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Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) estimulan el
crecimiento de las plantas principalmente por el aumento en la
toma de nutrimentos, particularmente fésforo, pero también
porque incrementan la resistencia de las plantas al agobio hidrico.
No obstante, se desconoce si la fuente de nitrégeno podria influir en
la mayor adquisicién de P en plantas micorrizadas bajo condiciones
de agobio hidrico. Con base a lo anterior, el objetivo del trabajo fue
evaluar el efecto de la interaccién Glomus intraradices-Nitrégeno
sobre el pH de la micorrizosfera, concentracién de fésforo y el
desarrollo de Tagetes erecta L. bajo condiciones de agobio hidrico.
Se utilizaron plantas de Cempoalxochitl (Tagetes erecta L.) no
colonizadas y colonizadas con Glomus intraradices, las cuales
fueron fertilizadas con nitrato como fuentes de nitrégeno y fésforo
insoluble. Las plantas fueron sometidas a dos periodos de agobio
hidrico por medio de la suspensién del riego. Una vez transcurrido
el agobio hidrico se evalud el desarrollo de las plantas por lo que
se midieron las variables fisiolégicas (drea foliar, peso fresco y seco
del véstago, ademds de volumen, peso fresco y seco de la raiz).
También se avalué la concentracién de fésforo en el vistago y la
raiz de las plantas y en los lixiviados recuperados de cada maceta.
Los resultados mostraron que el agobio hidrico afectd el desarrollo
de las plantas no micorrizadas de 7. erecta L. fertilizadas con
nitrato. G. intraradices promovié cambios en el pH de la rizésfera
que favorecieron la solubilizacién de P. Ademds G. intraradices
incrementé la concentracién de fésforo en las raices sometidas a
agobio hidrico. Los resultados obtenidos en la concentracién de
P en las plantas micorrizadas podria explicarse en funcién de la
mayor solubilizacién de P en el suelo, debido al impacto del hongo
micorrizico sobre el pH de suelo.
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Abstract

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

Keywords: HMA, Tagetes erecta L. drought stress.

Introduccion

El f6sforo es uno de los nutrimentos minerales mas limitante para
el crecimiento de las plantas, debido a su baja movilidad en muchos
de sus estados naturales (Smith ez /., 2003). La disponibilidad
de fésforo en la rizdsfera esta significativamente influenciada
por los cambios en el pH y los exudados radicales (Richardson
et al., 2009). La eficiencia de las plantas para poder acceder al
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fésforo radican en la acidificacién de la rizésfera, exudacién de
aniones orgdnicos por parte de las raices, morfologfa de la raiz
y asociacion simbidtica con hongos micorrizicos (McLaughlin
et al., 1991). Muchos estudios han puesto de manifiesto que
la mayorfa de las plantas aumentan la absorcién de fésforo al
establecer asociaciones micorrizicas (Raghothama 1999; Rausch
y Baucher 2002; Jia e al., 2004). También se ha reportado que a
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través de la simbiosis micorrizica se incrementa la transferencia de
nitrégeno del suelo a la planta, particularmente nitrato (George
et al., 1992; Tobar et al., 1994; Bago et al., 1996).

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

Biicking y Shachar-Hill (2005) encontraron en condiciones
de no agobio en un experimento en maceta, que la capacidad de
transporte y transferencia de P en G. intraradices es estimulado
por el transporte de carbohidratos de la planta hacia el hongo.
Cruz-Cruz (2005) en un experimento iz vitro bajo condiciones
de agobio hidrico y salinidad encontraron que la trealosa y otros
disacdridos se acumulan en el micelio externo de G. intraradices.
Se ha documentado que el beneficio de los HMA es mayor bajo
condiciones de estrés ya que incrementan laadquisicién de fésforo,
también se ha observado que bajo fertilizacion nitrogenada este
efecto es més pronunciado. En el caso de plantas sin agobio hidrico
se ha observado que el incremento en la adquisicién de fésforo
se debe a un mayor flujo de carbohidratos de la planta huésped
hacia el hongo. Sin embargo, desconocemos si esos incrementos
en la acumulacién del carbono en el hongo G. intraradices
estdn asociados a una mayor solubilizacién y concentracién
de fésforo en el hospedero. Nuestra hipdtesis es probar si los
hongos micorrizicos arbusculares en presencia de fertilizacién
nitrogenada incrementan la solubilizacién y la concentracién de
fosforo mediante la modificacién del pH del medio durante el
agobio hidrico. Por lo cual el objetivo del trabajé fue evaluar el
efecto de la interaccién Glomus intraradices-N sobre el pH de la
micorrizosfera, concentracién de fésforo y el desarrollo de Zagetes
erecta L. bajo condiciones de agobio hidrico.

Materiales y métodos
Para el experimento se utilizaron 60 semillas de 7" erecta L. las
cuales fueron desinfectadas con una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.1% (v/v) durante 5 minutos. Las semillas se pusieron
a germinar en un semillero el cual contenfa sustrato a base de
agrolita-turba (2:1 v/v) previamente esterilizado a 121 °C por
20 min. Una vez germinadas las semillas, las pldntulas se dejaron
crecer durante 15 dias y la mitad de ellas fueron micorrizadas
con esporas asépticas de G. intraradices (50 esporas por planta).
Las pldntulas fueron trasplantadas en contenedores construidos
con tubo de policloruro de vinilo (PVC) de 4.5 cm de didmetro
y 13 cm de longitud (una planta por contenedor). A cada maceta
se le agregaron 30 g del sustrato antes mencionado y fosfato de
calcio Ca3 (PO4)2 (10 ppm) en forma insoluble.

Las plantas fueron fertilizadas cada tercer dia con solucién
nutritiva (Hoagland) a base de NO3" como fuente de nitrégeno

Tabla 1. Valores promedio obtenidos en el desarrollo de las plantas de Tagetes
erecta L. fertilizadas con NO,".

Nitrato (NO,-)
Tratamiento AF

PFV PSV VR PFR PSR

(cm?) (8) @ | (m®) | (g (2)

nM-A 219.8ab  25.7a 1.88a 0.30a 3.30a 0.19a
nM+A 124.3b 12.8b 0.85b 0.13b  0.64c 0.05b
M-A 220.4ab 22.3ab 0.62b 0.14b 0.71c 0.03b
M+A 2643a 14.9b 1.50ab 0.18b 1.30b 0.13a

Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A),
plantas micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio hidrico (M+A). AF= Area
foliar; PFVy PSV=Peso fresco y seco del vastago; VR= Volumen de la raiz; PFRy PSR=
Peso fresco y seco de la raiz. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas Tukey (p < 0,05) entre los tratamientos.

(2 mM). El experimento se llevo a cabo en cdmara de crecimiento
durante seis semanas bajo condiciones controladas de 25 °C,
75% de HR y 14 horas de fotoperiodo. Se establecieron cuatro
tratamientos con 15 repeticiones en un disefio al azar. Cuarenta
y dos dias después del trasplante, las plantas se sometieron a dos
periodos de agobio hidrico a través de la suspensién del riego y
a una rehidratacién entre cada periodo. Cada periodo de agobio
tuvo una duracién de 7 dfas y la rehidratacién fue durante 2
dias. Las variables que se consideraron para su evaluacién fueron
el 4rea foliar (cm?/planta) utilizando el programa (SideLook
versién 1.1.01); peso fresco y seco (g) del vdstago y raices.
Para obtener los pesos secos, el material bioldgico fue colocado
al horno a 60 °C durante 48 horas. También se determiné el
volumen de la rafz (cm?/raiz) por el método de Arquimedes.
Las determinaciones de fésforo en el vdstago y la rafz, asi como
de los lixiviados fueron realizadas con el método colorimétrico
fosfovanadomolibdato (Vogel’s 2000) y las lecturas se realizaron
en un espectrofotémetro UV visible (Thermo Scientific. Genesys
10uv. Modelo 335903-000) a una longitud de onda de 465 nm.
Los lixiviados se recuperaron por gravedad en cada una de las
macetas al final del experimento. Se aplicé un andlisis de varianza
y cuando se observaron diferencias significativas se realizé una
prueba de Tukey (p<0.05) con el paquete estadistico Assistat 7.5.

Resultados

Después de haber trascurrido el agobio hidrico, se evaluaron
las variables de crecimiento de las plantas de 7. erecta L. y los
valores promedio obtenidos se presentan en la tabla 1. Se observé
un incremento significativo en el 4rea foliar (AF) de las plantas
micorrizadas agobiadas (M+A) con respecto a las plantas no
micorrizadas también agobiadas (nM+A).

Los resultados mostraron que el contenido de materia fresca
(PFV) que el tratamiento no micorrizado y no agobiado (nM-
A) presentd significativamente mayor peso fresco en vistago
comparado con los tratamientos nM+A y M+A. Con respecto al
contenido de materia seca (PSV) bajo la misma fertilizacién, las
plantas nM-A presentaron mayor materia seca que el tratamiento
nM+A, incluso fue mayor el peso seco que el tratamiento M-A.
En ambos casos se presentaron diferencias significativas. Por
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otra parte en las variables relacionadas con la raiz se observé que
el volumen de la raiz (VR) de las plantas nM-A se incrementé
con respecto al resto de los tratamientos, tal incremento fue
significativo. Respecto al peso fresco de raiz (PFR) se observé un
incremento  significativo en el tratamiento M+A con respecto al
tratamiento nM+A. En condiciones adecuadas de riego el peso
fresco de las raices disminuyd significativamente en el tratamiento
M-A con respecto al tratamiento nM-A. Entre tratamientos
micorrizados existié una ganancia significativa en el peso fresco
bajo agobio hidrico con respecto a cuando no existié el agobio. En
los tratamientos no micorrizados disminuyd significativamente el
peso fresco de raiz cuando se indujo el agobio nM+A. El peso
seco de la raiz (PSR) de plantas no micorrizadas y en ausencia
de agobio se incrementd significativamente con respecto a los
tratamientos nM+A y M-A. De la misma manera el peso seco las
rafces micorrizadas se incrementé cuando estuvieron bajo agobio
con respecto a los tratamientos M-A y nM+A, tal incremento
fue significativo. Una vez concluido el periodo del agobio
hidrico se evaluaron los lixiviados recuperados. Se determin el
pH de éstos (Figura 1 a) y se encontré que en la presencia de
hongos micorrizicos disminuyd el pH, tanto en el tratamiento
no agobiado como el agobiado, pero sélo fue significativa la
diferencia entre el tratamiento M+A en relacién al tratamiento
nM+A. También se determind la concentracién de fésforo (P)
soluble en los lixiviados (Figura 1 b). Los tratamientos M+A y
M-A presentaron significativamente mayor concentracién de P
soluble en comparacién con los tratamientos no micorrizados.
Al evaluar la concentracién de P en el véstago de 77 erecta
L. (Figura 2 a). Se observd que en el tratamiento nM-A

Lixiviados NO;
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la concentracién de P fue mayor con respecto a los demds
tratamientos, pero sélo fue significativa dicha diferencia con
respecto al tratamiento M+A. Los resultados obtenidos en
la concentracién de P en las raices de 7" erecta L. (Figura 2
b) indicaron que las raices del tratamiento M+A presentaron
significativamente mayor concentracién de P que el resto de los
tratamientos evaluados.

Discusion

Kerepesi y Galiba (2000) reportaron que el agobio hidrico es uno
de los factores abidticos que causan reduccién en el crecimiento
de las plantas. Las plantas de 7. erecta L. no micorrizadas y en
presencia del agobio hidrico presentaron una disminucién
significativa en la mayorfa de las variables evaluadas tanto de la
parte aérea como de la rafz, en comparacién con las plantas no
agobiadas. Cuando las plantas fueron micorrizadas y estuvieron
en presencia del agobio hidrico las variables evaluadas (AF, PFV,
PSV y VR) presentaron una tendencia a incrementarse, aunque
tales incrementos no fueron significativos con respecto a cuando
no existi6 el agobio. Esto coincide con Subramanian ez al., (1995)
quienes en plantas de maiz micorrizadas bajo sequia observaron,
que su biomasa se incrementaba durante y después del agobio
hidrico aunque tales incrementos no fueron significativos. Y que
esos incrementos en la biomasa eran debidos a la acumulacién
de P. En estudios sin agobio hidrico se ha documentado que
las plantas se desarrollan mejor cuando se adiciona nitrato
comparado a cuando se adiciona alguna otra forma de nitrégeno
(Cuenca y Azcén 1994). Nuestros resultados coinciden con los
reportados con Farahani ¢t al., (2008), quienes documentaron

Figura 1. pH (a) y Fosforo soluble (b) (mg mL?) en
los lixiviados de Tagetes erecta L. fertilizadas con
NO3-. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico

a (nM-A) y con agobio hidrico (nM+A) plantas
micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio
(M+A). Letras diferentes indican diferencias
significativas Tukey (p<0,05).

EnM+A M-A  EM:A

Tratamientos

Tagetes erecta L.

0.9 7 0.7

08 4

a
: ab

07 4 ab b

0.6 4 l

0.5 1

04 4

0.3 4

02 4

01 4

0.0

BnM-A B nM-A

0.5

Concentracion de fasforo en
Vastago (mg g!)
Concentracion de fosforo en
raiz (mg g’!)

1WA EMEA = neA

Tratamientos

54

Tagetes erecta L.

a
b
b
b
0.4 I
0.3
0.2
0.1
0.0

b

Figura 2. a) Concentracion de fésforo en vastago,
b) concentracion de fésforo en raices (mg g?') de
materia seca de Tagetes erecta L. fertilizadas con
NO3. Plantas no micorrizadas sin agobio hidrico
(nM-A) y con agobio hidrico (nM+A) plantas
micorrizadas sin agobio hidrico (M-A) y con agobio
(M+A). Letras diferentes indican diferencias
significativas Tukey (p<0,05).
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que los HMA son capaces de incrementar la biomasa de plantas
de Coriandrum Sativum L. sometidas al agobio hidrico y que esos
incrementos fueron atribuidos a un aumento en la adquisicién de
P por parte de los HMA.

En la rizdsfera se llevan a cabo cambios quimicos que pueden
favorecer el desarrollo de las plantas, tal es el caso de los cambios
en el pH (Marschner 1995). El pH es altamente dependiente
de la forma de nitrégeno aplicada en la fertilizacién de las
plantas (Marschner e# al., 2003), estos documentaron que el
nitrégeno en forma de NH4* acidifica el pH de la rizésfera y
la fuente de nitrégeno en forma de NO3- alcaliniza dicho pH.
Bajo fertilizacién con NO3:, se pudo observar que el pH de los
lixiviados de las plantas no micorrizadas tendié a alcalinizarse
comparado a cuando las plantas estuvieron micorrizadas, donde
se observd un efecto estabilizador en el pH manteniéndolo
alrededor de pH 6, efectos similares se presentaron en una fuente
de nitrégeno en forma de NH4* (datos no mostrados). Este
efecto estabilizador en el pH por parte del hongo micorrizico
fue mayor en presencia del agobio hidrico. La relacién entre el
nitrégeno y el pH de la micorrizosfera ha sido documentada
(Villegas et al., 1996). Varios mecanismos han sido sugeridos a
través de los cuales las plantas micorrizadas pueden incrementar
su crecimiento y la adquisicién de nutrientes (Miyasaka y Abte
2001) y uno de los mecanismos mds importantes es la capacidad
de alterar el pH de la rizésfera (Bolan 1991) como resultado de la
absorcién de aniones y cationes por la planta micorrizada lo cual
puede afectar la disponibilidad de P (Bago y Azcon-Aguilar 1997;
Mohammad ez a/l., 2003). El pH tiene un importante efecto en
la solubilizacién y adquisicién de nutrimentos minerales por
las raices de las plantas, particularmente P (Li ez al., 1991a, b;
Villegas y Fortin 2002). En este trabajo se pudo observar que la
concentracién de P en los lixiviados de plantas micorrizadas se
incrementé de forma significativa en comparacién a los lixiviados
de plantas no micorrizadas. Este efecto de mayor solubilizacién
puede estar relacionado con el efecto estabilizador en el pH de
los lixiviados. Cabe sefialar que no se ha documentado que el
hongo G. intraradices tenga un efecto estabilizador sobre el pH
del suelo, por lo que este es el primer reporte que documenta esta
habilidad de los HMA.

Existen reportes que indican que el agobio hidrico afecta la
concentracién de P en las plantas (Gutierrez-Boem y Thomas
1999). Bajo agobio hidrico el contenido de P en el vdstago
de las plantas de 7. erecta L. no micorrizadas presentaron una
disminucién en la concentracién contrario a cuando no existié
el agobio. Monzdn y Azcén (2001) utilizando plantas de Alnus
colonizadas con G. intraradices, sin agobio hidrico, observaron
que la colonizacién micorrizica ademds de incrementar la biomasa
de las plantas, incrementaba la absorcién y utilizaciéon de P Zhu
y Smith (2001) también reportaron que la micorriza incrementé
la concentracién de P en plantas de trigo (Zriticum aestivum).
En nuestros resultados se observé una tendencia opuesta a la
documentada por estos autores, en plantas no micorrizadas
agobiadas se encontré mayor concentracién de P con respecto a
las plantas micorrizadas.

(2007) fertilizando con NO3

encontraron una mayor concentracién de P en plantas de Vitis

Karagiannidis ez al.,

vinifera colonizadas con Glomus mossae. Azcon et al., (1992),

reportaron altas concentraciones de P y otros macronutrimentos
en plantas de Lactuca sativa L. colonizadas con HMA y fertilizadas
con NO3. En nuestros resultados se observé una tendencia
opuesta a la documentada por estos autores. En el vdstago de
las plantas no colonizadas se presenté mayor concentracién de
P con respecto a las colonizas. Pero en las raices colonizadas
se observé una tendencia similar a la documentada por estos
autores, la colonizacién micorrizica incrementd la concentracién
de P Este efecto puede estar asociado con la presencia del hongo
que estabilizé el pH del medio, lo que pudo haber resultado
en una mayor solubilizacién y absorcién de P por el hongo
micorrizico G. intraradices. Bajo condiciones de agobio hidrico el
desarrollo de 7 erecta L. disminuyé cuando no fue micorrizado
y G. intraradices favorecié el desarrollo, ademds la presencia del
hongo tuvo un efecto estabilizador en el pH de la micorrizosfera
que favoreci6 la solubilizacién y la concentracién de P en la rafz.
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