
sustancialmente al aprovechamiento eficiente de fertilizantes, y a nivel social
contribuyen a un desarrollo rural integrado, con el uso de recursos naturales
(desarrollo de in6culos nativos) a escala local, favoreciendo asi al establecimiento

de agroecosistemas de produccion sostenida.

Se ha visto que las poblaciones naturales de hongos micorrizicos son a veces
insuficientes o ineficientes para que se dé una buena simbiosis, lo que afecta
negativamente al desarrollo de los cultivos; es por ello que se pueden incrementar
estos hongos mediante la produccion de in6culos nativos de un determinado
suelo, o también se han aplicado hongos que, sin ser nativos, han resultado ser
eficientes y competitivos (Smith y Read, 2008c). De estas dos practicas, se
prefiere el manejo agrocultural de los hongos nativos y no la introduccion de
hongos exoticos, pues estos ultimos no estan adaptados a las condiciones
edaficas de un ecosistema en particular (Tapia, 2003), pudiendo ser mas
eficientes los indculos mixtos dada la sinergia que se establece entre las especies
(Montaro et al., 2007).
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lll- MATERIALES Y METODOS

Experimento |
3.1 Aislamiento e identificacion de cepas nativas de HMA provenientes de

suelos con alto contenido de sales

3.1.1 Caracterizacion de la zona
El area escogida fue la zona de Las Caobas, municipio de Gibara, en la provincia
de Holguin. Cuenta con una superficie agricola de 409,2 ha, de ellas son

cultivables 118,8 ha y se encuentran bajo riego 68,64 ha.

El agua de riego se obtiene de 20 pozos y es salobre. Esta se caracterizdé por una
conductividad eléctrica (CE2sc) y sales disueltas totales (SDT) entre 2,97 - 6,27
dS.m” y 1 770 — 4 017 mg.L™", respectivamente, y un pH en torno a 8,0. Esta

informacién resulta del analisis de 18 fuentes de abasto.

El clima de la region se caracteriza por temperaturas de 30,3°C y precipitaciones

de 1 008 mm, como valores medios anuales.

En el momento del muestreo la zona se encontraba cultivada de tomate y maiz, y

no se le habia aplicado con anterioridad ningun bioproducto a partir de HMA.

3.1.2 Anélisis del suelo

El suelo de la zona se encuentra dentro del agrupamiento Humico Sialitico, tipo
Rendzina y subtipo roja segun la Nueva Clasificacion Genética de los Suelos de
Cuba (Hernandez, 2006b), que se correlaciona con Feozem Calcaric rhodic
skeletic del Word Reference Base (IUSS, 2006). En la tabla 1 se muestran los

analisis realizados al suelo.
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Tabla l. Algunas caracteristicas quimicas del suelo seleccionado

Na K Ca Mg P MO pH C.E SST
cmol.kg-' mg.L” % dS.cm™ mg.L”
5,8 1 32,8 5,2 35 4,0 8,6 5,55 3 552

Las determinaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Analisis Quimico del
INCA mediante los siguientes métodos: para calcio (Ca*"), potasio (K*), sodio
(Na*) y magnesio (Mg?*), Maslova; fésforo (P), Oniani; materia organica (MO),

Walkley y Black; pH(H20), por conductividad con dilucion 1:2.5. (Paneque, 2002).

3.1.3 Extraccion y cuantificacion de esporas
Se tomaron, al azar, 13 muestras de suelo de 200g c/u de la zona rizosférica de
las plantas presentes, a 0 - 40 cm de profundidad, las que fueron secadas al aire y

guardadas en bolsas plasticas a 4°C hasta el momento de su uso.

Las muestras colectadas se llevaron al Laboratorio de Micologia del Instituto de
Ecologia y Sistematica. Las esporas de HMA presentes en las muestras fueron
extraidas del suelo utilizando el método de decantado humedo y tamizado,
modificado por Herrera (1995) del protocolo descrito por Gerdemann y Nicholson
(1963), a través de dos tamices de 400 y 40 um, respectivamente, y centrifugado
con solucién de sacarosa 2M — Tween 80, decantandose luego la fraccion liquida
con los componentes fungicos. Se realizé un conteo total de las esporas en
estereomicroscopio (Stemi C-200), utilizando placas de conteo de nematodos,

para conocer la cantidad de esporas con que se contaba.

3.1.4 Propagacion de esporas

Para la propagacion de esporas, se utilizaron 50g de cada una de las muestras de
suelo que contenian las esporas. Estas se propagaron en macetas de 5 L de
capacidad, que contenian como sustrato suelo Ferralitico Rojo lixiviado segun la
Nueva Versiéon de Clasificacion de los Suelos de Cuba (MINAG, 1999), que se
correlaciona con un Nitisol Ferralico éutrico, rodico (IUSS, 2006). Este se

esterilizd, para la destruccion de los microorganismos en crecimiento activo y sus

25



estructuras de resistencia, tales como las esporas, con una solucién de
formaldehido al 5% por 5 dias, al cabo de los cuales el sustrato fue removido y

lavado con agua hasta la eliminacion del producto.

Se utilizé6 sorgo como cultivo trampa, debido a su alta dependencia micorrizica, a
razon de tres plantas por maceta; a las semillas se les dio un tratamiento de
esterilizacién utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % por 10 minutos
(Ortega y Rodés, 1986). Una vez que se decantd la solucion, las mismas se lavaron

tres veces con agua destilada.

Una vez que germinaron las semillas, se aplicdé solucion nutritiva modificada a
partir de Hewitt (Hewitt et al., 1975) cada 10 dias. El cultivo trampa se mantuvo
por un periodo de tres meses. Después de este tiempo, se extrajeron las esporas
por el método anteriormente mencionado, y se seleccionaron las esporas viables

para la identificacion taxondmica con ayuda del estereomicroscopio (Stemi C-200).

3.1.5 Identificaciéon morfoldgica de las esporas

Para la identificacion de los HMA de suelos con altos contenidos de sales, las
esporas se separaron en grupos, de acuerdo con su color y tamafio, preparandose
portaobjetos con las esporas extraidas, utilizando alcohol polivinilico y acido
lactico glicerol (PVLG) y PVLG con reactivo Melzer, preparado con 100g de hidrato
de cloral, 1,5g de yodo y 5g de yoduro de potasio en 100ml de agua destilada,
como liquidos de montaje, aplicandose una ligera presidon sobre cada uno de los
cubreobjetos para romper levemente las esporas y secando cada preparaciéon a
temperatura ambiente durante 72 horas. Después de este tiempo, se procedio a
analizar las preparaciones con ayuda del sistema AxioVision (Carl Zeiss) y se
clasificaron las mismas de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas: forma,
color, tamano, contenido, unién hifal y tipos de paredes o grupos de paredes,
considerando ademas el tipo y distribucion de las ornamentaciones. El color de las
esporas se obtuvo con ayuda de la carta de color del INVAM (2009). Para la

identificacion de las especies se utilizdé el manual de Schenck y Pérez (1990), la
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coleccion fotografica del Departamento de Biofertilizantes del Instituto de Ecologia
y Sistematica (IES) de esporas de hongos Glomales, asi como la pagina web del
INVAM vy las descripciones originales de las especies publicadas en literatura

especializada, mediante el método propuesto por Herrera et al. (1994).

Experimento Il

3.2 Efectividad de diferentes cepas de HMA en plantas de tomate sometidas
a estrés salino

Con el objetivo de evaluar algunos aspectos fisiologicos, bioquimicos y
nutricionales en el cultivo del tomate con diferentes cepas de HMA en condiciones
de estrés salino, se realizé un experimento durante los meses de febrero y marzo
del afio 2009, en una casa de cultivo ubicada en el Area Central del Instituto

Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), en San José de las Lajas (Figura 3).

Figura 3. Imagen que muestra las condiciones en que se desarrollo el experimento
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3.2.1 Caracteristicas generales del experimento

Material vegetal:

Se utilizaron plantas de tomate (Solanum licopersicum L.) de la variedad Vyta,
cuyas semillas fueron suministradas por el Departamento de Genética y
Mejoramiento Vegetal del INCA. Esta variedad se caracteriza por presentar frutos
firmes, grandes, de buen comportamiento en condiciones de campo. Es una

variedad que puede trasplantarse fuera de la época 6ptima.

Las semillas utilizadas fueron esterilizadas con una solucién de hipoclorito de sodio
al 10 % por 10 minutos (Ortega y Rodés, 1986). Una vez que se decantd la solucién,
las mismas se lavaron varias veces con abundante agua destilada. Se sembraron 5
semillas por recipiente, en macetas plasticas de 5 L de capacidad v,
posteriormente, se realizd6 un raleo, dejando dos plantas por recipiente. Las
plantas de tomate crecieron bajo condiciones ambientales de temperatura y

humedad relativa, asi como fotoperiodo natural.

Sustrato:

Se utilizé suelo Ferralitico Rojo lixiviado, segun la Nueva Version de Clasificacion
de los Suelos de Cuba (MINAG, 1999), que se correlaciona con un Nitisol Ferralico
éutrico, rodico (IUSS, 2006), cuyas caracteristicas quimicas se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas del suelo Ferralitico Rojo lixiviado utilizado como sustrato en el
experimento |l

Na K Ca Mg P MO pH
cmol.kg™ mg.L” %
0,19 0,34 25,0 7,5 97 0,77 7,5

Disefio experimental:

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente aleatorizado con
arreglo bifactorial (3X3), donde los factores estudiados fueron las cepas de HMA
(Factor 1) y los niveles de salinidad (Factor II). Consté de nueve tratamientos (ver

Tabla 3), con diez réplicas cada uno.
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Tabla 3. Descripcion de los tratamientos estudiados

TRAT.

[

Testigo/ 0 mM NaCl
Conglomerado /0 mM NaCl
G. hoi like /0 mM NaCl
Testigo/ 50 mM NaCl
Conglomerado/ 50 mM NaCl
G. hoi like/50 mM NaCl
Testigo/ 100 mM NaCl
Conglomerado/100 mM NaCl
G. hoi like/ 100 mM NaCl

©O| O N| O O ] W N

Factor 1.

En uno de los tratamientos del Factor | (material fungico a base de cepas de
HMA), se emple6 un indculo certificado a base de cepas de Glomus hoi like
proveniente del cepario del Laboratorio de Micorrizas del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA). En otro de los tratamientos de este mismo factor se
empleo un conglomerado de las 28 cepas nativas obtenido en el Experimento |, al
reproducir las especies encontradas en el suelo afectado por altos contenidos de
sales. Ambos in6culos de HMA poseian un titulo promedio de 50 esporas.g'1 de
suelo fresco, y fueron certificados en el Laboratorio de Micorrizas del INCA. La
inoculacion se hizo a razén de 5g por planta (aproximadamente 250 esporas por

recipiente).
Para el otro tratamiento del Factor |, se mantuvo solo la composicién de cepas

nativas que existian en el sustrato de origen (testigo). La composicion de HMA

presentes en el sustrato se describen en la Tabla 4
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Tabla 4. Especies de HMA y cantidad de esporas presentes en suelo Ferralitico Rojo
lixiviado (Morell et al., 2006)

No. de esporas

Especie por gramo de suelo
Glomus sp 0,45
Gigaspora sp 0,10
Acaulospora sp 0,40
Total 2,34

Para ninguno de los tratamientos el suelo se esterilizd, a fin de mantener las cepas
nativas presente y las caracteristicas de la flora microbiana en la rizofera del

cultivo.

Factor |l

Los tratamientos salinos fueron impuestos a partir de diferentes concentraciones
de NaCl en el agua del riego: 50 y 100 mM. Las soluciones fueron preparadas con
sal comun comercial con un 99,97% de NaCl y 0,03 % de yodato de potasio. Los
tratamientos comenzaron a partir de los 15 dias después de la germinacién de las
semillas, durante 45 dias, y para ello se realiz6 el riego con las diferentes
soluciones una vez por semana, hasta que las macetas llegaron a su maximo nivel

de retencion de humedad.

3.3 Determinaciones realizadas

Las evaluaciones se realizaron a los 60 dias después de germinadas las plantas
para la mayoria de los indicadores estudiados; solo en caso de los indicadores de
biomasa seca, area foliar y numero de hojas se realiz6 al inicio y final del periodo

de estrés.
3.3.1 Indicadores micorrizicos

La colonizacién radical por los hongos micorrizicos arbusculares se determin6 a

través del porcentaje de colonizacion y la densidad visual, en tres muestras de
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raicillas por tratamiento, procedentes de nueve plantas. Las evaluaciones se

realizaron a los 60 dias después de germinadas las plantas.

Porcentaje de colonizacién

Para la determinacion de esta variable se us6 la metodologia de tincion descrita
por Phillips y Hayman (1970). La cuantificacion se realizd a través del método de
los interceptos descrito por Giovannetti y Mosse (1980). Los resultados fueron

transformados utilizando la funcién arcsenvx, de acuerdo con Lerch (1977).

Densidad Visual
El calculo matematico de la densidad visual se realizé a través de la metodologia
descrita por Trouvelot et al. (1986).

3.3.2 Indicadores fisiologicos del crecimiento y desarrollo

A los 15 y 60 dias después de la germinacién se tomaron nueve plantas por
tratamientos, al azar, y se procedié con las evaluaciones de las variables
fisiologicas relacionadas con el crecimiento y desarrollo, momentos que

correspondian con el inicio y final del periodo de estrés impuesto.

Biomasa seca

La evaluacion del crecimiento en biomasa seca de los 6rganos de las plantas
(hojas, tallos, raiz y total (g.planta™)) se determiné por muestreo destructivo de los
organos por separado, secados en estufa a 80°C hasta masa constante. Para

calcular la masa total se hizo la sumatoria de los diferentes érganos evaluados.

Superficie foliar por hojas

Para esta determinacién se tomaron cinco hojas por planta. Debido a dificultades
para realizar la mediciéon con un medidor de superficie foliar profesional, se
procedio a realizar la estimacion de esta mediante una técnica de procesamiento

de la imagen de las hojas de las plantas.
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Para ello (Figura 4), se dibujé en una hoja de papel de grosor uniforme la imagen
(area) de la superficie de cada hoja muestreada. Posteriormente se hizo el recorte
minucioso con tijera de la parte considerada como superficie foliar y se peso el
area del papel (imagen de hoja de planta). Las hojas muestreadas se secaron en
estufa a 80°C hasta masa constante. Luego se calculd la superficie que
representaba.

Se partié de la base que el area y el peso original del papel eran conocidos, asi
como su superficie, lo que permitio realizar el calculo de la superficie desconocida,

mediante la siguiente expresion:

SFH= (STP x MSHp)/ (MTP)
donde:
SFH.- Superficie foliar de las hojas recortadas expresada en cm?.
STP.- Superficie total del papel en cm?.
MTP.- Masa total del papel en g.
MSHp.- Masa de la superficie del papel que representa la imagen de la hoja

recortada de la planta en g.

Figura 4. Determinacion del area foliar de las hojas
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Numero de hojas
El numero de hojas se hizo por conteo visual en todas las plantas evaluadas por

tratamiento.
Superficie foliar total
La superficie foliar por planta fue el resultado de producto del area foliar por hojas

y del numero de hojas por plantas.

indices del crecimiento

La tasa relativa de crecimiento (TRC) es la medida principal del analisis de
crecimiento y se define como la ganancia de biomasa por unidad de biomasa y
tiempo. La tasa de asimilacion neta (TAN) es la tasa de incremento en el peso de

la planta por unidad de area foliar.

En el periodo de estrés, a partir de la superficie foliar y la biomasa seca, y de
acuerdo con Beadle (1993), se calcularon estos indicadores, utilizando las

expresiones siguientes:

TRC = (In M2/M4) / (t>-t1) expresada en: g. g™'. dia™
TAN = [(M2-My) / (SFo— SF1)] [(In SF2 /SF+) / (t, —t1)] expresada en: g m? dia™

donde:

My M, — Masa seca total al inicio y final del estrés.

SF4y SF, — Superficie foliar al inicio y final del estrés.
MSF,y MSF,— Masa seca foliar al inicio y final del estrés.

t1 y t — Tiempo al inicio y final del estrés

3.3.3 Indicadores bioquimicos
Se determind en las hojas y raices de plantas de tomate la actividad especifica de
algunos sistemas enzimaticos pertenecientes al sistema antioxidante de las

plantas: peroxidasa (POX), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX). Se
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seleccionaron para la determinacion de las mismas, en hojas jovenes, la tercera

hoja y, en hojas adultas, la sexta hoja de las plantas muestreadas.

Extraccion de enzimas

Para la obtencion de los extractos enzimaticos foliares y radicales se procedié segun
la metodologia descrita y estandarizada por Solérzano (1997), procesando tres
réplicas en cada caso. Se utilizé una solucion amortiguadora de extraccion fosfato 50
mM pH 7,0; polivinilpirrolidona al 5 %, en proporcion 1:1 (p/v). El sobrenadante

obtenido se guardd a —20 °C para la determinacioén de las actividades enzimaticas.

Determinacion de las proteinas solubles totales
La concentracion de proteinas solubles de cada uno de los extractos se determiné
por triplicado a través del método de Bradford (1976), utilizando la albumina de

suero bovino (1 g.L™") como estandar.

Actividad peroxidasa

Para el ensayo de la actividad peroxidasa, POX (EC 1.11.1.7) se utilizé 5,0.10° L
del extracto enzimatico en una mezcla de reaccién que contuvo 0,1 mol.L™ del
tampoén fosfato a pH 7,0, pirogalol 4,0.10% mol.L”" y H,02 0,25% (Vv/v), en un
volumen total de 1,0.107 L. Las concentraciones de los sustratos pirogalol y H.O
se estandarizaron antes de realizar los ensayos. La formacion de pirogalol oxidado
se estimé en un espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo), a través del
monitoreo del incremento de la absorbancia de la purpurogalina a 420 nm cada 10
segundos, en un intervalo de 1 minuto (Bergmeyer, 1974). Una unidad de
actividad POX se defini6 como la cantidad de enzima que causé un incremento de
0,1 unidades de absorbancia por minuto a 25 °C (Aebi, 1984).

Actividad catalasa
Para determinar la actividad catalasa, CAT (EC 1.11.1.6), se utilizaron 5,0.10° L
del sobrenadante en la mezcla de reaccion con tampén fosfato 5,0.10% mol.L™ (pH

7,0) y peréxido de hidrégeno 1,0.102 mol.L™', en un volumen de 1,0.10° L. La
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descomposicion del H,O, se evalué cada 10 segundos durante 1 minuto, y la
cantidad de H,O; se estimé por la absorbancia a 420 nm (coeficiente de extincion
del H,0; a 240 nm 43,6 M"cm™) en un espectrofotémetro (Genesys 10 UV,
Thermo). Una unidad de actividad de la CAT correspondié a la cantidad de la

enzima que descompone 1,0.10° mol H,0, por minuto a 25 °C (Aebi, 1984).

Actividad ascorbato peroxidasa

Para el analisis de la ascorbato peroxidasa, APX (EC 1.11.1.11), se partié de un
extracto que se preparé con acido ascoérbico 1,0.10° mol.L™, ya que la enzima es
inestable en ausencia del sustrato. Se utilizé 5,0.10° L del sobrenadante en la
mezcla de reaccion que contuvo tampoén fosfato 0,1 mol.L” (pH 7,0), acido
ascorbico 5,0.102 mol.L™", EDTA 1,0.10 mol.L™" y peréxido de hidrégeno 1,0.10™
mol.L”", en un volumen final de 1,0.10° L. El monitoreo de la oxidacion del
ascorbato dependiente del H,O, se evalué 10 veces en un intervalo de 100
segundos por la disminucion de su absorbancia a 290 nm (coeficiente de extincion
del ascorbato a 290 nm = 2,8 mM"cm™) en un espectrofotémetro (Genesys 10 UV,
Thermo). Una unidad de APX se defini6 como la cantidad de enzima necesaria
para descomponer 1,0.10° mol &cido ascérbico por minuto a 25°C (Nakano vy
Asada, 1981).

La actividad especifica en todos los casos se determiné de la siguiente forma:
Act. Especifica = UAE/ concentracion de proteina

y se expres6 como UAE. mg proteina™, siendo esta la presentada en nuestros

resultados para todas las enzimas.
3.3.4 Indicadores nutricionales

En hojas, tallos y raices se determinaron los porcentajes de N, P, Ky Na, en

todos los casos por digestion humeda (H,SO4 + Se), evaluando el N por el método
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de Nessler, el P por formacién de azul de molibdeno y el Ky el Na por fotometria

de llama (Paneque, 2002).

3.4 Andlisis estadistico
Al finalizar las evaluaciones, se procedidé al andlisis de los resultados de la

siguiente forma:

Los datos del porcentaje de colonizacion micorrizica (%C) fueron transformados

por la funcién arcsenvx.

Los resultados obtenidos en los indicadores nutricionales, bioquimicos y de
crecimiento y desarrollo se procesaron mediante analisis factoriales para
determinar la interaccion entre factores analizados. Los indicadores que
presentaron diferencias entre tratamientos fueron docimados segun la prueba de
Comparacion de Rangos Multiples de Duncan, (Cochran y Cox, 1990) con p <

0.05%, utilizando el programa estadistico SPSS 11.5 para Windows.

Los resultados del analisis factorial fueron reflejados en forma de tablas, mientras
los analisis de varianza de los indicadores por separados se mostraron en forma
de graficas, reflejando las diferencias encontradas mediante letras diferentes

sobre la barra del error estandar de los tratamientos que difieren entre si.
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IV- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Experimento I: Aislamiento e identificacion de cepas nativas de HMA

provenientes de suelo salino

En la Figura 5 se presentan, de manera ilustrativa, los conteos totales de esporas
de HMA correspondientes a 1 gramo de suelo para cada una de las muestras

tomadas.

1
14
12
1o

No. de Esporas

| SER

Muestras

Figura 5. Cantidad de esporas de HMA nativos por gramo de suelo aislados en suelo con
altos contenidos de sales de Las Caobas, Gibara, Holguin.

El nimero de esporas encontradas por gramo (8 - 17) no es bajo para condiciones
nativas, segun los datos reportados por Collins et al. (1991) quienes encontraron
entre 0 y 49 esporas en 25 gramos de suelo, en un experimento en el que se
evaluaron poblaciones de HMA asociadas con cultivos de cinco afios de maiz y

soya.

Howeler et al. (1987) registraron conteos de esporas nativas asociadas a
Brachiaria decumbens, que no superan las 10 esporas por gramo de suelo seco.
Igualmente, Douds et al. (1995) encontraron entre 1 y 43 esporas por 50 cm?®

(aproximadamente 50 g) de suelo, en cultivos de maiz, soya y trigo en sistemas
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con labranza convencional y minima, y Serralde y Ramirez (2004) reportaron de 4
a 16 esporas por gramo de suelo seco en poblaciones de HMA nativas asociadas

al cultivo del maiz.

Se identificaron, por sus caracteristicas morfoldgicas, 28 morfotipos de HMA
agrupados segun su homogeneidad respecto a la forma, el color, la apariencia de
la pared externa, el tamano de la espora y la presencia, forma y coloracién de la
conexion hifal, todo lo cual se describe a continuacion, mostrando, ademas, las
imagenes de las distintas esporas de los HMA nativos aislados, asi como el

geénero y especie a que pertenece cada una.

Estos valores son similares a los reportados por diversos autores, citados por
Serralde y Ramirez (2004), que, para condiciones de cultivos en campo, han
encontrado entre 3 y 15 especies nativas de HMA. Sin embargo, es interesante
observar que el total de morfotipos encontrados en este estudio (28), es bastante
alto comparado con los reportes mencionados, lo que indica un buen
establecimiento de las poblaciones de HMA bajo condiciones nativas para estos

suelos.

Género Acaulospora

Especie Acaulospora koskei like

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 120-240

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Compuesto por tres capas.

L1: hialina, lisa, 1,3-2,2 micras de espesor; aparece como
una capa granular en la superficie

L2: Una capa de compuesto de sub-capas muy finas y
adherentes (o laminas), amarillo-marrén. La superficie de
esta capa es suave.

L3: Otra capa laminada de 1,2-1,6 micras de espesor; en las esporas maduras se encuentra
cerrada entre la pared y el cuello del saculo funcionando como una endospora.

Género Acaulospora

Especie Acaulospora mellea like
Color Amarillo naranja

Tamafio (um) 90-140

Forma Globosa, subglobosa
Paredes Tres capas (L1, L2 y L3).




L1: hialina, delgada (<0,5 micras), muy flexible produciendo a menudo extensas arrugas.

L2: Una capa compuesta de sub-capas muy finas y adherentes (laminas), de color anaranjado-
amarillo, 3,6-5,1 micras de espesor.

L3: Amarillo palido-marrén, semirigida, laminada.

Género Acaulospora

Especie Acaulospora scrobiculata like

Color Amarillo palido

Tamafio (um) 80-160

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Tres capas (L1, L2 y L3), continuas con el
exterior de la pared.

L1: hialina; 0,8-1,2 micras de espesor, a menudo ausente
en las esporas maduras.

L2: Una capa espesa de color amarillo palido, con
subcapas (o laminas), con depresiones ovoides concava
en la superficie. Algunas se unen para formar los canales
de 5-12 micras de largo.

L3: a veces se separa ligeramente de la pared de las esporas y ha definido los limites.

Género Acaulospora

Especie Acaulospora spinosa

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 120-140

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Tres capas (L1, L2 y L3), el exterior continda con
la pared del cuello de la matriz del saculo.

L1: hialina, 1,2-1,6 micras de espesor. Se degrada muy
temprano en la diferenciacion de la pared de las esporas.
L2: Una capa espesa de color amarillo palido formada por
subcapas (o laminas) y espinas. bt St O
L3: Una sola capa hialina, 0,6-1,2 micras de espesor, que se adhiere a la L2 (y por lo tanto dificil de
ver).

Género Acaulospora

Especie Acaulospora spinosa like

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 120-140

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Tres capas (L1, L2 y L3), el exterior continda con
la pared del cuello de la matriz del saculo.

L1: hialina, 1,2-1,6 micras de espesor. Se degrada muy
temprano en la diferenciacion de la pared de las esporas.
L2: Una capa espesa de color pardo rojizo formada por
subcapas (o laminas) y espinas. .
L3: Una sola capa hialina, 0,6-1,2 micras de espesor; hay un mayor grado de separacion de la
pared de las esporas.
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Género Gigaspora

Especie Gigaspora sp.

Color Hialino

Tamafio (um) 160-200

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3), las dos
primeras adherentes y de igual grosor, con L2 como
engrosamiento de la pared de esporas.

L1: una capa externa rigida con una superficie lisa, color
hialino a amarillo palido.

L2: Una semi-capa con subcapas (0 laminas) que e
aumentan en numero con la diferenciacion, lo que varia considerablemente el grosor de las
esporas maduras, 14-26 micras de espesor.

L3: Un Capa hialina y adherente.

Género Glomus

Especie  Glomus albidum like

Color Hialino

Tamafio (um) 40-100

Forma Elipsoidal

Paredes Se compone de dos capas diferentes separables
(L1yL2).

L1: hialina, 0,5-2 micras de espesor, se degrada y
desprende con la edad.

L2: Una capa de color amarillo palido y de grosor similar
al de L1 (0,5-2 micras).

Género Glomus 7 !
Especie Glomus ambisporum 20pm £ |
Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 60-100

Forma Globosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: subhialina, 2-4 micras de espesor, que se extiende a
todo lo largo de la union de hifas en el centro del
esporocarpo. Tiene una superficie reticulada que contiene
placas hexagonales en una disposicion ordenada.

L2: se compone de subcapas finamente adheridas (o
laminadas), 3-14 micras de espesor, de color pardo
OScuro.

L3: es delgada y flexible (<1 micra de grosor), se origina de la sub-capa mas interna de la pared de
la hifa.

Género Glomus

Especie Glomus claroideum

Color Pardo

Tamafio (um) 80-160

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Cuatro capas (L1, L2, L3 y L4), solo las dos
primeras presentes en la mayoria de las esporas jévenes.




L1: capa hialina mucilaginosa, 0,6-1,8 micras de espesor en las esporas jévenes, produciendo un
color rosa. No hay reaccion con el reactivo de Melzer.

L2: hialina, formada en las esporas mas jovenes con L1, 0,6-2,0 micras de espesor. Puede
degradarse lo cual, al parecer, provoca atraccién de los desechos organicos que pueden
acumularse en la superficie de las esporas.

L3: Una capa delgada y muy adherente de color amarillo palido, subcapas (o laminas), 2,8-6,2
micras de espesor en las esporas maduras.

L4: Una capa incolora, a menudo puede parecer bastante delgada (<0,5 micras) o engrosar con
subcapas hasta alrededor de 3 micras.

Género Glomus

Especie Glomus clarum

Color Crema-amairillo

Tamafio (um) 100-260

Forma Eliptica, oblonga

Paredes Tres capas (L1, L2 y L3), todas pueden estar
adheridas a L3, pero frecuentemente se separan en las
esporas maduras.

L1: Una capa hialina mucilaginosa, generalmente
degradada y desprendida de manera que a menudo esta
ausente en las esporas maduras, 1,0-4,7 micras de
espesor.

L2: Una capa hialina permanente, 9-14,5 micras de espesor, consiste en sub-capas de una
consistencia granulosa que provoca el agrietamiento y la fragmentacién de la pared de las esporas.
L3: Otra capa permanente, que generalmente consiste en 2-4 subcapas (o laminas), de color
amarillo oscuro, 1,2-3,5 micras de espesor. Las subcapas generalmente son adherentes.

Género Glomus

Especie Glomus clarum like

Color Pardo

Tamafio (um) 100-260

Forma Globosa, eliptica, oblonga

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Una capa hialina mucilaginosa, generalmente
degradada, 1,0-4,7 micras de espesor.

L2: Una capa hialina permanente, 9-14,5 micras de
espesor, consiste en sub-capas de una consistencia
granulosa que provoca el agrietamiento y la
fragmentacion de la pared de las esporas.

L3: Otra capa permanente, que generalmente consiste en 2-4 subcapas (o laminas), de color
amarillo oscuro, 1,2-3,5 micras de espesor.

Género Glomus

Especie Glomus etunicatum like

Color Pardo claro

Tamafio (um) 60-160

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de dos capas (L1y L2).

L1: mucilaginosa, con cierta plasticidad y con la superficie
exterior desigual, 0,6-2,8 micras de espesor en las
esporas jovenes, se tifie con manchas rosadas a rojo
purpura en el reactivo de Melzer.

L2: Una capa formada por subcapas (o laminas) delgadas
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adherentes, color de pardo claro a rojo-pardo, 4,4-6,4 micras de espesor.

Género Glomus

Especie Glomus geosporum

Color Pardo oscuro

Tamafio (um) 120-240

Forma Globosa, subglobosa, algunas irregulares
Paredes Tres capas (L1, L2 y L3), el espesor combinado
16 micras.

L1: Una capa hialina, menos de 1 micra de espesor, no
reacciona en el reactivo de Melzer, puede degradarse y a
continuacion se forma wuna capa granular de
desprendimiento.

L2: Una capa rigida compuesta por subcapas adherentes (o laminas), de color amarillo-marrén y
naranja, 6-14 micras de espesor.

L3: Capa rigida 1-2.5 micras de espesor, con frecuencia adherida a L2, pero generalmente se
diferencian por el color ligeramente mas oscuro (amarillo a naranja-marrén), el crecimiento
continuo en el lumen de la hifa forma un tabique recurvado ininterrumpido.

Género Glomus

Especie Glomus intraradices like

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 40-140

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: capa mas externa hialina, mucilaginosa, 0,6-3,2
micras de espesor, intacta en las esporas jovenes, en las
maduras aparece granulada y se pueden acumular
algunos desechos.

L2: adherida a la capa externa mucilaginosa, hialina, 1,5-
4,9 micras de espesor. Con la edad, se degrada y :
adquiere un aspecto granular.
L3: una capa compuesta por subcapas (o laminas) de color amarillo palido-marrén, que se quedan
adheridas. El grado de separacion entre las subcapas varia considerablemente entre las esporas vy,
a menudo se ve afectada por la edad, la cantidad de parasitismo, o la cantidad de presién aplicada
después del montaje.

Género Glomus

Especie Glomus intraradices like 2 R
Color Pardo rojizo !
Tamafio (um) 40-140 4
Forma Globosa, subglobosa, irregular

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: De coloracion rojo rosado a purpura palido en el
reactivo de Melzer, Con la edad esta capa casi siempre
se degrada y se descompone de manera natural y por la
accion de los microorganismos.

L2: Capa hialina y mucilaginosa. Las esporas maduras a
menudo carecen de L1y L2.

L3: Capa laminada, en las esporas mas jévenes la subcapa inicial presenta 0,5-1 micras de
espesor y luego engrosa con la formaciéon de sub-capas adicionales. El espesor varia 3,2-12
micras en las esporas maduras. Asi se forma la capa simultdneamente en la pared de la hifa.
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Género Glomus

Especie Glomus luteum like

Color Pardo claro

Tamafio (um) 60-180

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de cuatro capas (L1, L2, L3 y L4), todas
se adhieren con L4.

L1: capa hialina mucilaginosa con considerables
variaciones en el espesor, 1,3-5,0 micras, no reacciona al
reactivo de Melzer. En las esporas maduras esta capa
puede estar totalmente ausente.

L2: hialina, semi-rigida, 1,3-6,5 micras de espesor. Se degrada en las esporas maduras.

L3: Capa permanente rigida, consiste en varias subcapas adherentes (o laminas), de color amarillo
palido a amarillo parduzco, 2,5-10 micras de espesor.
L4: Capa delgada y flexible. Su apariencia se asemeja mucho a la de una pared germinal. Se
considera una capa separada en lugar de una subcapa de L3, ya que siempre separa a los
distintos grados de la pared de esporas. En algunas esporas se aparta completamente de la pared
de la espora, y tiene una pequefa protuberancia en la que se adjunta a la pared de hifa.

Género Glomus

Especie Glomus mosseae like

Color Pardo claro

Tamafio (um) 100-260

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: hialina, mucilaginosa, 1,4-2,5 micras de espesor, se
tine con manchas rojo-rosado en el reactivo de Melzer,
descamacion en las esporas maduras, apareciendo
granular en estado avanzado de degradacion; 2,5-3,5
micras de espesor.

L2: hialina, 0,8-1,6 micras de espesor, por lo general
rigida.

L3: Una capa de color amarillo pardo, compuesta por subcapas (o laminas), 3,2-6,4 micras de
espesor.

Género Glomus

Especie Glomus viscosum like

Color Hialino

Tamafio (um) 50-120

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Una semi-capa hialina flexible; 1-2 micras de espesor.
Esta capa no reacciona en el reactivo de Melzer. En las
esporas maduras esta capa tiende a permanecer, pero se
separa en diferentes grados tanto de la pared de la hifa
como de las restantes capas. ' Fa= |

L2: Una semi-capa fina, flexible, hialina (0,5 micras o menos). Tiende a separarse de L3 en menos
del 10 % de las esporas aplastadas, pero se observa sistematicamente.
L3: Una capa hialina que espesa a través de subcapas (o laminas). Esta capa es mas rigida que la
L1 o L2, de modo que produce pliegues en la superficie interior, después de ser aplastada.
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Género Glomus

Especie Glomus sp1

Color Hialino

Tamafio (um) 100-120

Forma: Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: capa mas externa hialina, 0,6-3,2 micras de espesor.
L2: adherente a la capa externa mucilaginosa, hialina,
1,5-4,9 micras de espesor. Con la maduracion adquiere
un aspecto granular.

L3: una capa compuesta por subcapas (o laminas) de
color amarillo palido.

Género Glomus

Especie Glomus sp2

Color Hialino

Tamafio (um) 30-50

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Hialina, 2-4 micras de espesor, que se extiende a
todo lo largo de la unién de la hifa.

L2: se compone de subcapas finamente adheridas (o
laminadas), 3-14 micras de espesor.

L3: es delgada y flexible (<1 micra de grosor), se origina
de la sub-capa mas interna de la pared de la hifa.

Género Glomus

Especie Glomus sp3

Color Hialino

Tamafio (um) 15-30

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Una semi-capa hialina, flexible, 1-2 micras de espesor.
Esta capa no reacciona en el reactivo de Melzer

L2: Una semi-capa fina, flexible, hialina (0,5 micras o
menos de espesor).

L3: Una capa hialina mas rigida que la L1 o L2, de modo
que produce pliegues en la superficie interior, después de
ser aplastada.

Género Glomus

Especie Glomus sp4

Color Hialino

Tamafio (um) 100-140

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Una capa hialina mucilaginosa, generalmente
degradada y desprendida de manera que a menudo esta
ausente en las esporas maduras, 1,0-4,7 micras de
espesor.

L2: Una capa hialina permanente, 9-14,5 micras de
espesor, consiste en sub-capas de una consistencia granulosa.
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L3: Una sola capa hialina, 0,6-1,2 micras de espesor, que se adhiere a la L2 (y por lo tanto dificil de
ver).

Género Glomus

Especie Glomus sp5

Color Pardo oscuro

Tamafio (um) 60-120

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: Una capa hialina, menos de 1 micra de espesor, no
reacciona en el reactivo de Melzer.

L2: Una capa rigida compuesta por subcapas adherentes
laminas), de color pardo, 6-14 micras de espesor.

L3: Capa rigida 1-2,5 micras de espesor, con frecuencia
adherida a L2, pero generalmente se diferencia por el
color ligeramente mas oscuro.

Género Glomus

Especie Glomus sp6

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 100-150

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: De coloracién purpura en el reactivo de Melzer. Con la
edad, esta capa, casi siempre se degrada y se
descompone de manera natural y por la accion de los
microorganismos.

L2: Capa hialina y mucilaginosa.

L3: Capa laminada. En las esporas mas jovenes, la
subcapa inicial presenta 0,5-1 micras de espesor y espesa con la formaciéon de sub-capas
adicionales. Asi se forma la capa simultaneamente en la pared de la hifa.

Género Glomus

Especie Glomus sp7

Color Pardo rojizo

Tamafio (um) 60-100

Forma Globosa, subglobosa

Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).

L1: hialina, lisa, 1,3-2,2 micras de espesor.

L2: Una capa compuesta de sub-capas muy finas y
adherentes, de color amarillo-pardo. La superficie de esta
capa es suave.

L3: Otra capa laminada de 1,2-1,6 micras de espesor.

Género Glomus

Especie Glomus sp8

Color Rojo

Tamafio (um) 60-100

Forma Globosa, subglobosa, eliptica
Paredes Consta de tres capas (L1, L2 y L3).




L1: hialina, 2-4 micras de espesor, que se extiende a todo lo largo de la unién de las hifas en el
centro del esporocarpo.

L2: se compone de subcapas finamente adheridas (o laminadas), 3-14 micras de espesor, de color
rojo intenso.

L3: delgada, se origina de la sub-capa mas interna de la pared de la hifa.

Género Glomus

Especie Glomus sinuosum

Color Rojo

Tamafio (um) 200-360

Forma Eliptica, organizadas en una capa a partir de un
plexo central.

Paredes Una capa (L1), rodeada por el peridio de la hifa.
L1: de color marrén-naranja palido, subcapas (o laminas)
que siempre son adherentes. ElI espesor varia
considerablemente de una sola espora, 1,5-6 micras,
siendo mas gruesa en la base.

Género Scutellospora

Especie Scutellospora sp.

Color Hialino

Tamafio (um) 120-200

Forma Oblonga, en algunos casos irregular

Paredes Consta de dos capas (L1y L2).

L1: Una capa hialina unica, inferior a 1 micra

de grosor.

L2: Una capa hialina delgada, inferior a 1 micra de
grosor, que se separa facilmente del resto de la pared
las esporas, salvo en su fijacién a la pared de la hifa.

A partir del analisis morfoldgico de las esporas aisladas, se encontraron cuatro de
los géneros conocidos (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora), el mas
comun de los cuales fue el género Glomus al cual pertenecen 21 morfotipos,
seguido por el género Acaulospora al que pertenecen 5 de los morfotipos
encontrados. Por el contrario, los géneros menos frecuentes son Gigaspora y

Scutellospora, en los que soélo se identifico un morfotipo (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion porcentual de los géneros de los HMA nativos encontrados en
suelos afectados por altos contenidos de sales de Las Caobas, Gibara, Holguin.

Estos resultados se corresponden con los encontrados por Blaszkowski (1993),
Oehl et al. (2005) y Castillo (2005), lo que ubica a Glomus como un género
dominante en la mayoria de las poblaciones nativas, y es posible que se
encuentre en simbiosis activa en mayor proporcién que los demas, lo que refleja
su capacidad de adaptacion a las condiciones edaficas y ofrece un alto potencial

para su uso como biofertilizante.

Es conocido que especies como Gigaspora o Scutellospora necesitan una
prolongada fase de colonizacion radical para llegar a la fase de esporulacion; en
contraste con esto, la esporulacién no es requerida para la colonizacion de nuevas
raices en la mayoria de las especies de Glomus, siendo la colonizacion por estas
especies mucho mas abundante e iniciada por hifas, micelio o fragmentos de

raices en el suelo, lo que pudiera explicar su éxito ecoldgico (Opick et al., 2008).

El 35% de los morfotipos encontrados presentaron caracteristicas que no se
ajustan a las descripciones publicadas en la literatura. Estas se consideraron
como potenciales especies nuevas y se requiere de mayor investigacion para su
identificacion. Este numero de especies nuevas es similar al informado por Oehl et
al., (2003), en ocho agroecosistemas de Europa central, donde detectaron un 20%

de especies no descritas de un total de 45, y por Castillo (2005), que de 39
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especies encontradas en una prospeccion al sur de Chile, el 23% correspondia a

especies nuevas.

Es valido aclarar que la identificacion basada unicamente en la morfologia de las
esporas requiere personal altamente calificado, asi como largos afos de
experiencia visual, por lo que, en la actualidad, se complementa este criterio
realizando técnicas moleculares (DeBellis y Widden, 2006; Lee et al., 2008; Opik
et al, 2008), las cuales constituyen una herramienta valiosa y viable para estos

fines.

4.2 Experimento Il: Efectividad de diferentes cepas de HMA en plantas de
tomate sometidas a estrés salino

4.2.1 Indicadores micorrizicos

Las plantas de tomate no sometidas a estrés salino muestran un alto porcentaje
de colonizacién radical, sin que existan diferencias significativas entre las plantas
inoculadas con el conglomerado y las inoculadas con Glomus hoi like. A medida
que aumenta la salinidad en los tratamientos, la colonizacién radical va
decreciendo en las plantas afectadas, siendo significativamente mayor en plantas
inoculadas con cepas de HMA provenientes del conglomerado aislado de suelos
con altos contenidos de sales, que en las inoculadas con Glomus hoi like o las
plantas colonizadas por las cepas nativas pertenecientes a los tratamientos testigo
(Figura 7).

El alto porcentaje de colonizacion por parte de los tratamientos salinos inoculados
probablemente se deba a que, al estar sometidas a condiciones estresantes, las
plantas de tomate tienen un mayor grado de dependencia hacia las micorrizas
arbusculares para su supervivencia. Resultados similares fueron encontrados por
Gonzalez-Monterrubio (2003) en plantas estresadas de Opuntia streptacantha,

que llegaron a alcanzar entre un 60 y 80 % de colonizacién.
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Figura 7. Porcentajes de colonizacidon micorrizica radical de plantas de tomate sometidas
a condiciones de salinidad. Barras con letras comunes no difieren entre si segun
Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la media por tratamiento.

El hecho de que las cepas aisladas de suelos con altos contenidos de sales, y
posteriormente replicadas para producir el inéculo, alcancen altos porcentajes de
colonizacién radical, prueba que conservaron su capacidad infectiva, ademas de
poder considerarse altamente infectivas, segun lo planteado por Bago et al. (2000)
que establecié que una cepa puede considerarse como tal si alcanza mas del 50%

de colonizacion.

Debe destacarse que los valores de los porcentajes de colonizacion son
relativamente altos para el cultivo del tomate si se compara con resultados
obtenidos por Rodriguez et al., (2003), Terry (2005) y Fundora (2007), quienes
encontraron valores de este parametro entre 15 y 40 %. También se ha
encontrado (Aliasgharzadeh et al., 2001) que, en terrenos inoculados, el
porcentaje de colonizacion se incrementa significativamente bajo condiciones de
estrés salino. Refiriéndose a la colonizacion, Giri et al. (2003) encontraron que,
para una misma cepa de HMA, adaptada a ecosistemas salinos, en suelos

afectados por la salinidad, la colonizacibn micorrizica de las raices y la
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esporulacién fue significativamente mayor en plantas inoculadas con la misma

cepa en suelos no salinos.

Respecto al porcentaje de densidad visual (DV) (Figura 8), indicador que refleja la
intensidad de la colonizacidn micorrizica pues expresa la cantidad porcentual de
estructuras fungicas en el interior de la raiz (Figura 9), se observan diferencias
significativas entre los tratamientos, destacandose, en primer lugar, las plantas
inoculadas con el conglomerado, que mantuvieron altos niveles de este indicador,
incluso ante la aplicacién de los tratamientos salinos, los cuales disminuyeron

considerablemente los porcentajes tanto de colonizacién como de densidad visual.
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Figura 8. Intensidad de la colonizaciéon micorrizica representada por la densidad visual en
plantas de tomate sometidas a condiciones de salinidad. Barras con letras comunes no
difieren entre si segun Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la
media por tratamiento.
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Figura 9. Fragmentos de raices colonizadas por cepas de HMA pertencientes al
conglomerado

Los resultados de DV observados en nuestro estudio son altos si se comparan con
los obtenidos por Terry (2005), Fundora (2007) y Mujica y Medina (2008) que, para
el mismo cultivo, obtuvieron valores entre 2,70 y 4,12 %, pero se corresponden a

los porcentajes de colonizacién obtenidos.

La explicacion de tan altos niveles de intensidad de la colonizacién debe ser
similar a la planteada en el caso de la colonizacion micorrizica, y deben ser
observados como diferencias habituales en cuanto a intensidad de colonizacion
mostradas por diversos aislados de micorrizas, junto con diferencias de
adaptacion de distintos aislados micorrizicos, dependiendo de la zona ecolégica
de la que procedan. Se hace necesario, por tanto, un disefio lo mas “a la carta”

posible de los inoculantes micorrizicos a aplicar (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).
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4.2.2 Indicadores fisioldgicos del crecimiento y desarrollo

A continuacién, se presenta el comportamiento de algunas variables del
crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate, relacionando el efecto de las

diferentes combinaciones de HMA con los niveles de salinidad estudiados.

El crecimiento y desarrollo de las plantas expresan aspectos morfolégicos que son
de gran importancia para considerar, con un criterio aceptado, el estado fisiologico

de las mismas.

Andlisis Factorial

El analisis factorial realizado a los indicadores evaluados del crecimiento y
desarrollo al final del periodo de estrés, e indicadores calculados también del
crecimiento y desarrollo durante el periodo de estrés de las plantulas evaluadas
(Tabla 5), demostré que, practicamente, no habia interaccidon en ninguno de los
indices evaluados, por lo que las respuestas de las plantas a las diferentes fuentes
de inoculacién con HMA no estarian condicionadas por los niveles de salinidad
utilizados. Solamente los valores obtenidos para la biomasa seca del sistema
radical mostraron un efecto significativo en la interaccién entre los dos factores
estudiados, lo que implica que las respuestas a la salinidad en, cuanto a biomasa
seca de este 6rgano de la planta, esta condicionada por la composicion del inéculo

micorrizico presente en el sustrato.

Tabla 5. Resultados del analisis factorial de los indicadores del crecimiento y desarrollo
evaluados al final del estrés.

Masa seca Masa seca Masa seca Masa
Factor raiz Sig. tallo Sig. hojas Sig. |secatotal | Sig.
HMA 0.000000 | *** | 0.000000 | *== | 0.000000 | *** 0.0000 | **
SAL 0.000000 | *** | 0.000012 | *== | 0.000027 | *** 0.0000 | ***
HMA * SAL | 0.006297 ** 0.074520 | n.s 0.8383 n.s 0.3603 | n.s

Al evaluar el efecto de los factores por separados, es de apreciar que entre
diferentes niveles de salinidad solo el area foliar por hoja, segun se muestra en la

Tabla 6, no se vio afectado por este tipo de estrés.
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Tabla 6. Resultados del analisis factorial de los indicadores area foliar y numero de hojas
al final del estrés.

Factor | Areafoliar | Sig. | No. hojas | Sig. | Area hoja | Sig.
HMA 0.0000 e 0.4318 n.s 0.0000 b
SAL 0.00002 b 0.00466 * 0.0883 n.s
HMA * SAL 0.1774 n.s 0.6411 n.s 0.8972 n.s

También se encontré que las diferencias en el tipo de inoculante de HMA, solo
provocaron cambios en los indicadores numero de hojas por planta (Tabla 5) y

tasa de asimilacion neta (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del analisis factorial de los indices de crecimiento y desarrollo
evaluados al final del estrés.

Factor TCR | Sig.| TAN | Sig.
HMA 0.0000 | *** | 0.0631 | n.s
SAL 0.0038 | ** | 0.0015 | ***
HMA * SAL | 0.3222 | n.s | 0.4007 | n.s

El comportamiento de los indices de crecimiento y desarrollo se analiza mas
detalladamente en el siguiente acapite, en el cual, aunque solo se encontrd
interaccion en uno de los indicadores estudiados, se eligid comparar todos los

tratamientos entre si para facilitar la interpretacion de los resultados.

Biomasa seca de la raiz, tallo, hojay total.

En la Figura 10 se observan los valores de biomasa seca (MS) obtenidos en raiz,
tallo, hojas y planta total. En el analisis de la misma no se encontrd interaccidon
significativa entre los factores en estudio, indicando que el desarrollo del cultivo
tuvo dependencia tanto de las especies de HMA presentes en el suelo como del

nivel de salinidad.

Se puede apreciar que en las variantes micorrizadas, en general, la produccion de

masa seca por organos y total, fue mayor en comparacion con el testigo sin
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inocular, tanto en condiciones normales (0 NaCL) como bajo estrés salino (50 y
100 NaCl), resultando el conglomerado de cepas procedentes del suelo con alto
contenido de sales, en todos los casos, el tratamiento mas efectivo en el

incremento de este indicador.

En este sentido, se pone en evidencia la mayor eficiencia de cepas adaptadas a
estrés salino y las ventajas de la sinergia que se establece entre las distintas

especies cuando se trabaja con un conglomerado de cepas.
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Figura 10. Valores de masa seca, por 6rganos y total, de plantas de tomate, sometidas a
condiciones de salinidad. Barras con letras comunes no difieren entre si segiin Duncang os.
Las barras de error representan el error tipico de la media por tratamiento.

Asi, bajo condiciones de salinidad media (50 NaCl), resalta el hecho que, para
todos los érganos evaluados y para la planta en conjunto, en el tratamiento con el
conglomerado de cepas se alcancen valores de masa seca similares a los
obtenidos con la cepa G. hoi like en condiciones de no salinidad y superiores a

aquellos que mostraron los tratamientos con esta ultima cepa en condiciones de
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estrés salino y todos los tratamientos, salinizados o no, de la variante no

micorrizada (testigo).

De igual forma, a altos niveles de estrés salino (100 NaCl), los efectos
sobresalientes del conglomerado de cepas se mantienen en general, aunque
variaron entre érganos. Se puede apreciar que para el tallo y las hojas, la
produccion de masa seca de la variante conglomerado de cepas fue igual o
superior que la alcanzada con G. hoi like sin estrés salino (0 NaCl) y
medianamente estresada (50 NaCl) y al testigo. Solo para la raiz y para la planta
en conjunto se obtuvo un efecto igual o menor que el alcanzado en el testigo y la
cepa G. hoi like no salinizados y en el tratamiento con G. hoi like a niveles medios

de salinidad.

Giri et al. (2003) reportan que, en plantulas micorrizadas de 30 a 60 dias, ocurre
un aumento significativo en la masa seca de raices y brotes, en comparacioén con
plantas no micorrizadas; esto coincide con reportes previos de plantas inoculadas
con HMA que presentan un mayor crecimiento que las no inoculadas bajo
condiciones de estrés salino (Juniper y Abbott, 1993; Copeman et al., 1996; Al-
Karaki, 2000; Al-Karaki et al., 2001; Cantrell y Linderman, 2001).

En condiciones de estrés hidrico, Fundora (2007) encontré que la inoculacién con
la cepa Glomus hoi like aumentaba de manera significativa la masa seca de las
raices, alcanzando valores similares a los obtenidos en el experimento que se
discute; no obstante, como ya fue sefialado, estos son superados ampliamente por

los resultados obtenidos por el conglomerado de cepas.

Numero de hojas y area foliar por hojay total
En la Figura 11 se puede apreciar el comportamiento de area foliar de las plantas
y los resultados de los dos indicadores que la conforman (numero de hojas y area

foliar por hoja).
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Figura 11. Area foliar total y por hoja y numero de hojas de plantas de tomate, sometidas
a condiciones de salinidad. Barras con letras comunes no difieren entre si segun
Duncangos. Las barras de error representan el error tipico de la media por tratamiento.

Al igual que para la variable de biomasa seca, los resultados de los indicadores de
area foliar se corresponden con el tipo de inéculo evaluado. Las plantas
inoculadas con el conglomerado de cepas nativas de suelo con altos contenidos
de sales presentaron los valores mas altos, seguido por los tratamientos

micorrizados con Glomus hoi like.

En cuanto al efecto de la salinidad, la misma provocé que, en este estado de
desarrollo de las plantas y en las condiciones de micorrizacion, las hojas tuvieran
un tamano significativamente menor aunque similar, tanto en el tratamiento salino
medio como en el mas severo (50 y 100 NaCl). Debe resaltarse que en las

variantes no inoculadas con HMA, el area foliar de las hojas no fue afectada por la
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salinidad. No obstante, dichos valores siempre fueron menores que los

correspondientes a las variantes micorrizadas sometidas o no a estrés salino.

Respecto al indicador numero de hojas se encontré que, en general, el mismo no
estuvo afectado por la presencia o no de estrés salino ni por la inoculacion con
HMA, y solo se apreciaron ligeras disminuciones cuando la salinizacion fue mas

elevada (100 NaCl), sobre todo en las plantas micorrizadas.

A partir del resultado antes analizado, se hace evidente que los incrementos en el
area foliar total dependieron, fundamentalmente, de los aumentos en el area foliar
por hoja, la cual, a su vez, esta estrechamente relacionada con los incrementos de

la biomasa seca foliar ya discutidos (Azcon-Bieto y Talon, 2001).

Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) y Tasa de Asimilacion Neta (TAN)
La TRC y la TAN son variables que permiten caracterizar, en conjunto, el
crecimiento y el desarrollo del cultivo, asi como la eficiencia fotosintética del

organo foliar.

En la Figura 12 se aprecia el comportamiento de la TRC y TAN durante el periodo
en que las plantas fueron sometidas a la condicion de estrés salino. Se observa
que, para la TRC, los tratamientos inoculados con el conglomerado de cepas
presentaron los mayores valores aun al nivel de 100 mM de NaCl, aunque a este
nivel de salinizacién, el comportamiento de la variante inoculada con el
conglomerado de cepas no difirio significativamente de aquel de las variantes no
salinizadas sin micorrizar e inoculada con Glomus hoi like. También se aprecia
que los tratamientos mas afectado fueron aquellos con 100 mM de NaCl cuando
las plantas fueron inoculadas con Glomus hoi like o solo contaban con las cepas

nativas del suelo utilizado (testigo).
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Figura 12. Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) y Tasa de Asimilacién Neta (TAN) durante
el periodo de estrés salino. Tratamientos con letras diferentes difieren entre si a p [10,05.

La Tasa de Asimilacion Neta es un indicador que refleja la eficiencia de la
superficie foliar para producir biomasa vegetal. Como se observa en la Figura 12,
y de forma general, no se encontraron diferencias significativas para los valores de
este indice entre los tratamientos estudiados. Este resultado permite inferir que la
salinizacion del medio, aun a la dosis mas alta, no afecto al aparato fotosintético ni

su capacidad de producir biomasa.

A partir de las consideraciones anteriores, se puede plantear que las diferencias
entre los valores de la TRC de las plantas inoculadas y el testigo son debidas,
probablemente, a que las micorrizas proveen a su planta hospedera de mayores
cantidades de nutrientes minerales y agua, optimizando de esta manera los
recursos disponibles y aumentando el desarrollo de las plantas (Gonzalez-
Monterrubio, 2003).

Esta ampliamente documentado el efecto beneficioso de los HMA sobre el
crecimiento y desarrollo de los cultivos, tanto en condiciones éptimas como de
estrés. Al-Karaki et al. (2001) estudiaron el efecto de la cepa Glomus mosseae
bajo condiciones de estrés salino, demostrando el efecto beneficioso de esta cepa
en el crecimiento y desarrollo de plantas que habitan ecosistemas salinos y la
dependencia micorrizica desarrollada por estas. Por su parte, Choa et al. (2006),

en un estudio realizado para conocer la respuesta del sorgo micorrizado y sin
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micorrizar ante estreses salino e hidrico, sefialaron que la presencia de un exceso
de Na en el suelo agranda las diferencias en la respuestas de plantas

micorrizadas y sin micorrizar ante la sequia.

Rodriguez et al., (2003) encontraron diferencias significativas en los valores de la
TRC de plantas de tomate inoculadas con seis cepas diferentes de HMA,
sobresaliendo los tratamientos inoculados con las especies G intrarradices, G.
mosseae, G. clarum, G. fasciculatum y A. scrobiculata, con valores que oscilaron
entre 0,68 y 0,70 g.g".d”". De la misma manera, Fundora (2007), al estudiar los
efectos de una biofertilizacion a base de HMA en plantas de tomate sometidas a
estrés hidrico, encontré6 que la TRC disminuia considerablemente cuando a las
plantas en estudio les era retirado el riego, coincidiendo esto con el resto de las
variables agrondmicas estudiadas, alcanzando los valores mayores en las plantas

inoculadas con la cepa Glomus mosseae.

El mismo autor, al no encontrar diferencias en los valores de la TAN entre plantas
de tomate inoculadas y no con la cepa Glomus mosseae, sefiala que la presencia

de los HMA no logré aumentar la eficiencia del aparato fotosintético del cultivo.

Como se puede observar en los estudios anteriormente mencionados, la
inoculacion con HMA incrementa de manera considerable las respuestas
fisiologicas y agrondmicas de los cultivos, tanto sometidos a estrés como los que
no lo estan, en comparacion con aquellos que no se encuentran inoculados. Los
resultados de este trabajo coinciden con lo anterior, mostrando, ademas, las
ventajas de emplear tanto cepas adaptadas a diferentes condiciones estresantes,
tales como la salinidad, como de in6culos constituidos por varias especies de
HMA.

4.2.3 Indicadores Bioquimicos

Para entender los mecanismos que conducen a la tolerancia de las plantas a la

salinidad, los factores bioquimicos que intervienen en este proceso son de
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extrema importancia. Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo que
intervienen en la eliminacion de las especies mas reactivas del oxigeno. Algunas
de las principales enzimas antiestrés estan representadas por la catalasa (CAT), la
peroxidasa (POX) y la ascorbato peroxidasa (APX) (Zhang et al., 2006).

Al estudiar la actividad enzimatica de plantas de tomate, en respuesta al estrés
oxidativo inducido por la salinidad, como puede observarse en la Figura 13, la
actividad catalasa, detectada en los extractos de hojas jovenes y adultas, mostro
un incremento en aquellas plantas que se encontraban micorrizadas, tanto con el
conglomerado de cepas nativas de suelo con alto contenido de sales como con la
cepa Glomus hoi like, alcanzando los valores significativamente mas elevados. Se
observd que, en ambos tipos de hojas, la actividad de la enzima fue

significativamente mayor en las plantas inoculadas con el conglomerado.
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Figura 13. Actividad enzimatica catalasa (CAT) en hojas jovenes (A) y adultas (B) de
plantas de tomate micorrizadas y no, sometidas a condiciones de salinidad. Barras con
letras comunes no difieren entre si segun Duncangos. Las barras de error representan el
error tipico de la media por tratamiento.

Un efecto similar se observdé en la actividad de la POX (Figura 14) donde
nuevamente las plantas inoculadas con el conglomerado registraron valores
mayores. Zeinab et al. (2001) obtuvieron incrementos similares en la actividad de
esta enzima, trabajando con cultivares de tomate sometidos a estrés salino con

concentraciones entre 10 mM y 100 mM.
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Figura 14. Actividad enzimatica peroxidasa (POX) en hojas jévenes (A) y adultas (B) de
plantas de tomate micorrizadas y no, sometidas a condiciones de salinidad. Barras con
letras comunes no difieren entre si segun Duncangos. Las barras de error representan el
error tipico de la media por tratamiento.

En la Figura 15 se presentan los resultados de la actividad APX en las raices de
plantas de tomate sometidas a la salinidad, resultando significativamente mayor la
actividad de esta enzima en las plantas que se encontraban micorrizadas. Sin
embargo, no se encontrd diferencia entre los tratamientos inoculados con Glomus

hoi like y con el conglomerado de cepas.

Al respecto, es conocido que la simbiosis entre los HMA y las plantas no solo
promueve el crecimiento y mejora la adquisicion de nutrientes, sino que también
modifica las propiedades bioquimicas de la planta, aumentando su resistencia al
estrés (Noval et al.,, 2004). Los resultados obtenidos parecen indicar que la
respuesta de las plantas de tomate ante los procesos oxidativos que deben
aumentar con el estrés, esta favorecida por la micorrizacion, en especial con las
cepas que componen el conglomerado, tal y como demuestran los valores de

actividad enzimatica en las plantas inoculadas con este.
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Figura 15. Actividad enzimatica ascorbato peroxidasa (APX) en raices de plantas de
tomate micorrizadas y no, sometidas a condiciones de salinidad. Barras con letras
comunes no difieren entre si segun Duncangos. Las barras de error representan el error
tipico de la media por tratamiento.

Existen evidencias que indican una relacién entre el incremento de las actividades
POX, CAT, APX y otras, bajo condiciones de estrés salino y de otros tipos de
estreses como temperatura y sequia, siendo aun mas significativo este incremento
en aquellas especies y variedades tolerantes a los mismos (Sairam y Tyagi, 2004).
De manera similar, varios autores han encontrado una actividad incrementada de
estas y otras enzimas en respuesta al estrés por salinidad, asi como una elevada
actividad antioxidante en especies y variedades tolerantes (Gomez et al., 1999;
Hernandez, J. et al., 2006). De lo anterior podemos concluir que, al ser mayor la
actividad de estas enzimas en plantas micorrizadas, mayor sera su tolerancia a la

salinidad.

Los resultados obtenidos para las actividades enzimaticas de los sistemas
antioxidantes estudiados estan en correspondencia con las respuestas alcanzadas
por las otras variables ya analizadas, haciéndose evidente que las cepas
presentes en el conglomerado proveniente del suelo con alto contenido de sales,
son las mas efectivas en el aumento de la resistencia del tomate al estrés
provocado por la salinidad. Todos los efectos observados se encuentren en

concordancia con los aumentos de los niveles de estas enzimas en respuesta a
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estreses abidticos encontrados en otros estudios (Mazorra y Nufiez, 2000; Camejo

et al., 2002).

4.2.4 Efectos Nutricionales

Sodio

En la Figura 16 se muestran los contenidos de Na, por 6rganos y total, en plantas
de tomate sometidas a estrés salino. Resultan notables los reducidos valores que
exhiben las hojas, tallos y el total de las plantas inoculadas con el conglomerado

de cepas y con Glomus hoi like, en comparacion con el testigo no inoculado.
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Figura 16. Efecto de la micorrizaciéon en el contenido de Na en hojas (A), tallos (B), raices
(C) y total (D) de plantas de tomate sometidas a estrés salino. Barras con letras comunes
no difieren entre si segun Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la
media por tratamiento.

Sin embargo, se puede observar que en las raices no ocurre el mismo efecto,
siendo significativos los incrementos del contenido de Na en el sistema radical de

las plantas inoculadas con el conglomerado, a concentraciones de NaCl de 100
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mM, en relacion al resto de los tratamientos. De igual forma, para concentraciones
de 50 mM de NaCl, tanto las plantas inoculadas con el conglomerado como con la
cepa Glomus hoi like mostraron mayores contenidos de Na que los tratamientos

salinizados y no en la variante sin inocular (testigo).

Existen evidencias de que, aparentemente, elementos téxicos para las plantas a
grandes concentraciones (Na, Cd, Pb, Ni, Ba, As) son secuestrados en granulos
de polifosfato en el interior de las hifas de los HMA, no siendo transferidos a otros
organos de la planta (Smith y Read, 1997; Rivera-Becerril et al., 2002; Brito et al.,
2008), y estas pudieran ser las grandes concentraciones de Na que se

encontraron en las raices colonizadas.

En base a lo anterior, pudiera plantearse un posible mecanismo para explicar el
papel de los HMA en la disminucidn del estrés salino en las plantas, a partir de la
disminucion de la absorcion del Na y su translocacion a los tejidos de la planta, por
acumulacion del elemento en las hifas. Como se puede observar en la Figura 16,
las plantas micorrizadas presentan menos Na en sus 6érganos aéreos que las no

micorrizadas.

Nitrogeno

En la Figura 17 se presentan los contenidos de nitrégeno, por érganos y total, en
las plantas de tomate bajo diferentes niveles de salinidad, donde se puede
observar una notable y significativa disminucion de los contenidos de nitrdgeno en
todos los 6rganos, excepto la raiz, de las plantas, tanto micorrizadas como no, al
aumentar las concentraciones de sales. Este efecto resulta de interés, dado que
puede apreciarse también que los contenidos del nutriente fueron
significativamente superiores en los tratamientos micorrizados, indicativo de una
mayor absorcion del elemento, sobre todo en la variante inoculada con el

conglomerado de cepas.
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Figura 17. Efecto de la micorrizacién en el contenido de N en hojas (A), tallos (B), raices
(C) y total (D) de plantas de tomate sometidas a estrés salino. Barras con letras comunes
no difieren entre si segun Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la
media por tratamiento.

Aunque en valores mas discretos que el resto de los nutrientes, se ha reportado
un aumento de la adquisicion de N en plantas micorrizadas. Corkidi et al. (2002)
reportaron aumentos en la absorcion del N en poblaciones vegetales de zonas
aridas que se encontraban micorrizadas, resultados que concuerdan con los
encontrados en este experimento en plantas que se encontraban inoculadas con

las cepas del conglomerado.

Fosforo

Los contenidos de este nutriente en las plantas sometidas a estrés salino tuvieron
un comportamiento similar al descrito anteriormente para el nitrogeno. En la Figura
18 se presentan los valores de los contenidos del elemento, por 6rganos y total, en

plantas de tomate inoculadas y no, a diferentes niveles de salinizacion.
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Figura 18. Efecto de la micorrizacién en el contenido de P en hojas (A), tallos (B), raices
(C) y total (D) de plantas de tomate sometidas a estrés salino. Barras con letras comunes
no difieren entre si segun Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la
media por tratamiento.

Asi, aunque los contenidos de fésforo en las hojas, tallo, raices y total de las
plantas inoculadas con el conglomerado fueron significativamente mayores, al
aplicarse los tratamientos con NaCl, los contenidos del elemento disminuyeron de
forma similar tanto en las plantas inoculadas con el conglomerado como en las

inoculadas con Glomus hoi like y las no inoculadas.

El incremento de la absorcién de P por las plantas micorrizadas es una realidad
que se encuentra ampliamente documentada. Modificaciones en la rizosfera
pueden aumentar la transferencia de P a las raices de las plantas y la eficiencia
con que los cultivos utilizan este elemento (Bolan, 1991). Plaut et al. (1990)
encontraron que el incremento del P trae como resultados una disminucion del Na,

lo que puede estar indirectamente relacionado con la toma del Ca y el Mg.
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Cantrell y Linderman (2001) sugieren que los HMA aumentan la nutricion del P en
plantas bajo estrés salino y reducen los efectos negativos del Na, manteniendo la
integridad de la membrana vacuolar, lo que impide que estos iones puedan
intervenir en las rutas metabdlicas y facilita la compartimentacion en el interior de

las vacuolas y la admisién selectiva de iones.

Por otra parte, es conocido que la salinidad del suelo reduce significativamente la
absorcion de nutrientes minerales, especialmente fosforo, ya que los iones fosfato
se precipitan con los cationes presentes en suelos salinos, tornandose no
disponibles para la planta (Poss et al. 1985; Munns 1993; Grattan and Grieve
1999).

Por lo tanto, el mejor estado nutricional fosférico que se observa en las plantas
micorrizadas, tanto por el conglomerado como por la cepa Glomus hoi like, es
beneficioso para el crecimiento de la planta y puede ayudar a mitigar el estrés
salino, al superar la capacidad de retencion del fosforo en el suelo. Se ha
senalado que los HMA muestran una influencia positiva en la composicién de los
nutrientes minerales, especialmente los de pobre movilidad como el fésforo, en

plantas que crecen bajo condiciones de salinidad (Giri y Mukerji, 2004)

Potasio

Como se observa en la Figura 19, el comportamiento del contenido de potasio en
planta, ante las diferentes variantes evaluadas, también fue semejante al ya
analizado para el N y el P, de forma que la inoculacion con el conglomerado de
cepas permitié obtener contenidos del nutriente superiores en todos los 6rganos,
asi como para el conjunto de la planta. Asimismo, los niveles de K disminuyeron

en todas las variantes de inoculacion con el aumento del nivel de salinizacion.
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Figura 19. Efecto de la micorrizacién en el contenido de K en hojas (A), tallos (B), raices
(C) y total (D) de plantas de tomate sometidas a estrés salino. Barras con letras comunes
no difieren entre si segun Duncanggs. Las barras de error representan el error tipico de la
media por tratamiento.

Cuando el agua en el suelo es limitada, bajo condiciones de salinidad, las plantas
sufren una pérdida de turgencia y comienzan a marchitarse, sintomas tipicos de
deficiencia de K. Como soluto en las vacuolas, el K juega un importante rol en el
control de las relaciones hidricas ayudando a mantener alto el nivel de agua en los
tejidos, incluso bajo condiciones osmoéticas desiguales, Asi, la mayor acumulacion
de K en los tejidos de las plantas micorrizadas puede constituir una importante
contribucion hacia el mantenimiento del potencial osmético de las células y los

tejidos de las plantas sometidas a estrés salino (Porras-Soriano et al., 2009)
Ademas, Ojala et al. (1983) encontraron que plantas de cebolla inoculadas con

HMA tenian mayores concentraciones de K en retofios y bulbos bajo condiciones

de estres salino, lo que puede ser beneficioso para el mantenimiento de una alta
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relaciéon Na/K e influenciar en el balance iénico del citoplasma (Founoune et al.,
2002).

Los resultados de los indicadores del estado nutricional de las plantas inoculadas
sometidas a estrés salino, se encuentran en correspondencia con los observados
para los indicadores de crecimiento ya analizados. Cruz et al. (2008) relacionan el
aumento de la biomasa de plantas inoculadas con HMA con la mejora en la
nutricion mineral por parte de estas, reconociendo este efecto como una fuerte

evidencia de los beneficios de la colonizacidon micorrizica.

Se puede resumir, después de lo anteriormente observado, que la reduccion en la
entrada a la planta de Na, unida al incremento en la absorcion de N, P y K
observados en las plantas micorrizadas, sobre todo en aquellas inoculadas con
cepas adaptadas a ambientes con alto contenido de sales, puede ser un

importante mecanismo de alivio para plantas que crecen en suelos salinos.

4.3 Consideraciones generales

Haciendo un andlisis integral de los resultados, se puede plantear que la simbiosis
micorrizica desencadena un sinnumero de respuestas morfoldgicas vy fisioldgicas
en las plantas, que se potencian cuando se tiene en cuenta una correcta seleccion
de los cultivos y de los inoculos micorrizicos a emplear para las condiciones de
estrés abiodtico especificas de cada zona. El conglomerado de HMA nativos de
suelos con altos contenidos de sales propicié a las plantas inoculadas con él, una
mejor respuesta ante el estrés ocasionado por la salinidad tanto a nivel fisiologico

y bioquimico como agrondémico.

Los suelos de la zona estudiada, con altos contenidos de sales, presentaron una
alta diversidad de especies de HMA, encontrandose en ellos varios de los géneros
descritos en la literatura. La correcta seleccidon y manejo de estos hongos puede
permitir el desarrollo de indculos micorrizicos mas eficientes para condiciones

similares.
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La colonizacion de las plantas por HMA disminuye considerablemente los efectos
perjudiciales que tiene sobre los cultivos el estrés ocasionado por el aumento de la
salinidad en los suelos. Si la inoculacion se realiza por cepas de estos hongos que
se encuentran adaptadas a esta condicion, los resultados encontrados son

superiores en la mayoria de los parametros estudiados.

Se conoce la idea que la asociacion micorrizica no es especifica, partiendo del
hecho de que una misma planta puede ser colonizada por varias especies de HMA
al mismo tiempo. A pesar de esto, los resultados de estas asociaciones dependen
de las especies que se hallen envueltas en el proceso. No todas las plantas se
benefician de la misma manera de la simbiosis micorrizica y los beneficios de esta
dependen de la comunidad fungica que se encuentre en la rizosfera (Jakobsen et
al., 2002; Cruz et al., 2008).

Caracteristicas importantes relacionadas con los HMA, como pueden ser el
porcentaje de colonizaciéon y el aumento en la absorcion y translocacion de

nutrientes, ponen de manifiesto la eficiencia de los indculos utilizados.

El conglomerado de cepas aisladas demostré ser altamente efectivo si tenemos en
cuenta que, en todos los casos, las plantas inoculadas con él presentaron los mas
altos indices de colonizacion micorrizica y porcentaje de densidad visual, y en la
mayoria de ellos se encontraron en mejor estado nutricional que los restantes

tratamientos.

Smith et al. (2003) demostraron que la ganancia de biomasa y nutrientes de las
plantas micorrizadas depende tanto de estas como de las especies fungicas
envueltas en la simbiosis. También podemos plantear que la diversidad
taxonoémica esta relacionada con la diversidad funcional; por ello, resulta de suma

importancia identificar que géneros o asociaciones de ellos podemos encontrar
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para diferentes condiciones edafoclimaticas, lo cual permitiria optimizar los

beneficios de esta asociacidon en ecosistemas similares.

En concordancia con los planteamientos anteriores, esta reconocido en
numerosos estudios que los inéculos compuestos por asociaciones de varias
especies resultan muy efectivos debido a los efectos beneficiosos de la sinergia

que se establece entre las especies.

Lara (1987) observé que la altura y materia seca de la parte aérea de tres
leguminosas nativas de zonas aridas, propagadas por semilla, respondieron
diferencialmente a la inoculacién de 13 consorcios naturales de HMA, aislados de
la zona arida de Zacatecas. Por otra parte, Estrada-Luna y Davies (1999)
mencionaron que la inoculacién del consorcio micorrizico Glomus sp. Zac.-19
(conformado por tres especies; G. clariodeum, G. diaphanum y G. albidum), en
condiciones de aplicacion de 11 mg P.kg”, después de siete meses, produjo
incrementos significativos en el crecimiento de plantas micropropagadas de
Opuntia amyclaea tenore cv. Reyna. Los resultados encontrados aqui reafirman lo
encontrado en estos estudios, al presentar el conglomerado utilizado los mejores

resultados en la mayoria de las variables estudiadas.
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VI- CONCLUSIONES

1. Los suelos con altos contenidos de sales estudiados presentan una alta
diversidad de hongos micorrizicos arbusculares, representada por cuatro de
los 19 géneros conocidos (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora).
El mas abundante fue el género Glomus, con el 74% de las especies aisladas,
por lo cual se destaca como el de mayor éxito ecologico para las condiciones

del area en estudio.

2. Se aislaron, caracterizaron y reprodujeron 28 morfotipos de HMA, de los
cuales el 35% se consideraron como potenciales especies nuevas por no

encontrarse descritas en la literatura.

3. El conglomerado compuesto por los 28 morfotipos aislados, fue igualmente
efectivo en la colonizacién de las raices de tomate como el inoculante a base
a la cepa Glomus hoi like, de reconocida eficiencia micorrizica. En condiciones
de suelos afectados por sales, las plantas inoculadas con el conglomerado de

cepas alcanzaron mayores niveles de colonizacion micorrizica.

4. Con la inoculacion del conglomerado de cepas se alcanzaron mayores indices
de crecimiento y desarrollo de las plantas afectadas por estrés salino,
incrementando la produccion de biomasa, asi como provocando cambios
positivos y especificos a nivel celular en la induccion de sistemas

antioxidantes como catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa.

5. Las plantas inoculadas con las cepas provenientes del conglomerado tuvieron
un mejor estado nutricional, tanto en condiciones normales como sometidas a
estrés salino, siendo notable la disminucién de los contenidos de sodio en las

plantas colonizadas por dichas cepas bajo condiciones de estrés por salinidad.
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VII- RECOMENDACIONES

1. Continuar los estudios sobre la ecologia y diversidad de los hongos
micorrizicos arbusculares y la caracterizacién del potencial micorrizico de

los suelos en zonas representativas de afectaciones por salinidad.

2. Demostrar, en condiciones de campo afectadas por salinidad, la efectividad de
aislados micorrizicos de zonas salinas, sobre todo en cultivos poco tolerantes

a este tipo de estrés.

3. Continuar desarrollando estudios fisioldgicos y bioquimicos para evaluar la
eficiencia de cepas de hongos micorrizicos arbusculares adaptados a
condiciones de salinidad , asi como los mecanismos que intervienen en este

proceso.

4. Emplear los resultados de esta tesis como material de consulta para la

ensefanza pre y posgraduada.
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