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COMPENDIO
EVALUACION DE MICORRIZAS NATIVAS Y COMERCIALES
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OSCAR AVILA PERALTA
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lycopersicum, turba écida.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) probablemente forman la asociacion
simbidtica terrestre mas extendida en la naturaleza, la simbiosis micorriza arbuscular.
Entre el 70 y 80% de las especies de plantas terrestres son capaces de formar dicha
simbiosis. La ventaja de utilizar este tipo de biotecnologia es la disminucion y ahorrar
insumos asi como, la minima agresividad sobre los agroecosistemas, ademas los HMA
tienen la capacidad de aumentar espacio de la absorcion de nutrimentos, pues esto
debido a la red de micelio que puede alcanzar una densidad de hasta 100 metros de hifas
por centimetro cubico de suelo. Estas hifas, por su tamafio (con un didmetro medio de 3-
4 pum) y distribucion, son capaces de explorar un volumen de suelo mayor que las
propias raices, penetrando poros y cavidades del suelo en los que las raices por su

tamafio (diametro > 10 um) no pueden penetrar. Por lo que la funcion principal de los

Vi



hongos micorrizicos es facilitar a la planta la absorcion de agua, fosforo (P) y nitrégeno
(N), ademéas de mejorar las propiedades fisicoquimicas del suelo y la formacion de
agregados por medio de la adhesion de particulas debida a una proteina exudada por el
micelio llamada glomalina. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
consorcios de micorrizas nativas (CN1 y CN2) y comerciales (Rhizophagus irregularis)
combinadas con un sustrato a base de lombricomposta o turba acida sobre el desarrollo
de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Rio Grande). El disefio experimental
fue un blogues completos al azar con un arreglo factorial de 2x4, con 8 tratamientos y 6
repeticiones, cada repeticion consistio de un contenedor con una planta. Se aplico 1 gr
de micorriza comercial (500 ea g), mientras que la aplicacién de suelo nativo fue de
100 g (500 ea g™*) por planta. Las variables de altura de planta, diametro de tallo,
longitud de raiz, peso seco de raiz, peso seco de la parte aérea y total de planta fueron
afectadas por los sustratos y hongos y por la interaccion entre estos factores. El
porcentaje de micorrizacién también fue afectado por la interaccidn, las raices de plantas
desarrolladas en lombricomposta y turba acida e inoculadas con CN1 tuvieron el mayor
porcentaje de micorrizacion, para el primer muestreo, asimismo, las plantas
desarrolladas en turba &cida mostraron una disminucion en el porcentaje de
micorrizacion comparadas con aquellas desarrolladas en lombricomposta. La
concentracion de los nutrimentos disminuy0 en comparacion con el testigo a excepcion

de nitrégeno.
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ABSTRACT
Evaluation of native and comercial vermicompost combined with mycorrhizae on

greenhouse tomato (Solanum licopersicum) plants

BY
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Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are probably the most widespread symbiotic
association terrestrial in nature. The form between 70 and 80% of terrestrial plant
species. The advantage of using this type of biotechnology is that you can save inputs as
well as less aggressive on agro-ecosystems, AMF also have the ability to raise cash for
the absorption of nutrients space. So we know that the external mycelium network can
reach a density of up to 100 meters of hyphae per cubic centimeter of soil. The fungal

hyphae, their size (mean diameter 3.4 microns) and distribution, are able to explore a

viii



larger volume of soil that their roots penetrating pores and cavities in the ground where
the roots, its size (diameter > 10 microns) can not penetrate. It is so the mycorrhizal
fungi supply water, phosphorus (P) and nitrogen (N) to the plants, and improve the
physicochemical properties of the soil though the formation of aggregates by adhesion
of soil particles. In the present study, the response of tomato (Solanum lycopersicum cv.
Rio Grande) to the inoculation of native (in consortium) and commercial mycorrhizal
fungi was evaluated in combination with a sphagnum peat- or vermicompost-based
growing medium. Plant height, stem diameter, root length, root dry weight, and dry
weight of shoot and total plant were affected by the interaction between the substrates
and fungi inoculation. The roots of plants developed in vermicompost or sphagnum peat
and inoculated with the native mycorrhizal consortium fungi exhibited the highest
mycorrhization while the plants developed in sphagnum peat showed decreased
colonization compared with those developed in vermicomposting. Concentration of

nutrients decreased compared to the control, except for nitrogen.
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I. INTRODUCCION
Una de las hortalizas de mayor demanda es el tomate (Solanum lycopersicum L.), por su
alto consumo a nivel mundial y para los productores ya que representa un medio de
entrada de grandes cantidades de divisas. Es el segundo cultivo mas importante de las
hortalizas a nivel mundial, junto con la papa (Solanum tuberosum). En el afio 2014 se
alcanzd una produccion mundial cerca de los 160 millones de toneladas de una
superficie de 4.73 millones de ha cosechadas (FAOSTAT, 2014). En este mismo afio
México obtuvo una produccion anual total de 2,694,350.19 toneladas en 47,000 ha, con
una ganancia de 15,045,508.72 pesos, en la modalidad de riego y temporal (SIAP 2014).
Sin embargo esta produccion es altamente dependiente de fertilizantes quimicos asi
como de varios productos de sintesis esto trae como consecuencia la degradacion del
agroecosistema y tomates de mala calidad nutritiva, asi como el desequilibrio en el
sistema suelo-planta, por la disminucién de las actividades microbianas y del potencial
productivo de las cosechas (Altieri y Nicholls, 2000); por otra parte, los agroquimicos
utilizados en los productos horticolas preocupan al consumidor, sobre todo por su
residualidad (Fernandez, 2009). También estos productos sintéticos representan un gran
costo en la produccion. Se ha estimado que el 50% del N suministrado se pierde por
lixiviacion asi también se dice que el P tiene una eficiencia de 40% y el K un 70% lo
que conlleva a una gran perdida economica e importantes problemas medioambientales.
Tal problematica ha provocado el uso de biofertilizantes los cuales son ideales para

mantener cosechas sanas, y a la vez, mejorar las propiedades quimicas, fisicas y



bioldgicas del suelo o del sustrato donde crecen las plantas. Dentro de los biofetilizantes
se encuentran, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), estos han sido muy
eficientes como sustitutos del fertilizante mineral (Smith et al., 2011; Pérez, 2012) y a
su combinacién con abonos organicos como la lombricomposta, se le atribuye una
mayor eficacia, por tener un efecto sinérgico (Minaxi et a.l, 2013; Maya et al., 2012). La
principal funcion de los HMA es la mejora de la nutricion mineral de la planta, por lo
que esta simbiosis cobra mayor interés, especialmente en la investigacion agronémica.
El micelio de los HMA incrementa el area de absorcion en la raiz de la planta hasta 100
veces mayor (Smith y Read, 1997) por lo que las plantas micorrizadas tienen mayor
contenido de macro y micro nutrimentos (Clark, y Zeto, 1996). En general, las plantas
micorrizadas presentan un incremento en las tasas fotosintéticas (Dixon et al., 1994) y
mayor tolerancia a la sequia (Osonobi et al., 1992) y salinidad (Rosendhal y Rosendhal,
1991). También, se ha reportado que incrementa la tolerancia de la raiz a patdgenos
(Smith y Read, 1997) y la captacion de metales pesados en suelos contaminados. Por su
parte la lombricomposta es un tipo de fertilizante organico con una efectividad, en
muchos casos, superior a la de otros abonos organicos como los estiércoles naturales. En
estudios a largo plazo, se ha demostrado que su adicién produce una disminucion
significativa de la densidad aparente, un aumento de la estabilidad de los agregados y de
la capacidad de retencion de agua del suelo (Albiach et al., 2001; Ferreras et al., 2006;
Weber et al., 2007), asi como un incremento de la concentracion de carbono organico y
de las cantidades totales de nutrientes esenciales para las plantas en comparacién con los
fertilizantes minerales (Nardi et al., 2004; Weber et al., 2007). La adicion de este

fertilizante organico al medio donde crecen las plantas incrementa la concentracion de



sustancias humicas de estructura molecular compleja y aumenta la relacion &cidos
hamicos/fulvicos (Albiach et al., 2001; Nardi et al., 2004; Weber et al., 2007).
Asimismo, modifica las propiedades quimicas, cambios en las propiedades biologicas
del suelo, aumentando la biomasa y la actividad microbiana asi como distintas
actividades enzimaticas y la estructura de las comunidades microbianas (Benitez et al.,
2000; Arancon et al., 2005; Ros et al., 2006). Por lo que la adicion de lombricomposta,
aumenta y eficientiza los microorganismos beneficos para el crecimiento de las plantas,
reduciéndo el nimero de microorganismos patégenos y aumenta la actividad biolégica
de los &cidos humicos extraidos del suelo con efectos hormonales similares a los de las
giberelinas (Bulluck et al., 2002; Nardi et al., 2004). En este contexto la aplicacion
combinada de HMA y lombricomposta puede ser una alternativa viable para produccién
de tomate en invernadero por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de consorcios de micorrizas nativas y comerciales (Rhizophagus irregularis)
combinadas con lombricomposta y turba cida sobre el desarrollo de plantas de tomate

(Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande.



OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de consorcios de micorrizas nativas y comerciales (Rhizophagus
irregularis) combinadas con lombricomposta y turba acida sobre el desarrollo de plantas

de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande.

Objetivos especificos

1. Obtener esporas de HMA nativas a partir de suelo manejado organicamente y de suelo

manejado de forma convencional.

2. Evaluar el efecto de las HMA nativas combinadas con lombricomposta en los

caracteres agronomicos y bioquimicos de las plantas de tomate.

HIPOTESIS
Al inocular esporas de HMA nativos y lombricomposta se incrementara la asimilacion

de nutrientes en comparacion con una fertilizacion inorgénica.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.- Micorrizas

La palabra micorriza (del griego mikos, hongo, y rhiza, raiz) describe la asociacion
simbiotica que se establece entre determinados hongos del suelo y las plantas. Este
término fue utilizado por primera vez por Bernhardt Frank en 1885 mientras estudiaba la
viabilidad del cultivo de la trufa, pero fue hasta mediados del siglo XX cuando se
establece el significado y la importancia de estas asociaciones, asi como su presencia en
la practica de los sistemas suelo-planta (Barea y Jeffries, 1995). Las micorrizas son en
general, simbiosis de caracter mutualista, en las que el hongo le proporciona a la planta
nutrientes minerales y agua procedentes del suelo y a cambio, la planta le cede al hongo
hidratos de carbono derivados de la fotosintesis. En la actualidad se estima que entre el
90 y 95% de las plantas terrestres son capaces de establecer algun tipo de micorrizas. En
base a criterios morfolégicos y funcionales, se han descrito tres grandes tipos de
micorrizas (Smith y Read, 2008; Finlay 2008):

2.2.- Ectomicorrizas. Este tipo de micorrizas se presentan en especies de interés forestal
como Fagéaceas, Pindceas y Quercineas, entre otras familias con caracteristicas de
bosques de zonas templadas. Estos se caracterizan principalmente porque las hifas del
hongo limitan su desarrollo a los espacios intercelulares del cortex, sin penetrar en el
interior de las celulas de la raiz, formando la caracteristica de la red de Hartig. La
superficie de la raiz queda rodeada por un denso entramado de hifas que constituyen el

denominado manto (Smith y Read, 2008). Los hongos que forman este tipo de



micorrizas pertenecen al phylum Basidiomycota, aunque también algunos miembros del
phylum Ascomycota pueden formar la simbiosis, estimandose que al menos 10.000
especies de hongos y 8.000 especies de plantas pueden estar implicadas en este tipo de
asociacion micorricica (Taylor y Alexander, 2005).

2.3.- Endomicorrizas. Se caracterizan principalmente porque las hifas del hongo
penetran el interior de las células de la epidermis y/o cortex de la raiz, pero sin atravesar
nunca la membrana plasmatica. Son las mas extendidas en la naturaleza, en cuanto a
especies vegetales que las establecen y ecosistemas en que se encuentran. Dentro de
este grupo podemos distinguir tres subgrupos fundamentales:

2.3.1.- Ericoides. Este tipo de endomicorrizas es caracteristico de las plantas de la
familias: Ericaceae, Empetraceae y Epacridaceae (todas pertenecientes al orden
Ericales) y de hongos pertenecientes mayoritariamente al phylum Ascomycota, aunque
también algunos Basidiomycota pueden formar este tipo de micorriza. En general, los
hongos implicados presentan una gran versatilidad en el uso de distintas fuentes de C, N
y P (de origen orgéanico o inorganico), lo que confiere a las plantas formadoras de este
tipo de micorrizas capacidad para crecer en suelos con elevado contenido de materia
orgénica ( St-John et al., 1985).

2.3.2.- Orquidoides. Este tipo de endomicorrizas lo forman plantas de la familia
Orquidaceae y hongos del phylum Basidiomycota. En esta asociacion, la planta,
presenta una fase heterotrofa en su ciclo de vida, recibe compuestos carbonados a través
del hongo (Smith, 1966). EI hongo penetra en las células de la raiz invaginando la
membrana plasmatica de la célula hospedadora. Dentro de las células forma ovillos y

agregados de hifas poco estructurados que al degenerar liberan los nutrientes que



contienen.

2.3.3.- Arbusculares. Son las mas extendidas en la naturaleza. Se caracterizan por
formar arbusculos (estructuras fungicas muy ramificadas) en el interior de las células del
cortex.

2.4.- Ectendomicorrizas. Son las menos extendidas y presentan caracteristicas comunes
con los dos tipos de micorrizas expuestos anteriormente. Presentan un manto mas o
menos denso la red de Hartig normalmente bien desarrollada y con frecuencia, las hifas
penetran ligeramente en el interior de las células del cortex, formando enrollamientos u
ovillos (Yu et al., 2001; Gutiérrez et al., 2003). Los hongos que forman este tipo de
micorriza pertenecen al phylum Basidiomycota y de las plantas de la familia Ericaceae,
fundamentalmente a los géneros Arbutus y Monotropa.

2.5.- Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares (MA) probablemente son la asociacidn simbidtica terrestre
mas extendida en la naturaleza. La forman entre el 70 y 80% de las especies de plantas
terrestres y hongos pertenecientes al phylum monofilético Glomeromycota (Schiifler et
al., 2001; Hibbett et al., 2007). Tan so6lo algunos taxones vegetales no presentan dicha
asociacion, como son las familias, Brassicaceae Fumariaceae, Urticaceae, Poligonaceae
y Quenopodiaceae (Wang y Qiu, 2006). Los hongos formadores de MA son simbiontes
obligados pues dependen de la planta hospedadora para completar su ciclo de vida. La
planta suministra al hongo compuestos carbonados procedentes de la fotosintesis, a
cambio de nutrientes minerales y agua que absorbe del suelo a través de su micelio
externo o extrarradical del hongo (Smith y Read, 2008). En el interior de las células del

cortex de la raiz, el hongo desarrolla unas estructuras arborescentes denominadas



arbasculos (del latin arbusculum, que significa arbusto o arbol pequefio), que se
encuentran rodeadas por la membrana plasmatica de la célula que los alberga (Smith y
Gianinazzi-Pearson, 1988). Los efectos beneficios de la simbiosis de las MA a la
nutricion mineral de la planta hospedadora pueden explicarse, en parte, por el aumento
de superficie efectiva que el micelio extrarradical del hongo MA le aporta a la raiz.
Asimismo, es conocido que la red de micelio externo puede alcanzar una densidad de
hasta 100 metros de hifas por centimetro cubico de suelo (Miller et al., 1995). Las hifas
del hongo, por su tamafio (con un diametro medio de 3-4 pum) y distribucion, son
capaces de explorar un volumen de suelo mayor que las propias raices, penetrando poros
y cavidades del suelo en los que las raices por su tamafio (didmetro > 10 pm) no pueden
penetrar (Jakobsen 1994). Por otro lado, las hifas de los hongos MA son capaces de
absorber y transportar nutrientes desde largas distancias, superando las zonas de
agotamiento en agua y nutrientes minerales que rodean las raices. Esto es especialmente
importante para aquellos nutrientes de lenta liberacion como es el caso del fésforo
(Miller et al., 1995). Otros estudios sugieren que las hifas son capaces de competir mas
eficientemente que las raices con otros microorganismos del suelo por la absorcion de
nutrientes (Linderman 1992). Autores como (Alberton et al., 2005), consideran que lo
bueno para la planta, lo debe ser también para el hongo, y que el hongo siempre actla en
beneficio de su planta hospedadora (Hodge et al., 2010). Aunque el principal beneficio
de las MA es la mejora de la nutricion mineral de la planta, la formacion de la simbiosis
también la protege frente a estreses de tipo bidtico (ataque de organismos patdgenos)
(Liu et al., 2007; Pozo y Azcon-Aguilar, 2007; Koricheva et al., 2009) y abidtico

(salinidad, sequia, frio, presencia de metales pesados) (Lozano et al., 2006; Aroca et al.,



2007; Ferrol et al., 2009). Adicionalmente, la red de hifas del hongo que se desarrolla en
el suelo contribuye a mejorar la estructura del mismo al facilitar la formacién de
agregados estables en agua (Piotrowski et al., 2004; Rillig y Mummey, 2006).

2.6.- Caracteristicas generales de los hongos MA

Los hongos MA y las plantas han evolucionado en una estrecha e intima relacion desde
hace unos 460 millones de afios. Quizas sea esta evolucion conjunta la causa de una de
las caracteristicas principales de este tipo de hongos, su caracter de biotrofos obligados.
Todos los hongos MA requieren de una planta hospedadora para completar su ciclo de
vida, que culmina con la formacion de nuevos propagulos viables (Azcon-Aguilar et al.,
1991, 1999). Esta caracteristica es el principal determinante de la dificultad que
presentan tanto el estudio de la biologia de los hongos MA, como su desarrollo. No se
les conoce ninguna fase de reproduccién sexual, pero si la formacion de esporas de
resistencia sobre hifas vegetativas. Se ha propuesto que el principal mecanismo
responsable de la formacion de las esporas multinucleadas es el flujo masivo de nicleos
desde la hifa de sustentacion hacia la nueva espora (Jany y Pawlowska, 2010). Aunque
se acepta que los hongos MA se reproducen asexualmente, analisis transcriptomicos
recientes indican que estos hongos disponen de la informacion genética necesaria para
llevar a cabo la meiosis y en consecuencia una reproduccién sexual (Tisserant et al.,
2012). Las hifas de los hongos MA son cenociticas, con cientos de ndcleos compartiendo
un mismo citoplasma, al igual que en las esporas. En repetidas ocasiones se ha
manifestado la formacion de anastomosis entre hifas de la misma especie e incluso entre
aislados muy relacionados entre si (Giovannetti et al., 2001; de la Providencia et al.,

2005; Purin y Morton, 2011), permitiendo el intercambio de nucleos (Giovannetti et al.,
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2001). La primera estimacion del tamafio del genoma de los hongos MA fue
proporcionada por Bianciotto y Bonfante (1992), quienes determinaron que el contenido
de ADN nuclear de Glomus versiforme era de 250 Mb y el de Gigaspora margarita de
740 Mb. Sorprendentemente, el genoma de Glomus intraradices DAOM197198,
recientemente renombrado por Kriger et al. (2012) como Rhizophagus irregularis
DAOM197198, resultd ser muy pequefio, préximo al limite de los genomas eucariotas
(14.07£3.52 Mb). Hay, sin embargo, otras muchas con menor numero de copias
repartidas por el genoma (Gollotte et al., 2006). No se han encontrado transposones,
pero si secuencias con homologia con Long Terminal Repeats (LTRs) de
retrotransposones (Gollotte et al., 2006). Otra caracteristica del genoma de estos hongos
es su bajo contenido de GC, entorno al 30-35% (Martin et al., 2008), con casi el 25% de
la citosina metilada, un valor bastante alto para hongos. A modo de ejemplo, Neurospora
crassa presenta tan solo 1-2% del total de la citosina metilada (Russel et al., 1987). Otra
caracteristica muy importante es que en el citoplasma de algunos hongos MA se han
identificado bacterias endosimbidticas. Un tipo de estos endosimbiontes, con forma de
bacilo, esté restringido a la familia Gigasporaceae y al igual que los propios hongos que
los albergan, son incapaces de desarrollar una fase de vida independiente (Jargeat et al.,
2004). El origen y funcion de estas bacterias, identificadas como Candidatus
Glomeribacter gigasporarum, es desconocido, aunque estudios moleculares revelan que
estan relacionadas con Burkholderia, un grupo de bacterias saprofitas que interviene en
el reciclaje de la materia organica y que pueden actuar como patdégenos de animales y
plantas (Bianciotto et al., 2003). La eliminacion de estas bacterias compromete

seriamente el desarrollo y crecimiento presimbiotico del hongo (Lumini et al., 2007). El
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otro tipo de endosimbionte, con forma de coco y denominados BLOs (del inglés
bacterium-like organisms), se ha detectado en el interior de diferentes hongos MA tanto
en esporas como en hifas (MacDonald et al., 1982). Recientes analisis moleculares los
relacionan con un antiguo e inusual grupo de bacterias carentes de pared, las Mollicutes,
que son parésitos celulares de algunas plantas y animales (Naumann et al., 2010).

2.7.- Desarrollo y establecimiento de la simbiosis

El establecimiento de la simbiosis de las MA requiere de la activacion de un complejo
programa de desarrollo, tanto en la planta como en el hongo, cuyos determinantes
genéticos han sido parcialmente descritos en la planta a través de la caracterizacion de
lineas mutantes defectivas en el proceso de micorrizacion (Parniske 2008; Oldroyd et
al., 2009). Al contrario de lo que ocurre en raices infectadas por hongos patégenos, las
raices micorrizadas no muestran signos de dafio alguno. La colonizacién de la raiz por
los hongos MA provoca tan solo una activacion deébil, localizada y transitoria de los
mecanismos de defensa de la planta (Smith y Read, 2008), es decir, la planta permite
esta colonizacién sin mostrar resistencia aparente. Este hecho facilita la interaccion
estable de ambos simbiontes y es, en cierta medida, la base del biotrofismo de los
hongos MA. Durante la interaccién con las plantas, muchos microorganismos secretan
pequefias proteinas (SSPs), que entran en las células vegetales modificando el
metabolismo y modulando las respuestas de defensa, es decir, actuando como efectores
(Jiang, 2011). Kloppholz et al. (2011) caracterizaron la primera SSP en un hongo MA,
denominada SP7. Estos autores han mostrado que SP7 entra en el nucleo de celulas de
Medicago truncatula e interacciona con el factor de transcripcion relacionado con

patogénesis MtERF19. Esta interaccion inhibe la activacion de los genes de defensa
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influida por MtERF19. Las hormonas vegetales participan y tienen un papel clave
durante el desarrollo de la simbiosis MA. Trabajos recientes sugieren que tanto el acido
abscisico (ABA), como los jasmonatos (JAs) podrian desempefiar un papel regulador
importante en el establecimiento, desarrollo y mantenimiento de la simbiosis (Garcia-
Garrido et al., 2010; Lépez-Réez et al., 2010). Por otro lado, trabajos de Hanlon y
Coenen (2011) sugieren que las auxinas también pueden estar implicadas en el
establecimiento y formacién de la micorriza. La formacion de la simbiosis comprende
dos fases fundamentales: (I) sefializacion y reconocimiento hongo-planta (fase
presimbidtica), y (1) colonizacion de la raiz y desarrollo de estructuras fungicas intra y
extrarradicales que permiten el establecimiento de una simbiosis funcional (fase
simbiotica).

2.8.- Fase presimbiotica

En condiciones adecuadas de humedad y temperatura, las esporas son capaces de
germinar incluso en ausencia de raices (p.ej., en agar agua). Si las hifas producidas no
encuentran una raiz susceptible de ser colonizada, el hongo retrae el citoplasma y la
espora entra nuevamente en reposo (Azcén-Aguilar et al., 1999). Las esporas pueden
experimentar multiples y sucesivas rondas de germinacion y retraccion antes de
encontrar una raiz susceptible (Azcon-Aguilar et al., 1999). Cuando las hifas entran en
el campo de influencia de una raiz compatible o son expuestas a sus exudados, se
produce la ramificacion de las mismas y una estimulacion del crecimiento, aumentando
de este modo la posibilidad de establecer contacto con la raiz. Hoy dia se sabe que entre
las moléculas sefial responsables de la ramificacion de las hifas en la rizosfera, asi como

de los cambios fisiologicos (induccion de la division nuclear, activacion mitocondrial,



13

etc.) que experimentan los hongos MA en respuesta a los exudados radicales, se
encuentran las estrigolactonas (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2008). La secrecion
de estrigolactonas por la raiz y su rapida hidrolisis hace de ellas una magnifica sefial de
proximidad de la raiz en la rizosfera (Akiyama et al., 2010; Lopez-Raez et al., 2011). En
un principio, las estrigolactonas se identificaron como lactonas de sesquiterpenos
(Akiyama et al., 2005); sin embargo, posteriormente se ha demostrado que son un tipo
de apocarotenoides, que derivan de la rotura enzimatica oxidativa de los carotenoides
por accion de los carotenos dioxigenasas (CCDs, del inglés carotenoid cleavage
dioxygenases), y que comparten una ruta de sintesis similar a la del ABA (Matusova et
al., 2005).Trabajos de Lopez-Raez et al. (2008) han demostrado que la produccion y
secrecion de estrigolactonas se induce en condiciones de ayuno de fosforo inorganico
(Pi), habiéndose propuesto que este incremento podria ser utilizado por la planta como
reclamo para “invitar” a los hongos MA a colonizar la raiz y obtener asi el beneficio que
estos le proporcionan. Asimismo, las estrigolactonas también estimulan la germinacion
de semillas de plantas pardsitas, como las pertenecientes a los géneros Striga y
Orobanche, que invaden la raiz de otras plantas. Se ha comprobado que las
estrigolactonas constituyen un nuevo tipo de hormona vegetal, capaz de inhibir la
ramificacion del tallo (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008) y afectar al
crecimiento de la raiz, induciendo su elongacion y disminuyendo el nimero y longitud
de los pelos radicales (Koltai et al., 2010; Ruyter-Spira et al., 2011).Otro tipo de
molécula sefial que puede estar involucrado en esta primera etapa de reconocimiento son
los flavonoides, tal y como ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Sin embargo,

el efecto que estos compuestos ejercen sobre el crecimiento y desarrollo de los hongos
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MA en la fase presimbidtica no esta claro, ya que se ha descrito que un mismo
flavonoide puede ejercer efectos positivos 0 negativos en diferentes hongos (Requena et
al., 2007). Al igual que el hongo reacciona ante la presencia de una planta hospedadora,
también esta se prepara para el establecimiento de la simbiosis. Asi, en presencia del
hongo se inicia un programa de desarrollo que es, en parte, similar al desencadenado
para la formacion de la simbiosis Rhizobium- leguminosa. Se ha observado que
determinados mutantes de leguminosas afectados en la nodulacion también tienen
alterada la formacion de micorrizas (Chabaud et al., 2002). En este sentido se ha
comprobado que las moléculas sefial producidas por los hongos MA, denominadas de
forma colectiva como factores Myc, son capaces de activar genes de la planta, como el
gen Enod11 de leguminosas y otros implicados en la transduccién de sefiales (Kosuta et
al., 2003; Weidmann et al., 2004). Se ha identificado la naturaleza molecular de estas
sefiales, consistente en una mezcla de lipoquito-oligosacaridos (LCOs, de sus siglas en
inglés) sulfatados y no sulfatados, los cuales poseen una estructura molecular similar a
los factores nod producidos por los rizobios (Maillet et al., 2011). Por otra parte, se ha
observado que los hongos MA son capaces de producir sefiales difusibles que retrasan
algunas respuestas de la planta como la formacion de raices laterales (Olah et al., 2005),
0 la acumulacién de almidoén en la raiz (Gutjahr et al., 2011), el cual decrece tras la
colonizacion como resultado de la transferencia de carbono hacia el hongo. Por analogia
con lo que ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Oldroyd y Downie, 2006), se
ha propuesto que el Ca?* podria estar involucrado en la transduccién de sefiales en las
MA. Utilizando plantas de Medicago truncatula transformadas con el gen reportero de

Ca®* camaleon se ha observado que, al igual que ocurre en la simbiosis Rhizobium-
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leguminosa, los hongos MA inducen cambios en los niveles de Ca*" citoplasméticos
(Kosuta et al., 2008) y nucleares (Chabaud et al., 2011), y en las células epidérmicas
cercanas a los puntos de contacto entre el hongo y la planta. Esto ocurre, antes de que el
hongo MA contacte directamente con la planta, por lo que se ha propuesto que podrian
preparar las células de la epidermis para la colonizacion. En este sentido, un trabajo
reciente de Campos-Soriano et al. (2011) ha propuesto como iniciador de la fase
presimbiética al gen OSCPK18, y una proteina kinasa dependiente de Ca** que se
induce en el cértex radical como respuesta a la inoculacién con G. intraradices.

2.9.- Fase simbidtica

Una vez que el hongo MA contacta con la superficie de la raiz forma una estructura de
precolonizacion llamada apresorio o hifopodio, a través del cual entrard a la raiz.
Estudios transcriptomicos de los hongos MA durante la formacion del apresorio sugieren
que el Ca®* podrfa actuar como segundo mensajero en la transmision de las sefiales que
el hongo recibe de la planta (Breuninger y Requena, 2004). Tras la formacién del
apresorio se forma una especie de protuberancia que penetra y atraviesa las células
epidérmicas, y que esta siempre rodeada por la membrana plasméatica de la célula
hospedadora, evitdndose el contacto entre la pared del hongo y el citoplasma de la célula
vegetal (Genre y Bonfante, 2007). Antes de que el hongo penetre en la raiz se produce
una importante reorganizacion celular que, mediante la fusion de cisternas de reticulo
endoplasmatico y la reordenacion del citoesqueleto, da lugar a la formacion del
denominado aparato de pre-penetracion, una especie de tunel transcelular a través del
cual la hifa penetra en la raiz (Genre et al., 2005). Una vez que el hongo ha atravesado

la epidermis y llega al cortex, comienza a crecer a lo largo del eje de la raiz, de forma
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inter y/o intracelular. Las hifas se extienden pasando de célula a célula, formando bucles
(coils) a partir de los cuales se producen los arbdsculos. Sin embargo, esta distincién
morfolégica no es tan clara, produciéndose a menudo colonizaciones intermedias
(Dickson, 2004). La formacion de los arbusculos supone una profunda reorganizacion de
la célula que los aloja, lo que se manifiesta, principalmente, por la proliferacion del
plasmalema (que rodea todas y cada una de las hifas del hongo) y la deformacion del
protoplasto para acomodar al arbusculo. En este proceso, tambien se produce una
reordenacion del citoesqueleto que desplaza el nucleo a una posicion central y provoca
la fragmentacion de la vacuola (Genre et al., 2008). Adicionalmente se produce una
proliferacion de plastidios que se disponen formando una red plastidial alrededor del
arbasculo (Strack y Fester, 2006). En ellos tienen lugar numerosas actividades
biosintéticas, incluidas las implicadas en la produccion de los apocarotenoides que se
acumulan especificamente en raices micorrizadas (Walter et al., 2007). Todas las
estructuras intracelulares del hongo quedan aisladas del citoplasma de la célula
hospedadora mediante la membrana plasmatica, que se invagina a medida que el hongo
crece y que, a nivel de los arbusculos, recibe el nombre de membrana periarbuscular. Las
células colonizadas por arbusculos entre ambos simbiontes es muy elevada y las barreras
fisicas que separan la planta y el hongo, es decir, las paredes celulares, quedan reducidas
a un minimo. Es por ello por lo que se asume que el intercambio de nutrientes y sefiales
entre ambos simbiontes tiene lugar fundamentalmente a nivel de la interfase simbioética
arbuscular, que estd constituida por la membrana periarbuscular, el espacio o matriz
interfacial, la pared del hongo (muy reducida a nivel de las hifas méas finas del

arbusculo) y la membrana plasméatica del hongo (Ferrol et al., 2002; Balestrini y
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Bonfante, 2005). Andlisis ultraestructurales de la matriz interfacial indican la presencia
de moléculas caracteristicas de la pared celular primaria de la planta, incluyendo B-1,4-
glucanos, poligalacturonanos no esterificados, xiloglucanos, proteinas ricas en
hidroxiprolina y arabinogalactanos (Bonfante y Perotto, 1995; Gianinazzi-Pearson,
1996). Por otro lado, la naturaleza &cida de la matriz interfacial (Guttenberger 2000),
resultado de la actividad de las H+-ATPasas de ambos simbiontes (Krajinski et al., 2002;
Requena et al., 2003), genera un gradiente de potencial electroquimico con respecto al
citoplasma de los simbiontes que, probablemente, favorece los procesos de transporte de
nutrientes (Requena et al., 2003). La vida media de los arbusculos es muy breve, entre 8
y 9 dias (Javot et al., 2007). Transcurrido este tiempo, los arbusculos colapsan y
degeneran, volviendo la célula que los albergaba a su estado original. Una misma célula
puede acoger durante su vida colonizaciones sucesivas (Bonfante-Fasolo 1984). No se
conocen los mecanismos que regulan la degeneracion de los arbdsculos, ni estos estan
controlados por la célula hospedadora o forman parte de la dinamica de crecimiento del
hongo. Concretamente, se ha observado que la formacion del PPA y la induccion de las
oscilaciones nucleares de Ca”* en respuesta a los hongos MA requieren de la activacion
de esta ruta sym de sefializacion (Siciliano et al., 2007; Chabaud et al., 2011).
Simultaneamente a la colonizacion intrarradical, el hongo desarrolla en el suelo una
extensa red de micelio que explora y explota los diferentes microhabitats del mismo en
busca de nutrientes minerales y agua, parte de los cuales cedera a la planta. Inicialmente,
los hongos MA desarrollan unas hifas relativamente gruesas, denominadas hifas
exploradoras, que crecen con una marcada dominancia apical y que son las responsables

del avance del micelio y de la extension de la colonia fungica. Estas hifas exploradoras
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producen ramificaciones de forma periddica (hifas secundarias), que a su vez vuelven a
ramificarse sucesivamente dando lugar a hifas terciarias, cuaternarias, etc. La vida media
de los diferentes tipos de hifas es variable, siendo mayor la de las hifas mas gruesas, ya
que constituyen el armazon de la red de micelio (Staddon et al., 2003). Sobre las hifas se
desarrollan, a intervalos regulares, unas estructuras muy ramificadas que, en cierta
medida, recuerdan a los arbusculos y que se denominan estructuras ramificadas de
absorcion (BAS), cuya hipotética funcion es la absorcidn de nutrientes del medio ( Bago
2000). Los BAS son estructuras transitorias y al cabo de unos 21 dias retraen su
contenido citoplasmatico, a menos que desarrollen esporas. Estas esporas, en funcion de
la especie del hongo MA, pueden desarrollarse de forma aislada o agrupadas en cuerpos
fructiferos conocidos como esporocarpos (como en G. mosseae), cerrandose de este
modo el ciclo de vida de los hongos MA (Figura 1). El micelio extrarradical de los
diferentes hongos MA presenta patrones de crecimiento y frecuencias de anastomosis y
ramificacion que difieren de unas especies a otras. Posiblemente estas diferencias
reflejen las diferentes estrategias de exploracion y ocupacion de los diferentes nichos del

suelo.
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INICIO DE LA COLONIZACION

Apresorio
/

7/

| > i
It N\~ Espora germinada

| (,,5/\/3 ~ Hifa

\ TS Aparato prepenetrador (PPA)

Célula vegetal

COLONIZACION INTRARRADICAL

e -/Apresono

~——— Arbusculo

Vesicula

Planta Hongo MA

Anastomosis entre
dos cepas

Figura 1. Ciclo de vida de los hongos MA. Adaptado de Denison y Kiers (2011).

La mayoria de las especies pertenecientes al género Glomus forman grandes redes de
micelio, altamente ramificadas y con gran nimero de anastomosis. Estas redes de
micelio son mas resistentes a las perturbaciones del suelo que el micelio de especies de
los géneros Scutellospora o Gigaspora, las cuales desarrollan largas hifas que,
probablemente, son capaces de explorar regiones mas distantes de la raiz (de la
Providencia et al., 2005; Voets et al., 2006). Con ellos va a desarrollar una serie de

interacciones de gran importancia para el desarrollo de las plantas, el equilibrio de las
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poblaciones microbianas, la formacion de agregados estables en el suelo v,
mantenimiento de la estructura y funcionalidad de los sistemas suelo-planta (Jeffries y
Barea, 2001; Smith y Read, 2008).

2.10.- Adquisicidn de nutrientes minerales desde el suelo y transferencia a la planta
Tradicionalmente, el transporte y la transferencia de Pi se ha considerado el proceso
fisiolégico clave por el cual los hongos MA mejoran el crecimiento vegetal (Barea et al.,
2008; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009), pero cada vez son mayores las evidencias que
indican que los hongos MA juegan un papel importante en la nutricion nitrogenada de la
planta (Veresoglou et al., 2012), asi como en la absorcidn de otros nutrientes de baja
movilidad en el suelo como el Cu o Zn (Clark y Zeto, 2000). A cambio la planta le cede
al hongo compuestos carbonados procedentes de la fotosintesis. Como se sabe, el
micelio extrarradical actia como una extension de la raiz ayudando a la planta a
absorber nutrientes de baja movilidad en el suelo, fundamentalmente Pi. En la solucién
del suelo, el Pi estd presente en forma de ortofosfato, el cual es rapidamente unido por
los cationes presentes en suelo, especialmente en condiciones &cidas. La movilidad de
del Pi es muy baja, por lo que la absorcion por la planta consume rapidamente el P
presente en la zona de influencia de las raices, creandose zonas de agotamiento o
deplecidn en este nutriente alrededor de las mismas (Barea et al., 2007; Bucher, 2007).
El desarrollo del micelio extrarradical en el suelo aumenta considerablemente la
superficie de absorcion de las plantas micorrizadas, superando las zonas de deplecion de
nutrientes y accediendo a lugares donde las raices no pueden acceder (Smith y Read,
2008). Por esta razén, se considera que en plantas micorrizadas coexisten dos vias de

absorcion de nutrientes: la via directa llevada a cabo por las células epidérmicas y la via
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indirecta 0 micorricica mediante las hifas del hongo (Smith y Smith, 2012). Mediante la
via directa, se absorbe nutrientes y estan implicados distintos transportadores de
nutrientes expresados en las células epidérmicas de la raiz. Mientras que la via indirecta
0 micorricica estan implicados los transportadores de nutrientes fungicos expresados en
el micelio externo y los transportadores de nutrientes de la planta expresados en la

interfase simbidtica establecida entre el hongo y la planta (Figura 2).
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Figura 2. Vias de absorcién de nutrientes en plantas micorrizadas.

La induccién o la expresion especifica en raices micorrizadas de diferentes
transportadores evidencia la posible existencia de diferentes vias de absorcion

micorricica para diferentes nutrientes minerales, asi como la modulacion de la via
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directa de absorcion de los mismos. La existencia de estas dos vias de transporte en
plantas micorrizadas se pone de manifiesto claramente en el caso del Pi (Smith et al.,
2003), donde la via micorricica puede ser responsable del 100% de la incorporacion de
Pi en algunas especies vegetales (Smith et al., 2004). El Pi absorbido por el micelio
extrarradical se almacena fundamentalmente en las vacuolas, para evitar un aumento de
la presion osmotica y mantener el flujo de Pi. En las vacuolas el Pi se polimeriza
rapidamente formando cadenas de polifosfatos (poliP) (Ezawa et al., 2004; Tani et al.,
2009). Las cadenas de poliP, estabilizadas con cationes (K* o Mg®*; Ryan et al., 2003) o
con otros compuestos cargados positivamente como la arginina (Arg®) (Jin et al., 2005),
son translocadas hacia el micelio intrarradical en vacuolas tubulares asociadas a los
microtUbulos del citoesqueleto que dirigen las corrientes citoplasmaticas (Olsson et al.,
2002; Uetake et al., 2002). Una vez en el interior de la raiz, el poliP es hidrolizado
(Ohtomo y Saito, 2005), sale de la vacuola y posteriormente se libera a la matriz
interfacial que rodea al arbusculo, donde es absorbido por la célula hospedadora
mediante transportadores de Pi de la planta presentes en la membrana periarbuscular. En
diferentes especies vegetales se han identificado transportadores de Pi que se inducen
especificamente durante la simbiosis, concretamente en células colonizadas por
arbusculos. Estos transportadores son los responsables de la absorcion de Pi por la planta
a traves de la via micorricica (Nagy et al., 2005; Maeda et al., 2006). Es de destacar que,
simultaneamente, determinados transportadores de las células epidérmicas, responsables
de la via directa de absorcion, a menudo se inhiben durante el desarrollo de la simbiosis
(Hohnjec et al., 2005). Estos resultados indican que la activacion de la via micorricica de

absorcion de nutrientes induce una inhibicién de la via directa.
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2.11.- Transferencia de carbono de la planta al hongo

La primera evidencia experimental sobre la transferencia de compuestos carbonados
desde la planta al hongo fue proporcionada por Ho y Trappe (1973), quienes usando
%C0O, demostraron que, tras unas semanas, se detectaba C marcado en el micelio del
hongo. El uso de sustratos marcados radiactivamente ha mostrado que los hongos MA
son capaces de absorber carbohidratos a partir de la planta en forma de hexosas,
preferentemente glucosa (Solaiman y Saito, 1997). Hasta hace poco se creia que el
micelio extrarradical era incapaz de absorber hexosas, aunque si podia utilizar acetato o
glicerol como fuente de carbono (Pfeffer et al., 1999). Recientemente, Helber et al.
(2011) han observado, usando también sustratos marcados radiactivamente, que el
micelio extrarradical si que es capaz de absorber glucosa y xilosa, y que esta absorcion
transcurre por un mecanismo de transporte activo. Sin embargo, la radiactividad no se
detecta en las raices, lo que sugiere que los aztcares tomados por el micelio externo son
retenidos para el propio uso del hongo. Puesto que la sacarosa es la principal forma en la
que se transportan los fotoasimilados, la utilizacion de la misma como fuente de energia,
tanto por las raices como por los hongos micorricicos, requiere que esta sea hidrolizada
en glucosa y fructosa. Se ha demostrado que la micorrizacion altera la expresion de
algunos genes que codifican enzimas en plantas de trébol (Wright et al., 1998), asi como
en Phaseolus vulgaris (Blee y Anderson, 2002), maiz (Ravnskov et al., 2003), M.
truncatula (Hohnjec et al., 2003) y tomate (Garcia-Rodriguez et al., 2007). Estos datos
sugieren gue estas enzimas proveen de metabolitos (hexosas) a las células colonizadas
para satisfacer la demanda del hongo y mantener la mayor actividad metabolica asociada

a la micorrizaciéon. Ademas también estdn indirectamente involucradas en el
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mantenimiento de un flujo de sacarosa desde los tejidos fuente (generalmente las hojas)
hacia la raiz micorrizada que actia como demanda. Trabajos como los de
(Schaarschmidt et al., 2007; Schaarschmidt y Hause, 2008), ponen de manifiesto que el
suministro de carbono de la planta al hongo y el normal desarrollo de la micorrizacién
depende de la actividad de las invertasas apoplasticas. Por otro lado el mecanismo por el
cual los azucares pasan a las interfases simbioticas aln se desconoce. Hasta ahora
existen pocas evidencias moleculares de la presencia de transportadores en la membrana
de las células vegetales en contacto con las interfases simbidticas que puedan exportar
azlcares. Sin embargo, se ha observado que la micorrizacién induce la expresion de
algunos genes que codifican transportadores de hexosas en raices de M. truncatula (Liu
et al., 2003; Hohnjec et al., 2005). Entre estos transportadores el mejor caracterizado es
MtST1, el cual se expresa tanto en células colonizadas por arbdsculos como en células
adyacentes no colonizadas. Este transportador esta implicado en la absorcion de hexosas
mediante un proceso de simporte con protones, lo que sugiere su implicacién para
mantener la mayor actividad metabdlica asociada a la micorrizacion. Este hecho sugiere
que tanto la planta como el hongo compiten por las hexosas presentes en las interfases
simbidticas, por lo que la planta ejerce algun tipo de control sobre la cantidad de C que
drena hacia el hongo. Por otro lado, también se ha observado la activacion
transcripcional de transportadores de hexosas en raices micorrizadas de maiz (Wright et
al., 2005) y en hojas de plantas de tomate micorrizadas (Garcia-Rodriguez et al., 2005).
La induccion de transportadores de azucares en hojas de plantas micorrizadas sugiere
que la micorrizacion regula el flujo de azucares desde los tejidos fuente hacia las

demandas. Un mecanismo alternativo, propuesto por Bago et al. (2000) que explicaria la



25

transferencia de azucares hacia las interfases simbioticas seria la difusion pasiva a través
de las membranas celulares en contacto con el hongo o bien siguiendo directamente la
via apopléstica. Por su parte, Helber et al. (2011) han descubierto al gen (MST2),
transportador de monosacaridos y capaz de absorber un amplio espectro de sustratos
carbonados: glucosa, xilosa, manosa y fructosa. Este se expresa tanto en arbusculos,
como en hifas intercelulares y actia como un transportador de alta afinidad para glucosa,
dependiente de un transporte secundario de H* con un pH 6ptimo de 5, similar al pH de
la matriz interfacial establecida entre el hongo y la planta (Guttenberger 2000). La
expresion de este gen en la interfase simbidtica esta fuertemente correlacionada con la
expresion de los genes de la planta que codifican para transportadores de fosfato
especificos de la simbiosis (MtPT4 y StPT4), lo que sugiere que su expresion pueda
estar regulada por la homeostasis de fosfato en la raiz (Helber et al., 2011). Estos
mismos autores han demostrado que la expresion de este transportador se induce
fuertemente en el micelio extrarradical en presencia de xilosa, lo que sugiere que en el
interior de la raiz la xilosa pueda ser el desencadenante de la expresion de MST2.
Ademas, utilizando una novedosa técnica de silenciamiento génico (HIGS, del inglés
Host-Induced Gene Silencing) se ha observado que MST2 es critico para el correcto
desarrollo de la simbiosis. Tras su absorcion por el hongo, los monosacéridos son
rapidamente transformados en trehalosa y glucogeno, o son metabolizados por la via de
las pentosas fosfato, con el fin de disminuir la osmolaridad y mantener los gradientes en
una concentracion favorable a la transferencia (Shacha-Hill et al., 1995). Parte de estos
carbohidratos son transformados en compuestos lipidicos (triacilglicéridos) en el micelio

intrarradical y posteriormente serdn transportados al micelio extrarradical en donde,
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mediante gluconeogeénesis, se transformaran en carbohidratos ( Bago et al., 2002b).
2.12.- El amonio como fuente de N para plantas y microorganismos

El NH4" desempefia un papel clave en el metabolismo del N en la mayoria de los seres
vivos. Muchos organismos, especialmente bacterias y microorganismos eucariotas,
prefieren el NH;" como fuente de N. Esto es debido a que su absorcion y asimilacion
requiere un menor gasto energético que otras fuentes de N, que deben transformase en
NH," antes de poder ser utilizadas en las diferentes rutas metabolicas (Marzluf 1996).
Por lo general, la concentracion de NH," en los suelos agricolas oscila entre 20 y 200
puM, siendo entre unas 50 y 250 veces menor que la concentracion de NO3™ (Owen y
Jones, 2001). EI NH," es relativamente inmovil en el suelo y, en consecuencia, sufre
menos pérdidas por lixiviacion que el NO3. Ademas, la actividad agricola/ganadera e
industrial provoca en determinados suelos la acumulacion de importantes cantidades de
NH,*. En estos casos, el NH;" pasaria a ser la forma de N predominante, con
concentraciones que van desde 2 mM en algunos suelos forestales, hasta 20 mM en
algunos suelos agricolas (Britto y Kronzucker, 2002). Concentraciones elevadas de NH;"
pueden resultar tdxicas para algunas especies, posiblemente debido a la disipacién del
gradiente de protones a través de las membranas bioldgicas, a la acidificacion del medio
externo como consecuencia del transporte de NH,", o al desequilibrio en el balance
acido/base (Gerendas et al., 1997). En el caso de las plantas, los efectos toxicos del
exceso de NH4" pueden deberse también a la ausencia de NO3z. Ademas de ser un
importante osmolito, el NO3™ es un ion esencial para la translocacion de cationes en el
xilema y actGa como una sefial que induce la expresion de genes involucrados en el

metabolismo de los acidos organicos y en la sintesis de almidén (Stitt, 1999), asi como
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los de la mayoria de los que estan relacionados con la absorcion y asimilacion de N
(Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004).

Durante décadas se pensé que los flujos de amonio a través de las membranas celulares
no requerian sistemas de transporte especificos y que tenian lugar mediante difusion de
NHs. En solucion acuosa, la forma protonada y desprotonada del NH;" y NH;
respectivamente, se encuentran en un equilibrio dependiente del pH, con un pKa de 9.25.
Esto implica que el NH,;" es la forma predominante en condiciones fisiol6gicas. A pH
neutro, aproximadamente el 1% se encuentra en forma de NHs. Diferentes estudios han
revelado que las membranas lipidicas son relativamente impermeables al NH," mientras
gue son relativamente permeables al NH3, por lo que en cualquier sistema bioldgico
deben de darse tanto la difusion del NH3 como el transporte especifico del NH;" Los
diferentes gradientes electroquimicos y de pH a través de las membranas van a afectar al
equilibrio de NH,*/NH;, Las plantas y algunos microorganismos acidifican el medio que
los rodea y utilizan transportadores de NH," de la membrana, para mantener una
concentracion interna de NHs hasta 100 veces superior a la externa. Ademas del pH, el
potencial de membrana y la actividad de los transportadores, las reacciones enzimaticas
que generan o consumen NH,4" también son importantes para mantener su concentracion.
Por ejemplo, en plantas y microorganismos, el NH;" es facilmente y eficientemente
asimilado por la enzima glutamina sintetasa (GS) y la glutamato deshidrogenasa (GDH).
Para mantener la concentracion citoplasmatica deseada, ya que concentraciones altas de
NH," resultan citotoxicas y promueve la asimilacion de N y el crecimiento, las plantas y
microorganismos han desarrollado sistemas de transporte altamente especificos y

mecanismos de recuperacion del NH3 perdido durante el metabolismo. En los ultimos
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afios se ha logrado un avance espectacular en el conocimiento de los mecanismos de
absorcion de NH,". Esto ha sido posible gracias al desarrollo de métodos fisioldgicos
que han permitido medir in vivo la tasa de influjo y eflujo de NH,", asi como el uso de
técnicas moleculares y genéticas que han permitido identificar los genes responsables de
su transporte.

2.13.- Absorcidn, transporte y metabolismo de N en micorrizas arbusculares
Utilizando diferentes sistemas in vitro se ha puesto de manifiesto que el micelio
extrarradical es capaz de tomar N vy transferir a la raiz entre 20 y 50% del N total
absorbido (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005). Por otro lado, Tanaka y Yano
(2005) estimaron que en plantas de maiz micorrizadas el 75% del N total de las hojas era
absorbido y transferido por el micelio extrarradical de Glomus aggregatum. Se ha
observado también que los hongos MA son capaces de transferir N de una planta a otra a
través de la red de micelio que comparten (Cheng y Baumgartner, 2004; He et al., 2009).
Se ha comprobado, igualmente, que pueden acelerar la descomposiciéon de la materia
organica del suelo, incrementando asi la disponibilidad de N (Leigh et al., 2009). Los
hongos MA son capaces de absorber y asimilar distintas formas de N como amonio
(Frey y Schiiepp, 1993), nitrato (Johansen et al., 1996) y aminoacidos (Hodge et al.,
2001). Aunque son capaces de absorber y asimilar tanto NH;* como NO3’, existe una
clara preferencia por el NH4" (Toussaint et al., 2004), lo cual se podria explicar, al
menos en parte, por la energia extra que el hongo necesita gastar para reducir el NO3™ a
NH;" antes de incorporarlo en compuestos organicos (Raven et al., 1992). La
translocacion del N desde el micelio extrarradical al intrarradical ocurre por procesos

asociados al transporte de poliP y al ciclo de la urea, segun el modelo propuesto por
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Bago et al. (2001) (Figura 2) y que esta avalado por diferentes estudios de expresion
génica, analisis bioquimicos y de marcaje isotépico (Govindarajulu et al., 2005; Jin et

al., 2005; Cruz et al., 2007; Tian et al., 2010).

Mycorrhizal compartment

/ Fungal compartment

Y, 4

w—i=» Root ammonium transporter LIAMT2:2/GmAMT4.1 === Nitrate transporter GINT
wel=> Amino acids permease GmosAAP1 =={=» Ammonium transporters GintAMT1, GintAMT2
Figura 3. Modelo propuesto para la absorcion, translocacion y transferencia de N en

hongos MA. Tomada de de Jin et al. (2012).

El proceso comienza con la entrada del NH;" o NOs™ a través de los transportadores
especificos ya mencionados. Posteriormente, el NO3™ es transformado en NH4" por la
nitrato reductasa (NR), actividad que se ha detectado en esporas (Ho y Trappe, 1975) y
en extractos de raices micorrizadas (Subramanian y Charest, 1998). EI NH," absorbido

0 procedente de la reduccion del NO3™ es posteriormente asimilado por el micelio
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extrarradical del hongo mediante el ciclo GS/GOGAT (Breuninger et al., 2004,
Govindarajulu et al., 2005; Tian et al., 2010), aunque el papel de la GDH no puede ser
excluido. Una vez incorporado en forma de aminoacidos, el N es translocado hacia el
micelio intrarradical principalmente como Arg, el aminoacido mayoritario en el micelio
externo (Jin et al., 2005). La Arg se transloca en el interior de las vacuolas, asociada a
cadenas de poliP, lo que contribuye a la neutralizacion de las cargas negativas de estos.
En el arblsculo, se produce NH4" a partir de la Arg, mediante la accion del brazo
catabolico del ciclo de la urea y se supone que es en esta forma en la que el hongo
transfiere N a la planta (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005). Este mecanismo
requeriria que las enzimas implicadas en la sintesis y degradacién de aminoacidos se
expresaran de forma diferencial en el micelio extrarradical e intrarradical del hongo. Por
otro lado, estudios bioquimicos sobre la actividad de diferentes enzimas, como la GS,
ASS, ARG y URE, tanto en el micelio externo como en raices micorrizadas también
avalan el papel de la Arg como molécula clave en la translocacion de N en el micelio de
los hongos MA (Cruz et al., 2007). La posibilidad de una transferencia directa de Arg, o
de algun otro aminoécido, desde el hongo a la planta se ha descartado debido a que no se
detecta carbono marcado en la parte aérea de la planta hospedadora cuando se afiade
3C-acetato en el medio donde se desarrolla el hongo (Fitter et al., 1998). No se conocen
las proteinas transportadoras que controlan el paso de NH;" a través de la membrana
plasmatica del hongo hacia las interfases simbioticas. Se ha propuesto que pueden estar
involucradas proteinas similares a las Ato3 (del inglés, ammonia transporter outwards)
de levaduras, que funcionan como antiportadores NH,;"/H" localizados en la membrana

plasmatica. Alternativamente, o simultdneamente, otros mecanismos que podrian mediar
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el paso de NH," hacia la matriz interfacial serian la difusion pasiva a favor de gradiente
de NH;3 o bien la fusion y descarga de vacuolas ricas en NH;" con la membrana
plasmatica del hongo en contacto con las interfases simbidticas (Chalot et al., 2006;
Ferrol y Pérez-Tienda, 2009). El paso del NH,4" a través de la membrana vegetal también
podria estar mediado por determinados canales, como las acuaporinas, y por
transportadores dependientes de voltaje, como son los transportadores de K* (Chalot et
al., 2006; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009). Recientemente, se han identificado
transportadores de amonio especificos de la simbiosis que se expresan en células
colonizadas por arblculos en plantas de L. japonicus (Guether et al., 2009b), M.
truncatula (Gomez et al., 2009) y soja (Kobae et al., 2010b) y que serian los
responsables de la absorcion del N que le llega a la planta por la via micorricica.

2.14.- Poblaciones de HMA en ecosistemas naturales

El mayor beneficio desarrollado por los HMA nativos, se enfoca en el incremento de la
nutricion, especialmente de fosforo. De especial relevancia, es el hecho que los HMA
participan en la adquisicion de nutrimentos que generalmente se encuentran localizados
espacialmente en micrositios, asi en Raices de Agropyron desertorum colonizadas por
HMA nativos exploraron mayores volumenes de suelo, teniendo acceso a fuentes de P
localizadas en estos micrositios. Cui y Caldwell (1996) mencionaron que las hifas
extraradicales desarrollaran un papel importante en la deteccion y adquisicion de P. En
el caso de los suelos aridos los HMA nativos ofrecen un incremento en la nodulacion
y/o fijacion biologica de nitrogeno en leguminosas. Carpenter y Allen (1998) observaron
que H. Boreale inoculadas con HMA nativos y Rhizobium presentaron  mayor

biomasa foliar, follaje, contenido de N y P en parte aérea y supervivencia en
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comparacion con plantas no inoculadas. Adicionalmente, la doble inoculacion indujo
un efecto sinérgico reflejado en un mayor incremento de P en el tejido de las plantas.
Por su parte Herman (2000) menciond que la simbiosis micorrizica y los maultiples
beneficios que las plantas obtienen de los HMA, permite asumir que también podrian
influenciar su estado fisico, el cual puede ser medido con relaciéon a la fecundidad o
superioridad progenitora. Stephenson et al. (1998) han mencionado que los niveles de P
en los ecosistemas naturales tienen repercusion en la capacidad reproductiva de las
plantas y la interaccion de este elemento con la simbiosis micorricica arbuscular e
influye en el incremento de la produccion del polen (nimero de flores y/o nimero de
granos de polen por la flor). Ademas, mencionan que existe relacion entre la presencia
de HMA vy las caracteristicas del polen (velocidad de germinacion, tasa de crecimiento
del tubo polinico y/o con la habilidad del polen para fertilizar 6vulos cuando mezclas de
polen son depositados sobre los estigmas). No obstante, los estudios relacionados con
esta hipotesis son pocos. Sin embrago los estudios que existen proveen informacion
interesante, como la de Stanley et al. (1993) quienes reportaron que la inoculacién con
HMA nativos en Abutilon theophrasti incremento el crecimiento vegetativo, floracion,
fructificacion y rendimiento de semillas, y con mayor contenido de fosforo. Beena et al
(2000) reportaron que los HMA nativos influyen y favorecen el desarrollo exitoso de
Ipomoeae pes-caprea en dunas. Mientras que Newsham et al. (1994) mostraron que
plantas colonizadas por HMA nativos presentaron mayor proteccion contra organismos
patogénicos y esto incremento la fecundidad de sus hospedantes. Finalmente Koide y
Lu (1995), mostraron que hay mejoramiento de crecimiento a corto plazo en las semillas

producidas de plantas micorrizadas. Esta propiedad podria ser relevante en plantas
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anuales desarrollandose en zonas aridas las cuales depende de una rapida germinacion y
crecimiento cuando hay condiciones ambientales adecuadas, pero que son de muy poca
duracion.

2.15.- Micorrizas arbusculares como alternativa a la nutricion mineral del tomate
Los HMA ofrecen prometedoras alternativas, de nutricion para la produccion de tomate.
La utilizacion de estos microorganismos se presenta como una biotecnologia “limpia” de
gran interés, tanto desde el punto de vista econémico como ecoldgico para la agricultura
moderna (Rodriguez, 2002). El creciente interés en relacion con la utilizacion de los
hongos micorrizégenos viene dado, fundamentalmente, porque la simbiosis micorrizica
aumenta de forma marcada la absorcion de nutrientes como el nitrégeno, potasio, calcio,
zinc, magnesio y especialmente el fosforo, mejora el transporte y la absorcion del agua
en la planta y contrarresta el ataque de patogenos por la estimulacion de los mecanismos
de defensa bioquimica. En este sentido (Hernandez et al, 2004) encontraron que al
inocular Glomus mosseae y Glomus fasciculatum la calidad de las plantulas de tomate
aumenta en fase semillero y esto se deben a que estos hongos son capaces de modificar
la arquitectura del sistema radical a través del desarrollo de las hifas en el suelo. De esta
forma, transfieren hacia la planta elementos minerales, agua y otras sustancias
importantes para el crecimiento vegetativo (Dominiqui, 1998). Ademas también hacen
mencion de que las mayores producciones correspondieron a las plantas inoculadas con
Glomus mosseae, y que por lo tanto, la inoculacién con la cepa Glomus mosseae sola o
combinada con bacterias rizosfericas genera resultados superiores a los alcanzados por
las variantes testigos, por lo que recomiendan la inoculacion de HMA para mejorar la

nutricion de plantulas de tomate.
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2.16 Lombricomposta

La lombricultura es una bioxidacion bioldgica que utiliza una entidad trasformadora
como la lombriz Eisenia foetidado para transformar todo tipo de material organico en
humus, vy otros productos finales (Morales-Munguia, 2009), por otro lado la
lombricomposta es un tipo de fertilizante organico con una efectividad, en muchos
casos, superior a la de otros abonos organicos como los estiércoles naturales. En los
ultimos afios se ha reforzado el estudio de los efectos de su aplicacion en las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. En estudios a largo plazo, se ha demostrado que
su adicién produce una disminucién significativa de la densidad aparente, un aumento de
la estabilidad de los agregados y de la capacidad de retencion de agua del suelo (Weber
et al. 2007), asi como un incremento de la concentracion de carbono organico y de las
cantidades totales de nutrientes esenciales para las plantas en comparacion con los
fertilizantes minerales (Weber et al. 2007). La adicion de este fertilizante organico al
suelo incrementa ademas la concentracion de sustancias himicas de estructura molecular
compleja, aumentando por lo tanto la relacion &cidos himicos/acidos fulvicos ( Nardi et
al. 2004, Weber et al. 2007). Ademés de modificar las propiedades quimicas, la adicion
de este fertilizante organico produce también cambios en las propiedades bioldgicas del
suelo, aumentando la biomasa y la actividad microbiana y modificando distintas
actividades enzimaticas (Arancon et al. 2005, Ros et al. 2006) y la estructura misma de
las comunidades microbianas (Ros et al. 2006). Bulluck et al. (2002) y Nardi et al.
(2004) observaron que tras la adicion de diferentes tipos de lombricomposta, aumentaba
la abundancia de microorganismos beneficiosos para el crecimiento vegetal,

reduciéndose el numero de microorganismos patogenos, y ademas aumentaba la
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actividad biologica de los acidos humicos extraidos del suelo con efectos hormonales
similares a los de las giberelinas. De acuerdo a (Friedich ,2001) la lombricomposta es
de color café oscuro a negruzco, granulado e inodoro y que su accion combinada permite
una entrega inmediata de nutrientes asimilables y un efecto regulador de la nutricion,
cuya actividad residual en el suelo llega hasta cinco afios, alta carga microbiana (40 mil
millones por g seco), que restaura la actividad bioldgica del suelo, ademas de ser un
fertilizante bio-organico activo, que ejerce en el terreno una accion biodindmica y
mejora las caracteristicas organolépticas de las plantas, flores y frutos. Su pH es neutro y
se puede aplicar en cualquier dosis sin ningun riesgo de quemar las plantas; la quimica
del humus de lombriz es tan equilibrada y armoniosa que permite colocar una semilla
directamente en él, sin ningln riesgo, también este mismo autor comenta, que puede
incrementar hasta 300% la produccién de hortalizas y otros productos vegetales, puede
almacenarse por mucho tiempo sin que se alteren sus propiedades, pero es necesario que
mantenga siempre cierta humedad, la 6ptima es de 40% .
2.17 Beneficios de la lombricomposta
Los principales beneficios de la lombricomposta de acuerdo a (Durdn-Umana et al,
2010) son los siguientes.

e Aporta cantidades equilibradas de nutrientes.

e Beneficia al suelo con millones de microorganismos.

e Logra una mejor aireacion al modificar la estructura del suelo.

e No existe peligro de sobredosis.

¢ No tiene vencimiento, ya que a medida que pasa el tiempo es mas asimilable.

e Mejora la salud de la planta haciéndola mas resistente a plagas.



Estimula un mayor desarrollo radicular.

Retiene la humedad en el suelo por mayor tiempo.
Mejora el pH en suelos &cidos.

Equilibra el desarrollo de hongos presentes en el suelo.

Aumenta la produccidn en los cultivos.

Actla como inhibdor de la actividad de muchos pesticidas y fertilizantes.

Su aplicacion disminuye la contaminacion de quimicos en los suelos.

36
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RESUMEN

La funcion principal de los hongos micorrizicos es facilitarle a la planta la absorcion de
agua, fosforo (P) y nitrogeno (N), ademas de mejorar las propiedades fisicoquimicas del
suelo y la formacién de agregados por medio de la adhesion de particulas debida a una
proteina exudada por el micelio llamada glomalina. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de consorcios de micorrizas nativas (CN1 y CN2) y comerciales
(Rhizophagus irregularis) combinadas con un sustrato a base de lombricomposta o turba

acida sobre el desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Rio Grande).
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El disefio experimental fue un bloques completos al azar con un arreglo factorial de 2x4,
con 8 tratamientos y 6 repeticiones, cada repeticidn consistio de un contenedor con una
planta. Se aplicé 1 gr de micorriza comercial (500 ea g™*), mientras que la aplicacién de
suelo nativo fue de 100 g (500 ea g™) por planta. Las variables de altura de planta,
diametro de tallo, longitud de raiz, peso seco de raiz, peso seco de la parte aérea y total
de planta fueron afectadas por los sustratos y hongos y por la interaccion entre estos
factores. El porcentaje de micorrizacion también fue afectado por la interaccion, las
raices de plantas desarrolladas en lombricomposta y turba acida e inoculadas con CN1
tuvieron el mayor porcentaje de micorrizacion, para el primer muestreo, asimismo, las
plantas desarrolladas en turba &cida mostraron una disminucion en el porcentaje de
micorrizacion comparadas con aquellas desarrolladas en lombricomposta. La
concentracion de los nutrimentos disminuyd en comparacién con el testigo a excepcién
de nitrogeno.

Palabras clave: fosforo, micorrizacion, nitrégeno, lombricomposta, Solanum
lycopersicum, turba écida.

ABSTRACT

Mycorrhizal fungi supply water, phosphorus (P) and nitrogen (N) to the plants, and
improve the physicochemical properties of the soil though the formation of aggregates
by adhesion of soil particles. In the present study, the response of tomato (Solanum
lycopersicum cv. Rio Grande) to the inoculation of native (in consortium) and
commercial mycorrhizal fungi was evaluated in combination with a sphagnum peat- or
vermicompost-based growing medium. Plant height, stem diameter, root length, root dry

weight, and dry weight of shoot and total plant were affected by the interaction between
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the substrates and fungi inoculation. The roots of plants developed in vermicompost or
sphagnum peat and inoculated with the native mycorrhizal consortium fungi exhibited
the highest mycorrhization while the plants developed in sphagnum peat showed
decreased colonization compared with those developed in vermicomposting.
Concentration of nutrients decreased compared to the control, except for nitrogen.

Keywords: phosphorus, mycorrhization, nitrogen, Solanum lycopersicum, sphagnum

MmosS, vermicompost.

INTRODUCCION

Una adecuada nutricién de las plantas cultivadas no necesariamente se logra con la
aplicacion de fertilizantes quimicos, pues existen otras formas que aportan el mismo
efecto pero que tienen un menor impacto ambiental y son factibles de sostener una
produccién agricola que satisfaga la creciente demanda de alimentos a nivel mundial. A
raiz de esto surgen insumos agricolas a base de microorganismos y materiales de origen
organico, como los hongos micorrizicos y la lombricomposta, opciones que constituyen
lo que se ha convenido en llamar agricultura sostenible*. En este contexto, existe un
interés creciente en el manejo racional de los microorganismos benéficos del suelo y de
los abonos organicos debido al amplio espectro de actividades que desarrollan, ya que
ejercen una gran influencia sobre la fertilidad del mismo y sobre el desarrollo y
proteccion contra microorganismos patogenos de las plantas. La funcion principal de los
hongos micorrizicos es facilitar a la planta la absorcion de agua, fosforo (P) y nitrégeno
(N), ademéas de mejorar las propiedades fisicoquimicas del suelo y la formacion de

agregados por medio de la adhesion de particulas debida a una proteina exudada por el
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micelio llamada glomalina, ademas mejora la estructura y estabilidad, aumenta la
capacidad de retencién de agua y reduce la erosion del suelo®. Los hongos micorrizicos
también influyen de manera directa o indirecta en la absorcion de otros iones minerales
como el potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), hierro (Fe) y manganeso (Mn),
promoviendo el crecimiento de las plantas, especialmente en aquellos suelos donde estos
nutrientes son escasos>. Ademés, favorecen una mayor tolerancia al déficit hidrico, asf
como la proteccion de las raices contra patdgenos a traves de diversos mecanismos de
accion, entre los que se encuentran: micoparasitismo, lisis enzimatica, antibiosis y la
competencia por espacio o nutrientes?’. La lombricomposta es un abono organico que
proporciona nutrientes a las plantas; su aplicacion incrementa el crecimiento, desarrollo
y productividad de una amplia gama de cultivos (leguminosas, cereales, hortalizas,
plantas de ornato y flores), lo cual se atribuye a las caracteristicas fisicas y quimicas del
abono™®; también aporta N, P, K, Ca, Mg y carbono*’. Debido a esto, la lombricomposta
puede ser usada como medio de crecimiento de especies horticolas cultivadas en
condiciones de invernadero®. El conocimiento del impacto de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en hortalizas cultivadas en campo abierto es amplio, sin embargo,
el efecto de estas en cultivos en invernadero no ha sido estudiado, menos aun si se
aplican en combinacion con abonos organicos como la lombricomposta, una practica que
debe ser incorporada a los sistemas de produccion horticola®®**. Algunos reportes sefialan
que la inoculacion de hongos micorrizicos en tomate, aumenta el estado nutrimental, el tamafio
de fruto y permite un mayor rendimiento®'*®, Sin embargo, la efectividad del uso de esta

tecnologia en condiciones de ambientes protegidos depende de la cepa del HMA, de la especie

de planta cultivada y de las condiciones de crecimiento®®. Ademas, las especies de micorrizas
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comerciales no tienen la capacidad de colonizar su hospedero porque estan en desventaja por la
competitividad con los microorganismos del suelo, por lo que es necesario utilizar cepas

nativas™. Por lo anterior, el presente estudio se plante6 el objetivo de evaluar el efecto de
un consorcio de micorrizas nativas y comerciales (Rhizophagus irregularis) combinadas
con lombricomposta y turba acida sobre el desarrollo de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) cv. Rio Grande.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecio en el 2013 en un invernadero de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila, México, cuyas coordenadas geogréaficas
son: latitud N 25° 27’ y longitud O 101°02’ a una altura de 1610 msnm. La temperatura
minima y maxima promedio durante el periodo experimental fue de 12 y 34°C
respectivamente, mientras que la humedad relativa oscilé entre 25% y 72%.

Se utilizaron plantulas de tomate cv. Rio Grande de 15 cm de altura, las cuales fueron
trasplantadas en contenedores de polietileno negro de 5 L de volumen. Los contendores
se llenaron con un sustrato a base de lombricomposta, turba acida, arena y suelo; el suelo
fue previamente esterilizado a 120°C durante 15 min en autoclave por tres ocasiones.
Antes del trasplante se inocul6 con 1 g (500 esporas) del hongo micorrizico comercial
(Rhizophagus irregularis) (Ri), mientras que los hongos micorrizicos nativos se
inocularon 100 g (500 esporas). Los hongos micorrizicos nativos fueron obtenidos en
dos tipos de suelo: suelo bajo en materia organica (1%) (consorcio nativo 1, CN1) y
suelo con alta materia organica (5%) (consorcio nativo 2, CN2). Se recolectaron 3 kg de
suelo con raices de plantas para la extraccion de esporas de estos hongos por el método

de tamizado himedo y decantacién®. EI CN1 estuvo conformado por esporas de
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diferente diametro polar y meridional 209.31 y 189.89, 110.56 y 105.49, 129.13 y
142.63, 194.11 y 174.70 um, mientras que en el CN2 estas fueron 93.27 y 186.52,
229.56 y 275.98, 124.06 y 124.91, 222.72 y 179.04 um. El diametro de las esporas se
midié mediante la utilizacién de un software para windows Dino Capture 2.0. \Versién
1.3.8 y con la ayuda de un microscopio optico.

Los tipos de micorrizas se evaluaron en combinacion con dos tipos de sustrato que
contenian la misma proporcién de suelo (10%) y arena (30%), mejorados con la adicién
de lombricomposta o turba acida (60%). Se analizé la lombricomposta ( pH= 8.4, CE=
2.6 dS/cm™, materia organica= 5%, Densidad aparente= 0.67 g cm®, N= 0.62 meq L™,
P=0.6 meq L? y K= 1.3 meq L™) y el agua de riego (Ca= 4.2, Mg= 3.9, Na=  0.54,
Cl=1.38, SO4=5.9 y HCO5=5.9 meq L™ respectivamente) considerando las propiedades
qguimicas de la mismas para la formulacién de las soluciones nutritivas (SN). Los
tratamientos evaluados se presentan en el Cuadro 1; para los tratamientos testigo se
empled la SN de Steiner* al 100%, mientras que a los tratamientos inoculados se

empleo esta misma solucion pero al 50%.
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Cuadro 1. Composicion del sustrato y aplicacion de hongos micorrizicos comerciales y
nativos aplicados en tomate (Solanum lycopersicum L.) Var. Rio Grande en condiciones

de invernadero.

Tratamientos Composicion del sustrato (% v/v)

1. Consorcio nativo 1 CN1 10 suelo+30 arena+60 turba acida
2. Consorcio nativo 2 CN2 10 suelo+30 arena+60 turba &cida
3. Risophagus irregulariz(Ri) 10 suelo+30 arena+60 turba &cida
4. Testigo 1 10 suelo+30 arena+60 turba 4cida
5. Consorcio nativo 1 CN1 10 suelo+30 arena+60 lombricomposta
6. Consorcio nativo 2 CN2 10 suelo+30 arena+60 lombricomposta
7. Rizophagus irregularis(Ri) 10 suelo+30 arena+60 lombricomposta

8. Testigo 2 10 suelo+30 arena+60 lombricomposta

Testigo 1 y Testigo 2, sin inocular y nutridos con la solucion de Steiner.
Los riegos se efectuaron manualmente aplicando 1 L de SN por planta, logrando
mantener una fraccion de lixiviado de 25%; los riegos se efectuaron cada cuatro dias con
el objetivo de inducir un estrés hidrico de las plantas con la finalidad de aumentar la
micorrizacion?®.

El experimento finaliz6 a los 80 dias después del trasplante. Para determinar el
porcentaje de micorrizacion se realizaron dos evaluaciones (50 y 80 dias después de
trasplante), utilizando cuatro plantas por cada tratamiento, a las cuales se separd la parte
aérea y la raiz; al sistema radicular se le elimino el exceso de sustrato con agua potable,
para posteriormente determinar el porcentaje de micorrizacion. Los érganos de la planta
separados fueron introducidos en un estufa de secado a 65°C por 72 horas para el
posterior registro de peso seco utilizando una balanza digital marca VE-1000. Otras

variables evaluadas fueron altura de planta y diametro de tallo. Antes de determinar el
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porcentaje de micorrizacion las raices se colocaron en tubos de ensayo adicionando una
solucion de KOH al 10% por 10 minutos a 60°C, posteriormente se agregé H,0, al 10%
para eliminar los residuos de KOH, se dejaron en reposo por 5 minutos y finalmente se
adiciond Lactoglicerol para la tincién de las raices®. El porcentaje de micorrizacion se
obtuvo a partir de las raices tefiidas; se segmentaron las raices por 1 cm de longitud,
colocando 10 segmentos en un portaobjetos, con tres repeticiones, para su posterior
observacién en microscopio 6ptico (10x y 40x). El porcentaje de micorrizacion se
obtuvo con la siguiente formula: % de micorrizacion = (N,. de campos infectados / N,
total de campos observados) x100*. Para el analisis de la concentracion de N, P y K fue
en raiz y parte aérea, los tejidos se digestaron en una solucion de 3:1 de HNO3:HCIO, y
40 ml de agua desionizada, y las muestras digeridas fueron analizadas para N con el
procedimiento de micro-Kjeldahl®, mientras que la concentracién de P y K mediante el
procedimiento del molibdato de amonio y absorcién atémica, respectivamente®. El
disefio experimental utilizado fue un bloques completos al azar con un arreglo factorial
(2 x 4), con 8 tratamientos y 6 repeticiones. La unidad experimental consistié de un
contendor con una planta, separado a cada 25 cm. Los datos obtenidos se sometieron a
un analisis de varianza (ANOVA) y la comparacién de medias fue de acuerdo con Tukey
(P <0.05) utilizado el programa SAS (Statistical Analysis Systems) version 9.2.
RESULTADOS

En general, el crecimiento de las plantas y la micorrizacion fueron incrementadas
cuando se utilizd un sustrato a base de lombricomposta, aunque tal respuesta estuvo
afectada por la interaccion con el tipo de hongos micorrizicos inoculados (Cuadro 2). La

micorrizacion en plantas desarrolladas en lombricomposta y turba acida fue mayor con
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la inoculacién del CN1 en el muestreo a los 50 dias (Figura 1A), ademas de que en
plantas testigo esta fue mayor cuando se desarrollaron en el sustrato a base de
lombricomposta. En el segundo muestreo la tendencia fue similar, a excepcion de las
plantas crecidas con turba acida, pues la mayor colonizacion fue con el CN2 (Figura
1B). En plantas crecidas con lombricomposta no se presento efecto de los diferentes
hongos micorrizicos inoculados en la altura, mientras que en aquellas desarrolladas en
turba acida se mostro una disminucion con el CN1 (Figura 2A). Este mismo efecto se
presentd para el diametro de tallo en plantas crecidas en el sustrato a base de
lombricomposta, pero en aquellas en turba &cida e inoculadas se presentd una
disminucion en el diametro de tallo (Figura 2B) y longitud de la raiz (Figura 2C); esta
ultima independientemente del tipo de sustrato utilizado, aunque mas marcado en turba

acida.
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Cuadro 2. Efecto de los sustratos organicos y hongos micorrizicos inoculados sobre el crecimiento y micorrizacion en plantas

de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande cultivado en invernadero.

Altura Didmetro  Longitud ler. Muestreo  2do. Muestreo  Peso Peso seco Peso seco total
Sustratos de planta de tallo de raiz Micorrizacion ~ Micorrizacion  secode  de (g planta™)

cm mm cm % % aéreo (g raiz (Q)
Lombricomposta  106.94a  9.31a 50.53a 32.62a 30.84a 49.54a 22.00a 71.53a
Turba 4cida 87.75b 8.91b 32.48b 31.802 24.20b 28.15b 14.97b 43.12b
ANOVAP <0.001 <0.01 <0.001 Ns <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Hongos
Testigo 100.62a  9.65a 52.05a 9.75¢c 11.26d 46.39a 22.21a 68.59a
CN1 92.37b 8.97b 37.71c 46.17a 38.05a 39.76b 18.76b 58.50b
CN2 100.0a 9.02b 36.80c 34.68b 35.59b 37.65b 17.87c 55.53b
Ri 96.37ab  8.79b 39.46b 38.25b 25.17c 31.57c 15.09d 46.67¢
ANOVA P <0.001 <0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Interaccion P <0.001 <0.01 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
CV (%) 3.23 4.60 2.39 8.93 6.13 6.0 2.21 4.02

0.01, 0.001= significativo, CN1= Consorcio nativol, CN2= Consorcio nativo2, Ri= Rhizophagus irregularis, ANOVA=
Anadlisis de varianza, Interaccion = Sustrato X Hongos micorricicos, CV= Coeficiente de variacion. Promedios seguidos de la

misma letra indica diferencias no significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (Pa< 0.05).
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Figura 1. Efecto de los sustratos organicos y de las micorrizas inoculadas en la
micorrizicion en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande. Las
barras indican el error estdndar de la media. Ri= Rhizophagus irregularis, CN1=

Consorcio nativo 1, CN2= Consorcio nativo 2, TEST= Testigo.
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Figura 2. Efecto de los sustrato orgénicos y la inoculacion micorrizica en la altura,
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diametro de tallo y longitud de raiz en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv.
Rio Grande. Las barras indican el error estdndar de la media. Ri= Rhizophagus

irregularis, CN1= Consorcio nativo 1, CN2= Consorcio nativo 2, TEST= Testigo.

Similar a las variables de crecimiento, la produccion de biomasa fue mayor en plantas
crecidas en el sustrato a base de lombricomposta, pero esta respuesta fue afectada por la
interaccion con el tipo de hongos micorrizicos (Cuadro 2). Las plantas crecidas en
lombricomposta obtuvieron mayor peso seco de raiz con la inoculacion del CN1, CN2 y
en las plantas Testigo (Figura 3A), mientras que en la parte aérea (Figura 3B) y total
(Figura 3C) solo fue mayor en plantas inoculadas con el CN1. Las plantas desarrolladas
en turba &cida se presentaron una disminucion en la produccion de la biomasa de raiz,
parte aérea y total en las plantas inoculadas (Figura 3A-C).

La concentracion de N, P y K fue mayor en plantas crecidas en el sustrato a base de
lombricomposta, con excepcion del N en la raiz, sin embargo, esta respuesta fue afectada
por la interaccion con la inoculacion micorrizica (Cuadro 3). La concentracion de N en
la raiz no mostr6 cambios por efecto de la micorriza inoculada en plantas crecidas con
lombricomposta, mientras que en las crecidas en turba &cida se registr6 una mayor
concentracion al ser inoculadas con Ri (Figura 4A). La concentracion de N en la parte
aérea fue mayor en las plantas no inoculadas, ya sea en las desarrolladas en
lombricomposta o turba &cida, aunque el efecto fue mas marcado en las desarrolladas en
este ultimo (Figura 4B). La concentracion de P en la raiz y parte aérea fue mayor en
aquellas plantas no inoculadas, mientras que en plantas inoculadas disminuyo,
independientemente del tipo de sustrato, pero este efecto fue mas marcado en las plantas

crecidas en turba acida (Figura 4C-D). En plantas crecidas con lombricomposta aumento
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la concentracion de K en las raices de aquellas inoculadas con el CN2 y las no
inoculadas (Figura 4E), mientras que las plantas desarrolladas en turba acida fue mayor
la concentracidn de este nutrimento con la inoculacion del CN1 y CN2 (Figura 4E). En
la parte aérea se incrementd la concentracion de K en plantas inoculadas con Ri en

ambos tipos de sustrato (Figura 4F).
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Figura 3. Efecto de los sustratos organicos y de las micorrizas inoculadas en la materia
seca de raiz y parte aérea de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio

Grande. Las barras indican el error estdndar de la media.
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Figura 4. Efecto de los sustratos organicos y de las micorrizas inoculadas en la
concentracion de N, P y K en la raiz y parte aérea de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) cv. Rio Grande. Ri= Rhizophagus irregularis, CN1= Consorcio nativo
1, CN2= Consorcio nativo 2, TEST= Testigo. Las barras indican el error estandar de la

media.
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Cuadro 3. Efecto de los sustratos organicos y hongos micorrizicos inoculados en plantas

de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande sobre la concentracion de

nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K).

N P K
Sustratos

Raiz Parte aérea Raiz Parte aéreaRaiz Parte aérea
Lombricomposta 2.54a 3.87a 1.76a 0.60a 0.65a 0.75a
Turba acida 2.70a 2.85b 1.39b 0.39b 0.62b 0.61b
ANOVA P Ns <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Hongos
Testigo 2.56b 4.57a 1.782 0.67a 0.66b 0.60c
CN1 2.40b 2.86b 1.54c 0.45¢ 0.60d 0.60c
CN2 2.78ab 3.10b 1.58b 0.39d 0.79a 0.69b
Ri 2.94a 2.91b 1.38d 0.48b 0.48d 0.82a
ANOVA P <0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Interaccion P <0.01 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
CV (%) 12.48 5.65 1.05 2.24 3.57 5.37

ns, 0.01 y 0.001= No significativa y significativo, CN1= Consorcio nativol, CN2=

Consorcio nativo2, Ri= Rhizophagus irregularis, ANOVA= Analisis de varianza,

Interaccion= Sustratos x Hongos, CV= Coeficiente de variacion. Las letras a, b, c y d

son las categorias obtenidas de la comparacion de medias con Tukey (p o< 0.05).

El aumento en la micorrizacion estuvo relacionado con un incremento en la altura de la

planta (Figura 5A) y la concentracion de P (Figura 5B), sin embargo, cuando el

porcentaje de este fue superior a 35% y 20%, respectivamente, ambos tendieron a

disminuir. Asimismo, el aumento en la micorrizacion estuvo asociado con una
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disminucion en la concentracion de N (Figura 5C) y un aumento en la concentracion de

K (Figura 5D).
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K en el tejido aéreo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande.

Las barras indican el error estandar de la media.

DISCUSION

Una mayor micorrizacion se registrd con la inoculacion del CN1 tanto en etapas

tempranas como en las etapas mas avanzadas del desarrollo de las plantas. Sin embargo,

en el primer muestreo se registrO una mayor micorrizacion en comparacion con el

muestreo realizado en etapas méas avanzadas, 1o que sugiere la necesidad de una segunda
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aplicacion del inoculo. Lo anterior concuerda con lo reportado por Velasco et al.>,

quienes sefialan que la mayor colonizacion micorrizica en tomate de cascara (Physalis
ixocarpa Brot.) se observo a los 60 dias después del trasplante. En las plantas testigo
crecidas en un sustrato a base de lombricomposta, a pesar de no haber sido inoculadas,
registraron una mayor colonizacion que aquellas crecidas con turba acida, lo que indica
que este sustrato facilita la colonizacion, coincidiendo con los resultados reportados por

Velasco et al.*®

, probablemente debido a la presencia de sustancias humicas en el mismo
ya que se ha reportado que el establecimiento de los hongos micorrizicos arbusculares y
la funcionalidad de la simbiosis son favorecidas por la aplicacion de ciertas cantidades
de sustancias htimicas**®. Se ha reportado que la lombricomposta estd compuesta por
bacterias y hongos con capacidad para degradar compuestos como lignina y
hemicelulosa?, sin embargo no se ha sefialado que la lombricomposta contenga esporas
de hongos micorrizicos, por lo que la micorrizaciébn puede ser debido a una
contaminacion por el agua de riego; por otra parte, la turba acida si puede contener

1.3, La menor

hongos micorrizicos como ya fue sefialado por Callejas-Ruiz et a
colonizacién en plantas crecidas en el sustrato a base de turba acida puede ser debido a
que este sustrato tiene alta capacidad de retencion de agua, la cual puede ser de hasta
90%", implicando una menor aireacion en la zona de raices y por lo tanto una menor
oxigenacion; algunos reportes sefialan que las concentraciones de oxigeno idéneas estan
entre 12% y 16% para la micorrizacion y expresion benéfica de la simbiosis en el
crecimiento de la planta®®. El aumento del porcentaje de micorrizacion en plantas
inoculadas con el CN1 comparando con el Ri puede ser debido a que los consorcios de

hongos nativos tiene la habilidad de establecer relaciones simbioticas con la microbios

del medio y de las condiciones edafoclimaticas, mientras que las especies comerciales
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(Ri) han pasado por un proceso de seleccion y con esto pierden la capacidad de adaptase
al medio; lo anterior concuerda con lo reportado por Jargeat et al.?®, quienes sefialan que
los hongos micorrizicos estan relacionados con bacterias endosimbiéticas con forma de
bacillos y no pueden desarrollar una fase de vida independiente, por lo tanto la
eliminacién de estas bacterias compromete seriamente el desarrollo y crecimiento pre-
simbiético del hongo®. Lo anterior sugiere la importancia de seleccionar cepas de
hongos micorrizicos nativos para dirigir a una condicion especifica con el fin de tener
resultados satisfactorios*.

La simbiosis micorrizica favorece la absorcion de P y N, provocando un mayor
crecimiento de las plantas®®*°, lo cual fue corroborado en el presente estudio cuando las
plantas de tomate se inocularon con los hongos micorrizicos en combinacion con un
sustrato cuya composicion estuvo a base de lombricomposta. EI CN1 y el CN2
aumentaron la biomasa total en las plantas desarrolladas con lombricomposta, debido
principalmente al aumento en la biomasa aérea, lo cual puede ser debido a que los
hongos micorrizicos en combinacion con la lombricomposta aumentan la actividad
fotosintética, como fue reportado por Velasco et al.°. Similares resultados fueron
descritos en platano (Musa paradisiaca) clon Hérton® y en maiz (Zea mays L.)* ya que
se obtuvo una mayor materia seca total con las micorrizas nativas y micorriza comercial,
respectivamente. La disminucion de la acumulacion de biomasa en las plantas
inoculadas con los consorcios nativos y desarrollados en turba acida puede ser debido a
que estas recibieron fertilizacion quimica, afectando la actividad de los hongos

micorrizicos; esto coincide con lo sefialado por Ortega-Larocea et al.*’

, quienes reportan
que los hongos micorrizicos son afectados significativamente cuando son empleados en

condiciones de alta fertilidad, como es el caso de los cultivos hidroponicos.
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A pesar del efecto positivo sobre la acumulacién de biomasa aerea y total, otros
parametros de crecimiento como la altura y el diametro del tallo en plantas desarrolladas
en el sustrato a base de lombricomposta no fueron afectadas por los hongos
micorrizicos, o bien fueron reducidos, como la longitud de las raices. Estos resultados

estan en contraste con los reportados por Velasco et al.*

, quienes sefialan que en las
plantas de tomate de cascara fue mayor la altura en aquellas crecidas con
lombricomposta e inoculadas con Glumus intraradices, y por Alvarado et al.* en plantas
de tomate cv. Cid inoculadas con Rhizophagus irregularis.

Las plantas desarrolladas en turba acida mostraron una disminucién en la altura de
planta y longitud de la raiz cuando se inocularon con las micorrizas nativas o con Ri. La
disminucion de la longitud de raiz puede ser debido a una mayor sintesis de hormonas
provocada por la misma planta y por el hongo, ya que son importantes en las primeras
etapas de la colonizacién, como fue reportando por Foo et al.?! y Bucher et al.?, quienes
sefialan que las fitohormonas interactian para regular el establecimiento y

funcionamiento de la simbiosis. Por su parte Pozo et al.*?

reportan que algunas
hormonas controlan los primeros pasos de la etapa pre-simbiética, mientras que otras
regulan las adaptaciones morfoldgicas de la raiz para que el hongo se adapte y controle
la colonizacion y funcionalidad. Por otra parte los salicilatos, etileno y citoquininas
tienen efectos negativos en los primeros pasos de la penetracion o colonizacion de la raiz
por el hongo?.

Es probable que también las plantas desarrolladas en el sustrato a base de
lombricomposta, la disminucion en el crecimiento de raiz pudo ser debido a una menor

concentracién de P y K en este 6rgano, nutrimentos esenciales para su desarrollo®®, en

tanto que la mayor acumulacion de biomasa en la parte aérea puede explicar la
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disminucion en la concentracion de N y P debido a un efecto de dilucion. Sin embargo,
estos resultados también pueden deberse a que la lombricomposta tuvo un aporte medio
de P, pues se ha reportado que la aplicacion de altas dosis de este elemento, asi como de
N, tienen efectos negativos en la adquisicion de N, P, K, Fe, Mn y Zn en las plantas

micorrizadas**. En contraste a nuestros resultados, Wang et al.’

sefialan que en
plantulas de pepino inoculadas con tres hongos micorrizicos arbusculares se aumento la
concentracion de N y P en las raices y de magnesio (Mg), cobre y zinc en los brotes.

Una micorrizacion entre el 20% y 35% afectd negativamente la altura y la concentracion
de P y N en la parte aérea, probablemente debido a que las plantas micorrizadas tienen
un efecto negativo por la sintesis de estrigolactonas, la cual es sintetizada en la etapa

presinbiotica y es capaz de inhibir la ramificacion del tallo®**’

y afectar al crecimiento
de la raiz mediante la induccion de la elongacion y disminucién en el nimero y longitud
de los pelos radicales**?. La disminucion en la concentracién de P pudo ser por efecto
negativo de la fertilizacion quimica, ya que se ha reportado que los hongos micorrizicos
son afectados por los materiales de sintesis®, ademas el fosfato como fertilizante
sintético debe ser previamente hidrolizado antes de ser absorbido por la planta®®; bajo
este contexto es posible sugerir que los hongos micorrizicos podrian actuar en forma
més eficiente sobre las formas de P de menor labilidad’, asi como también al P asociado
de tipo organico sin ninguna presencia de sustancias sintéticas. La disminucion de la
concentracion de N por efecto de la micorrizacion resulta extremadamente interesante
destacar pues el efecto de los hongos micorrizicos no siempre sera benéfico, ya que la
respuesta de la planta puede variar en funcion del grado de dependencia entre los

endéfitos y la planta hospedante, asi como al grado de colonizacién™®. Por otra parte se

ha indicado que la variacion de las condiciones ambientales influye en la fisiologia de
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las plantas y por lo tanto en la efectividad micorrizica, por lo que es probable que
aunque se observe micorrizacion, no todas las estructuras flangicas estén activas,
afectando la traslocacion de nutrimentos®. Finalmente, la micorrizacion estuvo asociada

al incremento de la concentracion de K, por lo que nuestros resultados concuerdan con

|-30 |.23.

Kalyanne et al.”"y George et a

CONCLUSION

El mejor sustrato para el desarrollo de las plantas de tomate fue el que contenia
lombricomposta, pues en la turba acida se disminuyd el crecimiento, presentandose este
mismo efecto en la concentracion de N, P y K. El consorcio nativo 1 en comparacion
con el consorcio nativo 2 y Ri aumentaron la micorrizacion, la biomasa total y la
concentracion de K en la raiz. La disminucion de la concentracion de N, Py K en la
parte aérea es debido a un efecto de dilucion pues estas plantas fueron las que crecieron
mas.
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IV. CONCLUCIONES GENERALES
De acuerdo a esta investigacion el mejor sustrato para el desarrollo de las plantas de

tomate fue el que contenia lombricomposta, pues en la turba acida se disminuyé el
crecimiento, presentandose este mismo efecto en la concentracion de N, P y K. El
consorcio nativo 1 en comparacion con el consorcio nativo 2 y Ri aumentaron la
micorrizacion, la biomasa total y la concentracion de K en la raiz. La disminucion de la
concentracion de N, Py K en la parte aérea es debido a un efecto de dilucion pues estas
plantas fueron las que crecieron méas. Por lo que se concluye que los hongos
micorrizicos nativos son opciones viables para la produccion de tomate, sin embargo el
conocimiento del impacto de los hongos micorrizicos nativos en esta hortaliza en invernadero
ha sido poco estudiada, menos aun si se aplican en combinacién con abonos organicos como la
lombricomposta, una practica que debe ser incorporada a los sistemas de produccion horticola la
importancia de incrementar la eficacia de los hongos micorrizicos nativos radica en que
tienen mayor capacidad de adaptarse a su propio medio, por lo que se recomienda seguir

investigando sobre este aspecto en particular
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