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1.- INTRODUCCION

El cultivo de la fresa en México es importante principalmente por el nUmero
de empleos que genera en la época de cosecha y por las grandes inversiones que
se llevan a cabo para su produccion (SEDAGRO, 2004). El principal estado
productor de fresa en el pais es Michoacan con el 63% de la produccion total del
pais (SIACAP, 2005).

La mayoria de los cultivares de fresa son propensos al agobio hidrico
(Hancock, 1999), el manejo del riego resulta de una importancia fundamental en
este cultivo ya que la planta de fresa tiene una alta demanda hidrica que se debe
a que sus frutos tiene un alto contenido de agua, su sistema radical es poco
profundo, presenta una gran area foliar y tiene alta densidad estomatica
(Klamkowski y Treder, 2006).

El cultivo de la fresa requiere de irrigacion suficiente para un optimo
crecimiento y produccion, la menor disminucion en el aporte de agua pone en
riesgo la produccion parcial o total. Para contrarrestar la deficiencia hidrica que
pudieran presentar el cultivo de fresa, el sistema de riego por gravedad es el que
se ha utilizado mas ampliamente a pesar de que es bien conocido la baja

eficiencia de uso de agua en este sistema (Monroy y col., 2002).

Este cultivo tiene una demanda de 7,000 a 12,000 m® ha™ ciclo™ (Lobit,
2007), sin embargo la necesidad de elevar el rendimiento y la calidad de la fresa
ha hecho que los productores recurran a incrementar las dosis de los principales
insumos que limitan la produccion de este cultivo, entre ellos el agua. Monroy y
col. (2002) reportan que en la region del Bajio se llegan a aplicar dosis excesivas

hasta de 20,000 m® ha™ ciclo™.

Los datos anteriores muestran que en el cultivo de la fresa se esta llevando
a cabo un desperdicio de agua por lo que es necesario buscar alternativas que
permitan optimizar los aportes de agua en el cultivo. En el campo actualmente se
hace uso de tecnologias como riego localizado y acolchado para evitar la pérdida

y/o desperdicio de agua, sin embargo el uso de estos sistemas de irrigacion
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requiere infraestructura que es muy costosa por lo que el uso de las micorrizas
resulta ser una opcion viable para reducir la aplicacién de agua en los cultivos de

fresa por parte de los productores.

Las micorrizas pueden incrementar la resistencia de las plantas a una baja
disponibilidad de agua en el suelo, de manera que la micorriza puede ser
importante para el crecimiento de las plantas bajo condiciones de agobio hidrico,
debido a que la contribucion de la hifa del hongo micorricico arbuscular es
extender la superficie de absorcion de las raices asi como la habilidad para
explorar un volumen mayor de suelo y de esta manera poder proveer a la planta
agua y nutrimentos mejorando con ello su crecimiento y desarrollo (Bago y col.,
2000).

Una baja disponibilidad de agua en las plantas de fresa induce una serie de
respuestas morfologicas, fisiolégicas y adaptativas, por ejemplo se reducen la
fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica y la concentracién de COa.
Dentro de las respuestas morfoldgicas se encuentran la reduccion del crecimiento
de la parte aérea mientras que se mantienen el desarrollo de las raices
(Klamkowski y Treder, 2006).

Se sabe que los hongos micorricicos arbusculares mejoran las relaciones
hidricas de las plantas bajo condiciones de agobio hidrico asi mismo se ha
reportado que la simbiosis afecta significativamente la acumulacion de
carbohidratos solubles y aminoacidos libres (Schellenbaum y col, 1998;
Hernandez-Sebastia y col 2000), favoreciendo el ajuste osmético el cual es un

mecanismo importante de tolerancia a la deshidratacion.

En base a la problematica planteada y al efecto de las micorrizas, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Glomus intraradices asociado a
plantas de fresa (Fragaria x ananassa Duch. cv. Aromas) sobre la acumulacion de
acido abscisico y osmolitos organicos e inorganicos, en condiciones de agobio

hidrico prolongado y sostenido.
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Para llevar a cabo el estudio se diseid un experimento con dos factores:
disponibilidad de agua (riego normal y 34-38% de contenido de agua en el
sustrato) y micorrizacion (inoculacién y sin inoculacion). Las plantas se dejaron
crecer hasta la etapa de fructificacion donde se realizé el muestreo y el posterior
analisis de los factores sobre el crecimiento y acumulacion de osmolitos y acido
abscisico (ABA).

Los resultados obtenidos mostraron que el agobio hidrico disminuye
significativamente el crecimiento de las plantas y bajo estas condiciones la
micorriza no presentd un efecto benéfico, sin embargo en condiciones normales

de riego la micorriza si favorecio la produccion de biomasa en hojas y raices.

Respecto a la acumulacion de osmolitos, estos se incrementaron
principalmente por efecto de la exposicion al agobio hidrico. La concentracion de
carbohidratos solubles, principalmente sacarosa, se incrementé en las hojas en
respuesta a la colonizacion con el hongo. El contenido de ABA-GE se incrementd
en las raices de las plantas asociadas con el hongo en respuesta al agobio hidrico
moderado, de manera que se puede establecer que la presencia de éste hongo

estimula la sintesis de esta hormona en las raices.

Con los resultados obtenidos en este estudio se puede inferir que la
contribucién del hongo a la adaptacion de plantas de fresa al agobio hidrico es
favorecer la acumulacién de carbohidratos solubles en hojas facilitando con esto el
ajuste osmatico para la retencion de agua en las células, y acumulacion de ABA-
GE en raices el cual es trasportado como molécula sefal hacia la parte aérea,
donde es activado e induce el cierre estomatico para evitar la pérdida de agua por
transpiraciéon. Estas dos estrategias mejoran la resistencia de la plantas al agobio

mediante una mejora en el estado hidrico celular.

Los resultados obtenidos indican que el uso de hongos micorricicos
arbusculares puede ser una alternativa para disminuir la cantidad de agua que se

aplica al cultivo de la fresa.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- El agua en las plantas
2.1.1.- Relaciones hidricas

El agua circula entre dos puntos siempre y cuando su potencial
termodinamico no sea igual entre ellos, el potencial hidrico (W) utilizado por los
fisidlogos deriva de este potencial termodinamico y constituye la resultante de
fuerzas de origenes diversos (osmética, capilar, de imbibicion, turgente, entre

otras) que liga el agua al suelo o a los diferentes tejidos del vegetal.

El potencial hidrico de la planta (W) consta de tres componentes, siendo ¥p,
Ys y ¥m los potenciales de presion, solutos y matricos respectivamente, en una
célula o tejido vegetal. El potencial osmotico (Ws) esta determinado por la
concentracion de sustancias osmoticamente activas, y posee valores negativos
que varian con el volumen celular, siendo mas préximo a cero en células

totalmente hidratadas (Azcén-Bieto y Talon, 2000).

Cuando el agua entra en la célula, aumenta el volumen vacuolar y se ejerce
una presion denominada presion de turgencia sobre las paredes celulares. Al
mismo tiempo se desarrolla en direccién opuesta una presion igual a la presion de
turgencia, es decir, desde las paredes al interior celular. Esta ultima presion,
denominada presion de pared, actua como presién hidrostatica, aumenta el estado
energeético del agua en la célula y representa el potencial de presién celular (¥p)
(Azcon-Bieto y Talon, 2000).

El Wp naturalmente adquiere valores positivos siempre que la vacuola ejerza
una presion sobre las paredes circundantes. A medida que se pierde el agua de la
célula, la vacuola se contrae progresivamente con una caida concomitante en la
turgencia celular y Wp. El potencial de presion se hace cero en una etapa
denominada plasmolisis incipiente en la cual la vacuola cesa de presionar sobre

las paredes (Azcon-Bieto y Talon, 2000).
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El potencial matrico (Wm) es negativo y expresa el efecto de los
microcapilares y las superficies de paredes y componentes celulares en la
retencion del agua. Surge como consecuencia de fuerzas que retienen moléculas
de agua por capilaridad, adsorcion e hidratacién, principalmente en la pared

celular y el citoplasma (Azcén-Bieto y Taldn, 2000).

El potencial hidrico en las células vegetales esta determinado
fundamentalmente por el potencial osmético y el potencial de presién ya que el
matrico anteriormente fue despreciable cuando se consider6 a la célula analoga a

un osmoémetro (Hopkins, 1995).

Las relaciones hidricas de las células y tejidos vegetales se pueden
describir mediante el diagrama de Héfler que muestra la interdependencia entre el
volumen celular, ¥, s y ¥p, a medida que la célula pierde agua (Hopkins, 1995;
Azcon-Bieto y Talén, 2000) (Figura 1).

) — —

uniczdes arbitrarias)
(=]

I
3

Presicn

i 5 | |
0.9 1.0 1.1
WYolumen relative del protoplasto

Cé&lulz plasmolizada Turgente

Plasmalisis incipiento

FIGURA 1: Relaciones hidricas de las células y tejidos vegetales mediante el diagrama de Hofler.
Muestra las interrelaciones entre potencial de presién (Wp), potencial de solutos (¥s) y potencial
hidrico (¥) a medida que se modifica el volumen del protoplasto. Se supone que la célula esta
sumergida en agua pura. Al volumen celular en el estado de plasmdlisis incipiente se le asigna un
valor relativo de 1.0. En plasmolisis incipiente el potencial de presién es cero. Un 10% de aumento
en el volumen celular originara una célula totalmente turgente con un cambio pequeno en el
potencial osmético (W¥s), pero con un gran aumento en el potencial de presion (¥p). A plena
turgencia, el potencial osmoético es contrarrestado por el potencial de presion y el potencial hidrico
de la célula es cero. Tomado de Azcéon-Bieto y Taldn, 2000.
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2.1.2.- Movimiento del agua en la planta

Existen dos tipos de movimiento del agua en la planta: flujo masivo y
difusién. El flujo masivo es el movimiento de moléculas de agua y solutos de
manera conjunta en una direccién debido a diferencias de presion. El movimiento
del agua entre o hacia las células vivas o a través del suelo tiene lugar mediante
difusién, en este caso las moléculas de agua se mueven en todas direcciones,

aunque la mayoria en una direccion en particular (Azcén-Bieto y Talon, 2000).

La velocidad del movimiento de las moléculas de agua en estado liquido
mediante difusion es la adecuada para realizar el transporte en las distancias
cortas (micras) que existen a nivel celular. En el transporte a larga distancia hay
que resaltar la mayor importancia del flujo masivo comparado con el movimiento

difusivo.

Una de las razones que ha conducido a una aceptacion generalizada de la
determinacion del potencial hidrico ha sido el hecho de que el movimiento del
agua en la planta se presenta a lo largo de gradientes de disminucion de energia
libre, expresado comunmente como Y. El agua se mueve desde zonas de mayor a
otras de menor potencial hidrico. En el interior de la planta, el potencial hidrico es
mas elevado en las raices disminuyendo progresivamente en el tallo,
observandose los valores mas bajos en las hojas (Hopkins, 1995; Azcén-Bieto y
Talén, 2000).

En resumen el movimiento del agua en las plantas esta regido por
gradientes de potencial hidrico. La integracion del concepto de potencial hidrico
con las vias de flujo correspondientes ha originado el concepto del continuo suelo-
planta-atmosfera, que constituye un modelo util y unificado del flujo del agua

desde el suelo hasta la atmésfera.
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2.1.3.- Continuo suelo-planta-atmosfera

El continuo suelo-planta-atmésfera o SPAC (Soil-Plant-Atmosphere
Continuum) es el tratamiento del movimiento del agua desde el suelo hacia las
raices, a través de la planta y hacia el aire, como una serie de procesos
interrelacionados. Este concepto permite considerar todos los aspectos de las
relaciones hidricas al estudiar el balance hidrico de las plantas (Azcén-Bieto y
Talén, 2000).

El concepto del continuo proporciona una teoria util y unificadora en la cual
el movimiento del agua a través del suelo, raices, tallos y hojas, asi como su
evaporacién hacia el aire, se pueden estudiar en términos de las fuerzas motrices
y las resistencias que actuan en cada segmento. Este concepto también es util
para analizar la manera en que diversos factores del ambiente afectan el
movimiento del agua, por ejemplo, la sequia en el suelo provoca tanto un aumento
en la resistencia al flujo de agua hacia las raices como una disminucién del

potencial hidrico.

2.1.4.- Transporte de agua en las plantas

Para mantener la turgencia de la parte aérea, asi como para posibilitar las
actividades bioquimicas hasta un nivel que asegure la supervivencia, el agua

perdida en la planta mediante transpiracion debe reponerse continuamente.

El agua entra en las raices en respuesta a un gradiente de potencial hidrico
en el xilema establecido por la transpiracién, la transpiracion se define como la
pérdida de agua en forma de vapor. Como la transpiracién genera facilmente un
valor de ¥ para el xilema radical de -0.5 MPa hasta -2 a -3 MPa en la hoja, el
gradiente de potencial hidrico entre la disolucion del suelo y los elementos
xilematicos puede ser muy acentuado, en consecuencia, el agua se movera a

través de la raiz en respuesta al gradiente de potencial (Hopkins, 1995).

14
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El agua que entra en una raiz primaria atraviesa primero la epidermis e
hipodermis y una capa cortical parenquimatica de 5 a 10 células de grosor con
numerosos espacios intercelulares llenos de aire, después pasa a la endodermis
con la banda de Caspari y una vez en su interior se mueve a través de una capa
de periciclo (de varias capas de grosor) antes de alcanzar el tejido vascular
(Azcon-Bieto y Talon, 2000).

Existen tres vias anatomicas diferentes a través de las cuales podria

moverse el agua (Sanchéz-Diaz y Aguirreolea, 2000; Maurel y Chrispeels, 2001):

a) Apoplasto: ruta externa al citoplasma vivo, es decir, el continuo de
paredes celulares.

b) Simplastica: el agua atraviesa la pared celular y el plasmalena para
luego entrar al citoplasma, posteriormente se moveria a lo largo del
continuo citoplasmatico a través de los plasmodesmos que conectan el
citoplasma con las células adyacentes

c) Transcelular: el agua atraviesa el plasmalema y el tonoplasto, de tal
manera que la vacuola pasaria a ser una parte integral de la via de

transporte.

Una vez que el agua ha alcanzado el tejido vascular ésta debe ascender
hacia la parte aérea de la planta. Este proceso puede ser explicado por la teoria
de la tension-cohesion del agua, la cual nos dice que cuando el agua se halla
confinada en tubos con diametro estrecho y paredes humedecibles, como los
vasos y traqueidas xilematicas, al aplicar un tiron desde la parte superior, la
tension se transmitira a través de la columna de agua sin que se pierda el contacto

con la pared del tubo (fuerzas de adhesion) (Tyree, 1997).

Los vasos y traqueidas encierran columnas de agua continuas en forma de
hilos frecuentemente entrelazados que se extienden desde los nervios foliares
hasta el xilema de las raices mas pequefias. Como se menciond anteriormente la
transpiraciéon crea un gradiente de potencial hidrico a través del mesdfilo foliar, lo

que provoca que el agua desaparezca en los extremos de los nervios foliares. La
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pérdida de agua a ese nivel crea una tension en las columnas del xilema cuya

magnitud depende de la intensidad transpiratoria.

La reduccion en el potencial hidrico a nivel de la superficie transpirante
foliar sera transmitida a través del xilema hasta las raices donde provocara que el
agua fluya desde el suelo hacia el interior. En estas condiciones se creara un flujo
en masa continuo desde el suelo, via raices, tallos y hojas, hasta la atmésfera

exterior.

2.2.- Déficit hidrico en las plantas

A medida que un suelo se seca y su potencial hidrico va tomando valores
cada vez mas negativos, las plantas han de disminuir su potencial hidrico con la
finalidad de mantener el gradiente de potencial necesario para la absorcion de
agua (Hopkins, 1995; Azcén-Bieto y Talén, 2000).

Se ha visto que lo anterior puede ocurrir de dos maneras:

a) Disminuyendo el potencial osmaético (por acumulacion de osmolitos)

b) Disminuyendo la turgencia (mediante deshidratacion)

En suelos sometidos a sequia, el mecanismo mas importante es la
disminucién del potencial osmético ya sea por estimulacién de la acumulacién de
iones inorganicos o por un aumento en los niveles de solutos organicos, este
ajuste osmatico puede impedir la pérdida de turgencia de la raiz (Azcon-Bieto y
Talén, 2000).

Cuando no se lleva a cabo un ajuste osmatico, inevitablemente la caida del
potencial hidrico foliar provocara una disminucién de la turgencia, lo que

desencadenara el cierre estomatico y la reduccion de la expansion celular.
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2.2.1.- Respuestas de las plantas al agobio hidrico

La baja disponibilidad de agua en el suelo provoca en las plantas
respuestas complejas que constituyen un problema fundamental para la
agricultura, ya que es probablemente el factor limitante mas importante en la
productividad de los cultivos por imposicion de agobio osmético (Clifford y col.
1998; Shabala y col. 2000). ElI agobio hidrico puede afectar directa o
indirectamente el estado fisioloégico de las plantas por alteracion de su

metabolismo, crecimiento y desarrollo (Garg y col. 2002).

El déficit hidrico es el factor mas importante que causa reducciéon en el
crecimiento de las plantas; como fue reportado por Kerepesi y Galiba (2000),
quienes observaron una disminucion en la produccién de materia seca en cuatro
cultivares de trigo sometidas a agobio inducido por exposicién a polietilenglicol
(PEG, 4000, 180g/kg) durante siete dias.

Los efectos de una baja disponibilidad hidrica en la planta son diversos,
entre estos se encuentran los quimicos e hidraulicos y los fisiologicos vy

metabdlicos
a) Quimicos e hidraulicos

La pérdida de agua en un tejido vegetal tiene los siguientes efectos que
pueden influir en el metabolismo de la planta(Hopkins, 1995; Azcon-Bieto y Talén,
2000)

* Reduccidn del potencial hidrico o la actividad del agua celular

% Disminucion de la turgencia

% Concentracion de moléculas, a medida que disminuye el volumen celular
con la reduccion de la turgencia

s Alteracion de relaciones espaciales en el plasmalema, tonoplasto y

membranas de organulos, debido a cambios de volumen
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% Cambio en la estructura o configuracion de las macromoléculas como
consecuencia de la eliminacion del agua de hidratacion o modificacién de la

estructura de esa agua

b) Fisioldgicos y metabdlicos

El efecto mas importante de un agobio hidrico, aunque este sea leve, es la
reduccion del crecimiento siendo especialmente sensible la expansion celular. Se
sabe que la presion de turgencia de las células en crecimiento proporciona la
fuerza motriz para la expansion celular, pero la tasa real de extension es

controlada por la variacion en el potencial hidrico y la extensibilidad.

Es probable que en casos donde se afecta el crecimiento de la parte aérea
sin que simultdneamente se observen cambios en su estado hidrico, la
modulacion de esa alteracion pueda incluir algunas sefales desde la raiz a la

parte aérea.

Durante agobios leves y moderados puede continuar la sintesis de
materiales de pared celular, de tal modo que el retraso en el crecimiento durante
un agobio corto se puede superar tras la recuperaciéon o desaparicion éste. La
division celular es menos sensible que la expansion celular al agobio hidrico.
Ademas de la inhibicidén del crecimiento, la baja disponibilidad de agua también
modifica el desarrollo y la morfologia vegetal, por ejemplo bajo estas condiciones
se conduce a grandes aumentos en la relacién raiz/parte aérea (Azcon-Bieto y
Talén, 2000).

La disminucién en la tasa respiratoria se acompafa siempre de una
disminucion en la absorcion de CO, y por lo tanto de la fotosintesis. ElI agobio
hidrico también afecta a la fotosintesis a través de sus consecuencias en los

procesos enzimaticos, transporte electrénico y contenido de clorofila.

La transpiracion se reduce como consecuencia de la inhibicién del

crecimiento de la parte aérea y por el contrario se suele incrementar la capacidad
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absorbente de las raices por unidad de superficie, al resultar el crecimiento de la

raiz menos afectado por el agobio hidrico.

Practicamente todos los aspectos del metabolismo y la estructura fina
celular se ven afectados por una baja disponibilidad de agua en el suelo. Muchos
de estos cambios se pueden considerar como adaptativos pero frecuentemente es
dificil distinguir entre los que son consecuencia de lesién celular o tisular de los

que representan aclimatacion.

2.2.2.- Mecanismos de las plantas paratolerar el agobio hidrico

Existen grandes diferencias en la capacidad de las plantas para tolerar la
sequia, algunas de estas diferencias son consecuencia de adaptaciones en la
planta entera, tales como sistemas radicales dispersos y profundos; otras
adaptaciones tienen lugar a nivel de organo como hojas cutinizadas y un buen
control estomatico de la transpiracion, mientras que otras como el ajuste osmotico

y la tolerancia a la desecacién se producen a nivel celular.

Existen dos tipos de mecanismos para tolerar el agobio hidrico, la evitacion y

tolerancia a los déficit hidricos:

a) Evitacién del déficit hidrico

La forma mas comun de regular el equilibrio hidrico y mantener la turgencia
es reducir la pérdida de agua. Entre los mecanismos mas frecuentes se deben
considerar: una capacidad para cerrar los estomas rapida y completamente antes
de que las células se dafen por desecacion, posesion de una cuticula gruesa y

muy impermeable, la pérdida de hojas, y la reduccion de la transpiracion.
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b) Tolerancia al déficit hidrico

Existen varias maneras mediante las cuales las plantas mantienen su
actividad fisiolégica a medida que disminuye el contenido hidrico o W. Una de ellas
es el mantenimiento de la turgencia que se lleva a cabo principalmente mediante

un ajuste osmotico.

Cuando disminuye el potencial osmotico de los tejidos en respuesta al
desarrollo de déficit hidricos internos es importante separar el componente que
resulta de una concentracion pasiva de solutos debida a una deshidratacion del

tejido, del originado por una acumulacién activa de los mismos (ajuste osmaético).

En condiciones de agobio hidrico el ajuste osmdtico posibilita el
mantenimiento de la turgencia y de los procesos dependientes de la misma tales

como expansion y crecimiento celulares, abertura estomatica, fotosintesis, etc.

Durante el curso del agobio hidrico las células deben reajustar su potencial
osmaotico para prevenir la pérdida de agua, lo cual puede ser llevado a cabo por la
absorcion de iones inorganicos de la solucién del suelo o por la sintesis de novo
de solutos compatibles, como aminoacidos, poliaminas, polioles, aminas
cuaternarias y carbohidratos solubles, los cuales actuan como osmolitos (Clifford y
col. 1998, Kerepesi y col, 1998, y Kerepesi y Galiba, 2000; Sanchez-Diaz y
Aguirreolea, 2000; Shabal y col. 2000). Estos dos procesos difieren en escala de
tiempo, cambios inmediatos en los flujos de iones se cree que proveen una
repuesta rapida de ajuste osmoético mientras que la modulacion fina por medio de

sintesis de solutos compatible se da en horas y dias (Lew, 1996).

2.2.3.- Acumulacién de osmolitos (solutos compatibles) como mecanismo

para tolerar el agobio hidrico en las plantas

Como se ha mencionado anteriormente el agobio hidrico es el mayor factor
ambiental que afecta la productividad de los cultivos; una adaptacion importante

de las plantas a este agobio es el incremento de la concentracion de solutos
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intracelulares, tales como la prolina, carbohidratos solubles y osmolitos
inorganicos como nitratos, lo que facilita que se mantenga el potencial de presion

celular.

a) Acumulacién de carbohidratos solubles

La principal funcién de los carbohidratos en las plantas es almacenar
energia quimica y como material de construccion durable para estructuras
biologicas (Karp, 1998). Las plantas vasculares contienen un amplio rango de
carbohidratos solubles; su naturaleza quimica y las cantidades varian en espacio y
tiempo, de especie a especie, 6érgano a 6rgano, y tejido a tejido, asi como durante

el dia y con la estacion (Kerepesi y col., 1996).

Los cambios en la concentracion de carbohidratos son de particular
importancia porque tienen una relacion directa con procesos fisiolégicos como
fotosintesis, traslocacion y respiracion. Entre los carbohidratos solubles, la
sacarosa, trehalosa y fructanos tienen un potencial en la adaptacion al agobio
hidrico (Kerepesi y Galiba, 2000; Garg y col. 2002); esto se debe a que los
azucares protegen a las membranas contra la deshidratacion por induccién de la
formaciéon de wuna pelicula a temperatura fisiologica y los componentes

polihidroxilados pueden reemplazar el agua estructural (Kerepesi y col. 1998).

La sacarosa tiene la habilidad de estabilizar proteinas, asistiendo el
plegamiento de polipéptidos desnaturalizados por proteinas chaperonas, y tiene
un efecto protector de lipidos de membrana durante la deshidratacién mediante el
reemplazo del agua para mantener los fosfolipidos en la fase liquido-cristalina
(Kerepesi y Galiba, 2000; Hincha y Hagemann, 2004).

La acumulacion de azucares reductores (glucosa y fructosa) en los
mecanismos adaptativos, es mas controversial y frecuentemente su acumulacion
es detrimental desde diferentes puntos de vista; aunque autores como Kerepesi y

col. (1998) mencionaron que en algunas variedades de trigo (Sakha-8 vy
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Kobomugi) la glucosa y la fructosa tienen un papel importante, ya que se
incrementaron en todos los 6rganos de variedades tolerantes como una respuesta
temprana al agobio hidrico y esto se debe a que la glucosa participa
intercalandose en las proteinas mediante reacciones de glicosilacion entre los
grupos amino y carboxilo, lo que se conoce como reaccion de Maillard (Koster y
Leopold, 1988).

Por su parte la trehalosa es un disacarido no reductor y se ha visto que
estabiliza eficientemente enzimas, proteinas y lipidos de membrana
deshidratados, asi como también protege estructuras bioldgicas de dafio durante
la desecacién (Garg y col. 2002). En el reino vegetal la mayoria de las especies no
parecen acumular cantidades detectables de trehalosa con excepcién de las
plantas de la resurreccion (Selaginella lepidophylla) que son altamente tolerantes

a la desecacion.

b) Acumulaciéon de aminoacidos libres

Los aminoacidos son los bloques de construccion de las proteinas, no son
unicamente importantes para la estructura de la célula sino que también controlan
y dirigen las reacciones quimicas que constituyen los procesos de la vida (Morot-
Gaudry y col., 2001).

Los aminoacidos pueden ser sintetizados tanto en las raices, hojas,
semillas o en los frutos, dependiendo de los sitios de reduccion del nitrato y
remobilizacion del nitrégeno. Por ejemplo en las leguminosas mucho del nitrato es
reducido y covertido a la forma organica (asparagina y glutamina) en las raices

antes de transportarse en el xilema (Morot-Gaudry y col., 2001).

La asparagina es el principal compuesto involucrado en el transporte de
nitrégeno en las plantas de fresa, ya que es el mayor componente del xilema y

floema y de los tejidos (Hernandez-Sebastia y col., 2000).
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El agobio hidrico induce un cambio caracteristico en los niveles de
aminoacidos libres, especialmente un gran incremento en la prolina libre y las
amidas. La acumulacion de amidas se piensa que es el resultado de la
incorporacion de grupos amonio libres liberados por desaminacion de
aminoacidos, los cuales fueron liberados por protedlisis inducida por el agobio
hidrico (Barnett y Naylor, 1966).

Los aminoacidos también forman parte de los osmolitos que se acumulan
es respuesta a diferentes agobios ambientales. Durante agobio por salinidad,
Gilbert y col. (1998) encontraron que varios aminoacidos se acumularon tanto en
los tejidos demanda como en los fuente de Coleus blumei, incluyendo arginina,

asparagina y serina.

Un aminoacido particularmente importante en diferentes tipos de agobio es
la prolina (Pro), este aminoacido actua como osmoprotector. Yamada y col.
(2005), investigaron el mecanismo de respuesta a agobios ambientales y la
acumulacion de Pro en plantas de petunia (Petunia hybrida) y en plantas
transgénicas transformadas con genes que inducen la producciéon de Pro bajo
condiciones de agobio (AtP5C5 y OsP5C5); ellos observaron que en agobio
hidrico la Pro llegé a representar el 60% del total de los aminoacidos en las
petunias de tipo silvestre, mientras que en las control los aminoacidos mas
abundantes fueron el acido aspartico y glutamico. Las plantas transgénicas por su
parte presentaron niveles elevados de Pro (debido a la sobreexpresiéon de P5C5)
en comparacion con las silvestres y también mostraron mayor tolerancia al agobio
hidrico que las de tipo silvestre; esto revela una clara correlacion entre la
sobrevivencia de las plantas y la acumulacion de prolina durante los agobios

ambientales.
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2.2.4.- Acumulacion de acido abscisico como mecanismo para tolerar el

agobio hidrico

El acido abscisico (ABA) es bien conocido como la hormona del agobio y
desempeia un papel importante en la respuesta al agobio hidrico, tanto a nivel de
planta entera como a nivel celular. La base de que sea considerado como la
hormona del agobio es por su rapida y masiva acumulacion, bajo condiciones de
agobio hidrico éste podria estar involucrado en la senalizacion de raiz a brote de
una baja disponibilidad de agua en el suelo (Qi y col., 1998; Goicoechea y col.,
2000; Jia y Zhang, 2000). El rapido incremento se da cuando la presion de

turgencia estd muy cercana a cero.

El ABA es un regulador esencial del crecimiento de las plantas, se
encuentra en pequefas cantidades en todos los tejidos vegetales. Esta hormona
(C15H2004) es un sesquiterpeno apocarotenoide que se sintetiza en los
cloroplastos y otros plastidios mediante excision oxidativa de los epoxi-

carotenoides neoxantina y violaxantina (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

El ABA es un acido débil (pKa= 4.75), las membranas son permeables a la
forma protonada, mientras que no lo son al i6n disociado, por lo que su
acumulacion se producira en los compartimentos celulares alcalinos. La
distribucion de ABA depende de los valores relativos de pH de los compartimentos
intra y extracelulares. Recientes trabajos han mostrado que la alcalinizacion de la
savia del xilema es una respuesta comun a varios agobios ambientales (Azcon-
Bieto y Talén, 2000; Dodd y col. 2003).

En respuesta al agobio hidrico los niveles de ABA aumentan primero en el
apoplasto que en cualquier otro lugar de la hoja, ya que se produce el gradiente de
pH entre el citoplasma y el apoplasto y en consecuencia se promueve el flujo de
ABA desde la célula (Figura 2).
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cierrede
estomas

Agobio Condiciones normales
Sintesisde ABA-H* pH7.2 pH6.3

Sintesis de ABA-GE

FIGURA 2. a) Flujo de ABA libre y conjugado (ABA-GE) a través de xilema hacia la parte aérea de
las plantas. b) Diagrama de una seccion transversal de hoja mostrando el flujo del ABA libre y
conjugado desde el xilema hasta las células guarda. Bajo condiciones normales de riego el ABA es
redistribuido a las células del mesdfilo y de la epidermis (derecha). Cuando la savia se vuelve mas
alcalina por efecto del agobio hidrico el ABA se desprotona y no puede redistribuirse entre las
células del mesdfilo aumentado la concentracion que llega a las células guarda, bajo condiciones
de alcalinizacion las células del meséfilo pueden liberar ABA. El acido abscisico también puede ser
trasportado en forma conjugada con un azucar, en esta condicion el ABA es inactivo, pero puede
activarse por la accion de glucosidasas presentes en el mesdfilo. Figura modificada de Sauter y
col. (2001), y Soberon y col. (1998).

La funcion del ABA protegiendo las plantas frente al agobio hidrico es
doble, reduce la transpiracion e induce la sintesis de proteinas que favorecen la
resistencia a la desecacion. La acumulacion de ABA en respuesta al agobio
hidrico consiste de complicadas cascadas de sefalizacion de la percepcion de
agobio, transduccion de la sefial intracelularmente, posible activacion de genes y
finalmente la regulacion y/o expresion de las enzimas de biosintesis de ABA vy

otras proteinas (Azcon-Bieto y Taléon, 2000; Jia y Zhang, 2000).

El ABA induce el cierre de los estomas inhibiendo un H*-ATPasa de la
membrana plasmatica de las células guarda. Esta enzima transfiere protones fuera
de las células guarda y favorece la entrada y acumulacion rapida de K*, lo que
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fomenta la entrada de agua y la apertura de los estomas. Sin embargo cuando el
ABA actua en la superficie exterior de la membrana de las células guarda se
invierte este proceso de forma que cesa el flujo de K* al interior, se reduce la

turgencia y finalmente se cierran los estomas.

El ABA puede sintetizarse en las células guarda o puede ser el resultado de
la redistribucion dentro de la hoja en respuesta al déficit hidrico. Debido a que las
células guarda no estan conectadas con sus células mediante plasmodesmos, el
ABA llega a ellas via apoplasto (Figura 2). Las altas concentraciones de ABA bajo
condiciones de déficit hidrico no son solo el resultado de la sintesis y redistribucion
en la hoja sino que también puede sintetizarse en la raiz. Se ha comprobado que
cuando esta hormona se sintetiza en las raices se transporta a través del xilema a
las hojas, donde ocasiona el cierre de los estomas aunque no se haya producido
ningun cambio en el estado hidrico de las hojas (Franks y col., 2001; Sobeih y cal.,
2004) (Figura 2).

El aporte de ABA de las raices proviene principalmente de los apices
radiculares, sirve como una sefial mediante la cual las plantas regulan su estado
hidrico en los suelos secos para adaptar su funcionamiento antes de que la baja

disponibilidad sea mas intensa.

Dependiendo de la velocidad de transpiracion el ABA puede ser llevado
desde las raices hacia la parte aérea y también puede ser tomado de la solucion
del suelo, el cual contiene concentraciones que oscilan entre 1 y 10nM. El ABA
endogeno también puede ser liberado a la solucion del suelo aunque esto puede
ser retardado por la exodermis, resultando en un incremento en la concentracion

en el apoplasto de las raices (Freundl y col., 2000)
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2.3.- El cultivo de la fresa
2.3.1.- Panorama del cultivo de la fresa en México y el mundo

De ser el cuarto productor mundial, México ha caido en los ultimos cinco
afnos a la novena posicion; mientras que en exportacion ocupa el cuarto lugar
(FAO, 2005), siendo su principal mercado los Estados Unidos, reportando divisas

al pais por arriba de los mil millones de pesos (SEDAGRO, 2004).

A pesar de que el cultivo de la fresa ocupa menos del uno por ciento de la
superficie total del pais dedicada a la agricultura, tiene un lugar importante por el
papel econémico a nivel regional y nacional que representa su produccion. La
importancia radica en dos aspectos: 1) el numero de empleos que genera en la
época de cosecha y en las diversas actividades que se desarrollan en la
agroindustria (650 jornales anuales directos por hectarea en campo y otra cantidad
similar en el empaque y en la industria) y 2) las grandes inversiones que se llevan
a cabo para su produccion (es un cultivo con altos costos de produccion pero
también econdmicamente rentable) (SEDAGRO, 2004).

El principal estado productor de fresa en el pais es Michoacan, seguido de
otras regiones, principalmente Baja California y Guanajuato (SAGARPA, 2006). En
Michoacan se produce el 63% de la produccion total del pais y dentro del estado la
fresa se cultiva en 23 municipios siendo Zamora, Maravatio, Jacona, Ixtlan y

Panindicuaro los principales productores (SIACAP, 2005).

Del 70 al 80% de la producciéon total en Michoacan se destina al
procesamiento industrial; el resto al mercado fresco interno y al de exportacién
donde tiene mas de cuatro décadas abasteciendo al mercado norteamericano
como complemento de alimentos que se industrializan de manera fresca y

congelada.
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2.3.2.- Descripcion botanica de lafresa

La fresa de frutos gruesos cultivada actualmente ha sido reconocida como
un hibrido de Fragaria virginiana y Fragaria chiloensis y se designa botanicamente

como la especie Fragaria x ananassa Duch (Branzanti, 1989).

La fresa pertenece a la familia de las rosaceas, son plantas herbaceas
perennes y debido a su origen hibrido se adaptan a las mas variadas condiciones
climaticas, desde los climas tropicales y subtropicales hasta los paises

escandinavos (Branzanti, 1989).

Las plantas de fresa poseen un sistema radicular fasciculado, constituido
por un gran numero de raices y raicillas (Maroto y Lopez, 1988). Las raices se
extienden aproximadamente unos treinta centimetros alrededor de la corona y se
ramifican oblicuamente penetrando en profundidad hasta unos 30 cm. La mayor
parte se desarrolla superficialmente, del 50 - 90% se encuentra en los primeros 10
- 15 cm (Hancock, 1999), de tal manera que las necesidades hidricas son
satisfechas en los primeros 30 cm, aunque la planta pueda conseguir agua

también a mayores profundidades.

El tallo esta constituido por un eje corto de forma cénica llamado corona, en
el que se observan numerosas escamas foliares. De esta corona pueden partir, a
través de yemas axilares, unas ramificaciones laterales denominadas estolones,
que se caracterizan porque poseen entrenudos muy distanciados entre si, en los

que aparecen rosetas de hojas y raicillas adventicias (Maroto y Lopez, 1988).

Las hojas aparecen en roseta y se insertan en la corona en un arreglo
espiral (cada sexta hoja esta sobre la primera), son largamente pecioladas y
provistas de dos estipulas rojizas, su limbo ésta dividido en tres foliolos
pediculados de bordes aserrados y con el envés recubierto de tricomas (Maroto y
Lopez, 1988). Tienen alta densidad estomatica (300-400 mm?) lo que permite una
transpiracién intensa (una planta en un dia caluroso puede transpirar medio litro
de agua) (Branzanti, 1989).
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De las axilas de las hojas parten las inflorescencias, de pedunculo mas o
menos largo, en forma de racimos, cimas biparas o unifloras. Las flores son
actinomorfas dotadas de un involucro bracteal subacalicino, caliz gamosépalo y
pétalos blancos. El fruto es un poliaquenio conocido botanicamente como “eterio”,
en el que la parte comestible, que es el receptaculo hipertrofiado, aloja numerosos

aquenios (Maroto y Lépez, 1988).

Los frutos estan compuestos de aproximadamente el 90% de agua y el 10%
de solidos solubles totales y contiene numerosos componentes importantes en la

dieta, como por ejemplo un alto contenido de vitamina C (Hancock, 1999).

2.3.3.- Necesidades hidricas del cultivo

La mayoria de los cultivares de fresa son propensos al agobio hidrico, sin
embargo hay una gran cantidad de variabilidad en tolerancia entre especies
(Hancock, 1999). El manejo del riego resulta de una importancia fundamental en

este cultivo.

En las primeras fases de cultivo es importante asegurar un buen suministro
de agua en todo momento a las plantas, para conseguir un buen enraizamiento. El
riego por aspersion como sistema unico o complementario en estos estadios es tal

vez el que proporciona mayores resultados (Maroto y Lopez, 1988).

La planta de fresa tiene una alta demanda hidrica que se debe a que sus
frutos tiene un alto contenido de agua, su sistema radical es poco profundo,
presenta una gran area foliar y a la alta densidad estomatica (Klamkowski y
Treder, 2006). Este cultivo tiene una demanda de 7,000-12,000 m® ha* ciclo™
(Lobit, 2007), cifra muy semejante a las exigencias de una plantacién de
melocotonero, sin embargo, éste extrae agua de una capa de terreno de 100cm de
espesor, mientras que la fresa tiene la mayor parte de sus raices concentradas en
la zona superficial y absorbe la mayor parte de sus necesidades hidricas de los

primeros 30-40 cm (Branzanti, 1989).
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Debido a que la fresa es exigente en agua, una buena disponibilidad hidrica
representa la base necesaria para una buena produccion, una disminucion en el
aporte de agua puede llegar a mermar parcial o totalmente la produccion. Por lo
anterior el agricultor generalmente abusa en la aplicacion de cantidades muy por
arriba de las calculadas para el cultivo, ya sea por desconocimiento o por
considerar que con una mayor cantidad de agua se obtienen mejores

rendimientos, ademas de que evita la aparicion de plagas como la arafa roja.

Debido a la importancia que el cultivo de la fresa representa, la CNA
autoriza el uso de 35,000 m® ha® ciclo” (CNA, 2005), esta cantidad excede por
mucho la demanda del cultivo, favoreciendo asi la pérdida de casi dos terceras
partes del total de este recurso vital no renovable por infiltracion o evaporacion. La
péerdida de agua al subsuelo conlleva a problemas ambientales ya que aunado a
las aplicaciones excesivas de fertilizantes, la infiltracion de agua favorece la
lixiviacién de éstos (principalmente nitratos) contaminando los mantos freaticos
subterraneos. Por lo antes mencionado es importante buscar alternativas que nos
permitan hacer un uso eficiente del agua en los cultivos de fresa, evitando al

maximo su desperdicio.

2.3.4.- Respuestas de las plantas de fresa al agobio hidrico

Una baja disponibilidad de agua induce una serie de respuestas
morfoldgicas, fisioldgicas y adaptativas, por ejemplo se reducen la fotosintesis,
transpiracién, conductancia estomatica y la concentracién de CO,. Dentro de las
respuestas morfolégicas se encuentran la reduccion del crecimiento de la parte
aérea mientras que se mantienen el desarrollo de las raices. Analisis
microscopicos mostraron que el agobio hidrico afecta la densidad y tamano de los
estomas por ello el intercambio gaseoso se ve afectado (Klamkowski y Treder,
2006).

Modificaciones en la densidad y tamafo de los estomas indican que estos

juegan un papel importante en el sense de cambios ambientales, estas
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modificaciones contribuyen a optimizar el uso de asimilados y el uso de agua en

periodos donde la disponibilidad de agua disminuye.

La respuesta al agobio hidrico es dependiente de la severidad y duracion.
La tolerancia al agobio hidrico por parte de las plantas de fresa esta asociada
principalmente a la especie; las fresas resistentes al agobio hidrico llevan a cabo
un ajuste osmotico, incrementan la elasticidad de la pared celular, hacen un uso

mas eficiente del agua y los radios de raiz/brote se incrementan.

El ajuste osmoético en Fragaria ocurre a través de la acumulacion de
carbohidratos. En plantas de F. chiloensis sometidas a agobio hidrico se ha visto
que la concentracion de carbohidratos solubles se incrementa de 1.4 a 2.4 veces
en un ciclo de marchitez, la glucosa y fructosa son los carbohidratos primarios
representando mas del 50% del total de los carbohidratos solubles totales de la
hoja, la concentraciéon de almidén también se afecta en esta especie de fresa
(disminuye entre un 4 y 6% de las plantasno agobiadas). Los aminoacidos libres
se incrementan de 1.8 a 2.7 en respuesta al agobio (en esta especie la prolina no
fue detectada). En planta de F. virginiana estos cambios en la concentraciéon de

solutos y almidén no fueron consistentes (Zhang y Archbold, 1993).

2.3.5.- Alternativas para optimizar los aportes de agua al cultivo de la fresa

Se ha visto que algunos aspectos del crecimiento de la planta de fresa son
sensibles a la sequia, por ejemplo la expansién y produccion de hojas, la
produccion de estolones, el desarrollo de la raiz y el niumero y peso de los frutos.
El grado en que estos aspectos son afectados depende principalmente del estadio

de desarrollo de la planta.

La fresa al igual que otros cultivos requiere de irrigacion para un optimo
crecimiento y produccion, la menor disminucion en el aporte de agua pone en
riesgo la produccion parcial o totalmente. En los cultivos de fresa el riego por

gravedad es el mas ampliamente utilizado a pesar de que es bien conocido la baja
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eficiencia de uso de agua en este sistema, la literatura reporta entre un 50 y 60%

de eficiencia (Monroy y col., 2002).

En el campo actualmente se hace uso de tecnologias como riego localizado
y acolchado para evitar la pérdida y/o desperdicio de agua, sin embargo el uso de
estos sistemas de irrigacion requiere infraestructura que es muy costosa por lo
que el uso de las micorrizas resulta ser una opcion viable para reducir la aplicacion

de agua en los cultivos de fresa por parte de los productores.

a) Acolchado

El sistema de acolchado en los cultivos de fresa tiene varias ventajas, a)
mantiene los frutos limpios, b) incrementa el tamano, c) produccion y d)calidad de
las fresas, estas caracteristica se deben a que evita la pérdida de agua por
evaporaciéon fomentando con ello una mayor humedad en la zona radical, controla
malezas evitando asi el uso de herbicidas, proporciona una mayor temperatura al
suelo y favorece la estructura del terreno (Maroto y Lopez, 1988; Yuan y col.
2004) (Figura 3).

FIGURA 3. Cultivo de fresa en el que se emplea la técnica de acolchado
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Para el acolchado por lo general se utiliza plastico de polietileno,
generalmente de color negro para evitar el crecimiento de malas hierbas, teniendo

asi mismo una incidencia positiva en el adelanto de la produccion.

b) Riego localizado

El riego localizado es otra tecnologia que se ha implementado en los
cultivos de fresa. Esta técnica ofrece una disminucion tanto en la cantidad de agua
que se aplica a las plantas como en los fertilizantes, ya que estos van disueltos en
el agua, debido a que solamente la zona radical de la plantas es suplida con agua
permite que la disponibilidad de nutrimentos se localice en un area muy cercana a
la zona de maxima actividad y desarrollo radical del cultivo de la fresa, evitando

asi la lixiviacién de nutrimentos (Monroy y col, 2002).

Ademas, una alta frecuencia en la aplicacion de agua mediante un riego
localizado minimiza al suelo como un reservorio de almacén de agua, provee
diariamente los requerimientos de agua a una proporcién de la zona radical de
cada planta, y mantiene un alto potencial matrico del suelo en la rizésfera para
reducir el agobio hidrico (Garcia y Briones, 1997; Yuan y col., 2004). Se estima
que este sistema comparado con el riego por gravedad genera un ahorro de agua
y fertilizante que puede ser de hasta 80 y 60% respectivamente (Garcia y Briones,
1997).

Vazquez-Galvéz y col. (2007) realizaron un trabajo donde vieron el efecto
del nitrégeno sobre el crecimiento y rendimiento de la fresa regada por goteo y
gravedad, ellos observaron que el riego localizado produjo 17% mas materia seca
que el riego por gravedad. Lo anterior demuestra que la mayor produccion de
materia seca no solo se relaciona con una mayor eficiencia en el uso del agua sino
también en la asimilacion del nitrogeno, ya que éste no se pierde por lixiviacion o

volatilizacion.
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Con esta tecnologia se pretende que la solucion nutritiva solo se aplique en
el area radical, maximizando asi la absorcion de ésta y evitando pérdidas y
contaminacion, aunque no existen recomendaciones sobre el uso de agua y dosis
de fertilizantes precisos para el cultivo de la fresa, por lo que el agricultor hace un

uso empirico del agua.

La implementacion de la técnica de riego localizado tiene varias ventajas
comparada con el riego por gravedad, ademas de un ahorro en agua y
fertilizantes, se incrementa el rendimiento y la calidad de los frutos, hay menos
crecimiento de hierbas, ahorro en pesticidas y control de ciertas enfermedades,
acelera el proceso de maduracion, mejora la penetracion de las raices en el suelo,
y puede operar en suelos con muy baja tasa de infiltracion (Garcia y Briones,
1997).

c) Hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Los sistemas antes mencionados para eficientizar el uso del agua requieren
de infraestructura que es costosa y que ademas necesita vigilancia constante para
que funcione como se espera. Otra alternativa sobre este tema es el uso de

hongos micorricicos arbusculares.

La asociacion micorricica arbuscular es formada entre las raices de mayoria
de las plantas superiores y hongos Zygomycetes pertenecientes al orden de los
Glomales (solo 150 especies agrupadas en 10 géneros son capaces de formar
micorrizas) (Gianinazzi-Pearson, 1996; Harrier, 2001, Redecker, 2005). Se estima
que mas del 80% de las plantas terrestres forman este tipo de asociacion,
incluyendo las especies con importancia agricola (Benabdellah, et al 1999; Harrier,
2000; Orcutt y Nilsen, 2000).

Las relaciones entre los HMA y la planta hospedera es usualmente
considerada no especifica, esta relacion se encuentra altamente regulada a nivel

estructural y fisioldgica (Ruiz-Lozano y col. 1995a).
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Las interacciones entre el HMA y una planta inician cuando la hifa de una
espora germinada hace contacto con la raiz del hospedero, este paso es seguido
por la formacién de un apresorio que facilita la penetracion de una hifa. De los
puntos de penetracion, el micelio interno crece entre las células epidérmicas y
pasa a través de la hipodermis y coloniza las células del parénquima de la raiz. En
el parénquima el micelio interno prolifera intensamente inter e intracelularmente,
aqui el desarrollo del hongo culmina con la formacién de haustorios conocidos
como arbusculos. Estas estructuras fungicas establecen una gran superficie de
contacto con el protoplasto de la planta (Gianinazzi-Pearson, 1996; Bago y col.,
2000; Graham y Miller, 2004) (Figura 4).

A los arbusculos se les atribuye un papel clave en el intercambio de
nutrimentos entre la planta y el hongo, estas estructuras efimeras son hifas
ramificadas dicotomicamente que permanecen apoplasticamente (no penetran la
membrana celular)(Gianinazzi-Pearson, 1996; Bago y col., 2000; Graham y Miller,
2004). Los arbusculos alcanzan su desarrollo completo en varios dias luego de

esto inicia la senescencia.

Dos tipos morfologicos de colonizacion han sido descritas, Arum y Paris
(Smith y Read, 1997, citado en Graham y Miller, 2004). El tipo Arum es definido
por un crecimiento extenso de hifas intercelulares en el parénquima de la raiz y el
desarrollo de arbusculos terminales en las hifas intercelulares. El tipo Paris se
define por la ausencia de micelio intercelular y la presencia de hifas enrrolladas

intracelularmente (coils).

La colonizacion de la raiz es acompafada por el desarrollo de una red
extensa de hifas extrarradicales en el suelo, la cual incrementa la absorcién y
traslocacion de los nutrimentos de baja difusividad, principalmente fosfato, del
suelo a la planta (Jakobsen, 1998; Bago y col.,, 2000). EI hongo que es un
simbionte obligado obtiene las fuentes de carbono de la hospedera (Gianinazzi-
Pearson, 1996).
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Este intercambio de nutrimentos bidireccional entre el hongo vy la planta es
la principal base del mutualismo de la asociacion y se piensa que ocurre en la

interfase del arbusculo-célula radical.

Esta simbiosis usualmente incrementa la biomasa de Ila planta,
especificamente en fresa Silva y Paterson (1996) vieron que la inoculacién con
HMA mejoran crecimiento de plantas de fresa, este efecto se observa incluso en
suelos donde existe deficiencia de fésforo (Paraskevopoulou-Paroussi y col.,
1997).

FIGURA 4. Caracteristicas morfolégicas relevantes al metabolismo del hongo micoriicico
arbuscular (Bago y col., 2000). A, esporas germinadas en el suelo al final de su crecimiento
soprofitico, siendo incapaces de terminar su ciclo de vida a menos que encuentren una raiz
hospedera que colonizar. B, espora después de una colonizacion exitosa, el HMA se diferencia
intrarradicalmente formando diferentes estructuras, las mas representativa son los arbusculo (C). Al
mismo tiempo el hongo desarrolla un micelio extraradical con diferentes estructuras caracteristicas:
basidios (D), esporas en los basidios y esporas liberadas al medio (F).
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El costo de estos beneficios radica en la demanda de compuestos
carbonados (los azucares son los candidatos mas fuertes) por lo que se sabe que
la planta dirige una fraccién significante de los fotosintatos, y se estima que un
incremento entre un 4% y 26% de los fotoasimilados son dirigidos hacia los
sistemas radicales micorrizados (Bago y col. 2000; Graham y Miller, 2004;
Redecker, 2005).

Las células corticales de la raiz de la planta liberan azucares a la interfase
planta-hongo por eflujo pasivo que puede ser estimulado por la presencia del
hongo. La evidencia que fotoasimilados son dirigidos hacia la células con
arbusculos es soportada por estudios que muestran la regulacién de genes
involucrados en la hidrélisis de sacarosa, tales como la sacarosa sintasa y la

invertasa acido soluble (Graham y Miller, 2004).

NMR vy radiorespirometria indican que el micelio intraradical puede tomar y
usar hexosas en la raiz, principalmente en la forma de glucosa. La absorcién de
carbono en la interfase puede ser pasiva con un gradiente de concentracion
mantenido por la rapida conversion del carbono tomado, como fue propuesto por
Bevedge (1975) y consistente con la conversion de hexosas a trehalosa y
glicégeno observada por Shachar-Hill y col. (1995) citados por Bago y col. (2000),
y Graham y Miller (2004) (Figura 5).

37



Flores-Cortez, 2007

Hexose

/!
Hexose =7\
T

Intraradical Extraradical

FIGURA 5. Rutas bioquimicas del metabolismo activo del carbono en la fase intraradical y
extraradical del HMA. 1, Micotondria; 2, glioxisoma; 3, cuerpos lipidicos. Tomado de Bago y col.
2000.

Los altos niveles de expresion de ATPasas en el micelio intraradical indican
procesos de transporte activo, cinco y dos ATPasas se han identificado en G.
intraradices y G. mosseae, respectivamente (Graham y Miller, 2004). El micelio
extraradical es incapaz de tomar hexosas exogenas de manera que los
requerimientos de carbono son abastecidos por traslocacion de TAG desde el
micelio intraradical y por catabolismo y gluconeogenesis via el ciclo del glioxilato,
también puede haber exportacién de glicogeno desde el micelio intraradical
(Figura 5).

La traslocacién de los compuestos carbonados desde el micelio intraradical
al extraradical parece llevarse a cabo en vacuolas tubulares a lo largo de las hifas
(Ashford y Allaway, 2002 en Graham y Miller, 2004).
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2.3.6.- Las micorrizas y las relaciones hidricas en plantas

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son importantes en la
agricultura porque mejoran las relaciones hidricas de las plantas incrementando
con esto la resistencia a la sequia y también mejoran la absorcion de minerales,

lo que reduce el uso de fertilizantes (Ruiz-Lozano y col. 1995a).

Los HMA pueden incrementar la resistencia de las plantas a la sequia
mediante un numero de mecanismos, tales como un incremento en la
conductividad hidraulica, desarrollo de un sistema radicular superior (Borkowska,
2002), regulacion estomatica quizas mediante hormonas, absorcién de agua por la
hifas, ajuste osmético y cambios en la elasticidad de la pared célula (Ruiz-Lozano
y Azcén, 1995b). De manera que la micorriza puede ser mas importante para el
crecimiento de las plantas bajo condiciones de sequia, debido a que la
contribucion de la hifa del HMA es extender la superficie de absorcion de las
raices asi como la habilidad para explorar un volumen mayor de suelo y de esta

manera poder proveer a la planta agua y nutrimentos (Bago y col., 2000).

Las hifas tienen un diametro de 2-5um de manera que pueden penetrar
poros del suelo que son inaccesibles para los pelos radiculares (10-20 uym de
diametro). El total de la longitud de una hifa puede alcanzar 50 m cm™ de acuerdo
a Allen (1991) citado por Ruiz-Lozano y Azcon (1995b), quien estimo que la
velocidad del transporte de agua de la hifa extraradical a la raiz es 0 .28 ng s™ por

punto de entrada, un nivel suficiente para mantener relaciones hidricas normales.

Lo anterior fue comprobado por Ruiz-Lozano y Azcon (1995), ellos
concluyeron que la absorcion de agua por la hifa es soportado por un incremento
en el contenido de agua de la hoja en los tratamientos micorrizados unicamente y
que esto favorece el intercambio gaseoso de la hoja, y que la contribucion de la
hifa a la absorcién de agua y nutrimentos se debe efectivamente a su habilidad
para explorar un mayor volumen de suelo. Los autores también observaron
diferencias en la capacidad de absorber agua entre dos especies de Glomus, y

respecto a esto discuten que esta diferencia se debe a caracteristicas especificas
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de las especies probadas ya que el diametro de las hifas fue similar (2-5um) asi

como la infectividad y la densidad de las hifas.

Hernandez-Sebastia y col. (1999) realizaron un trabajo sobre las relaciones
hidricas de plantulas de fresa in vitro inoculadas con Glomus intraradices en un
sistema de cultivo tripartita. Es este trabajo ellos observaron que a los 23 dias de
inoculacion el contenido de agua relativo (RWC) de la planta entera fue
significativamente mas alto (11%) en las plantas micorrizadas que en las no

micorrizadas (Figura 6).
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FIGURA 6. Compartimentos de peso seco, contenido de agua (peso fresco-peso seco) y déficit
hidrico a turgencia (peso turgido—peso fresco, agua absorbida durante hidratacion completa) en
plantulas de fresa inoculadas y no inoculadas con Glomus intraradices. ** Altamente significativo
entre plantas micorrizadas y no micorrizadas (P = 0.001). (Hernandez-Sebastia y col., 1999).

Hernandez-Sebastia y col. (1999) concluyeron que este efecto esta
relacionado a un mayor contenido de agua en las raices micorrizadas, donde el
potencial osmatico fue similar a las plantas no micorrizadas. Como el potencial
osmatico fue similar y el RWC fue mayor en micorrizadas se sugiere que las raices
micorrizadas pueden tener un mayor contenido de compuestos solubles que las no

micorrizadas.
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Borkowska (2002) realizé un trabajo sobre el efecto de Glomus sp. en el
crecimiento de plantulas de fresa y de plantas crecidas en agobio hidrico. Los
resultados mostraron que las plantas micorrizadas presentaron una mayor
acumulacion de biomasa y area foliar mas grande, a lo largo del desarrollo de la
planta el efecto de la inoculacion solo fue apreciable en el desarrollo de las raices,
donde al final de 12 semanas de desarrollo las raices de las plantas micorrizadas
fueron significativamente mas largas que las de las plantas no micorrizadas
(Tabla 1).

Tabla 1. Estado morfologico de plantas de fresa micropropagadas (cv. Senga Sengana) con y sin
Glomus sp. Borkowska, 2002

Semanas de

crecimiento Inoculacidn Hojas Raices
PF(mg) Area(cm?) PF(mg)

4 no 51.8b 0.82b 50.4b

Si 86.9a 1.40a 69.6a

8 no 84.8b 1.22a 98.2b

Si 129.6a 1.68a 145.6a

12 no 691.1a 18.05a 626.0b

Si 714.3a 20.02a 725.6a

En las plantas a las que Borkowska (2002) suspendi6 el riego, los sintomas
de marchitez para las plantas no micorrizadas aparecieron a los cinco dias
mientras que las plantas micorrizadas no presentaron sintomas a este tiempo,
como se muestra en la Figura 7. Bajo estas condiciones, las plantas no
micorrizadas mostraron un incremento significativo en biomasa, mientras que las
plantas micorrizadas tanto las agobiadas por suspension de riego como las de
riego normal mostraron valores significativamente mas bajos en materia seca que

las no micorrizadas.
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FIGURA 7. Morfologia de plantas de fresa inoculadas (izquierda) y no inoculadas (derecha) con
Glomus sp. al quinto dia de suspension de riego. Borkowska, 2002

En su trabajo, Borkowska (2002) concluye que la asociacion micorricica
mejora el crecimiento de la planta en estadios tempranos de desarrollo y
suministra agua a las plantas para proteger el sistema contra la deficiencia hidrica,
pero al paso del tiempo el crecimiento disminuye debido a que los HMA son

consumidores activos de fotoasimilados.

Ademas de las caracteristicas antes mencionadas el HMA puede aumentar
la conductancia estomatica, la velocidad de transpiracion y el potencial hidrico de
las hojas de plantas micorrizadas con baja disponibilidad hidrica, permitiéndoles
mantener rangos mas altos de fotosintesis y contenidos de agua mayores que las

no micorrizadas (Hernandez-Sebastia y col., 1999).

Los mecanismos involucrados en la modificacion de las relaciones hidricas
del hospedero inducidos por el hongo son desconocidos. Se han probado varias
hipotesis, por ejemplo: a) un efecto indirecto de mejor nutricién con fésforo en
plantas micorrizadas (Paraskevopoulou-Paroussi y col. 1997), b) una mejora en la
absorcion de agua por los sistemas radiculares micorrizados al igual que por la
fase extrarradical, mediante un incremento de la conductividad hidraulica (Ruiz-
Lozano y Azcon, 1995b) y modificaciones de la arquitectura de la raiz, c) una
modificacion bioquimica de la regulacién hidrica en la planta hospedera por
cambios en la sefalizacion hormonal y d) una induccidon de respuestas

osmoregulatorias en plantas micorrizadas.
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La primera hipotesis ha sido rechazada por Hernandez-Sebastia y col.
(1999) ya que obtuvieron plantas del mismo tamafo tanto micorrizadas como no
micorrizadas y ademas la concentracién elemental de los tejidos, incluyendo el

fosforo, no afectd por micorrizacion.

2.3.6.1.- Efecto de las micorrizas en la absorciéon de nutrimentos

El micelio externo de la micorriza juega un papel importante en cuanto al
incremento en la absorcién de macro y micro nutrimentos asi como de aquellos
que son poco moviles (P, NH4") o que estan en suelo con poco contenido de agua
(NO3"), el micelio externo ayuda a la difusion de estos nutrimentos del suelo a las
células de la raiz contribuyendo de esta manera al crecimiento y nutricion de la
planta (Johansen y col. 1992; Tobar y col. 1994, Harrier, 2001; Borkowska, 2002).

Se sabe que el hongo micorricico arbuscular puede interferir con la
absorcion de nitrogeno y su metabolismo, la hifa puede transferir cantidades
sustanciales de N (en forma de amonio o nitrato) a la planta y asimilarlo en un
conjunto de aminoacidos libres (Johansen y col., 1992; Johansen y col., 1996). La
arquitectura de la raiz, la morfologia y fisiologia son factores claves para la
productividad de la planta y puede ser una informacion util sobre la capacidad de
absorcion de nutrimentos, especialmente en ambientes con baja disponibilidad de

éstos.

Existen trabajos donde la absorcion de N por las hifas no compenso la
deficiencia del mismo para el crecimiento de la planta, pero si hubo una
concentracibn mayor en las raices de las plantas micorrizadas que en las no

micorrizadas (Hawkins et al. 1999).

La infeccion con hongos micorricicos arbusculares mejoran también la
absorcion de foésforo por las plantas en niveles bajos y altos de nutrimentos, pero
es mas evidente a niveles bajos en los cuales la colonizacion es mayor, también

se sabe que los niveles altos de fosforo inhiben la formacién de la micorriza, es
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decir, la demanda de fosforo es la fuerza que maneja la colonizacion de la raiz por
el hongo (Cruz et al. 2004, Hawkins et al. 1999).

Paraskevopoulou-Paroussi y col. (1997) realizaron un trabajo sobre el
efecto de la micorriza en la absorcion de nutrimentos y desarrollo de la planta en
tres cultivares de fresa y ellos obtuvieron que las plantas de fresa inoculadas con
Glomus macrocarpum incrementaron significativamente el peso seco del brote (1.3
veces mas) cuando recibieron fertilizacion NPK, también el numero de hojas,
estolones y area foliar fue mayor en las plantas micorrizadas comparadas con las
no micorrizadas. La inoculacién incremento significativamente la concentracién y
absorcion de P, y en suelo deficiente de P las plantas de fresa micorrizadas

presentaron un mayor crecimiento que las no micorrizadas.

Muchos factores ambientales como la humedad del suelo y la concentracion
de nutrimentos han sido considerados para influenciar los patrones de crecimiento
de la raiz, las asociaciones con micorrizas inducen modificaciones en la
arquitectura y morfogénesis en las raices de plantas herbaceas y en arboles (Cruz
y col. 2004), estas modificaciones estan encaminadas hacia un incremento en la

absorciéon de macro, micro e inmoviles nutrientes (Borkowska, 2002).

En un trabajo realizado por Cruz y col. (2004) compararon la capacidad de
raices micorrizadas y no micorrizadas de Ceratonia siliqua L. inoculadas con
Glomus intraradices para absorber nitrégeno, asi como el efecto de la micorriza en
la morfologia y arquitectura de la raiz. Los autores encontraron que a niveles bajos
de nutrimentos el principal efecto de la micorriza es incrementar la capacidad de
absorcion de nitrégeno de las partes jovenes de la raiz. Estos resultados fueron
confirmados por el contenido de nitrégeno en la planta el cual fue mas alto para
las plantas micorrizadas crecidas bajo pocos nutrimentos. Estos datos sugieren
que si las plantas crecen con un alto nivel de nutrimentos los efectos de la
micorriza no son evidentes. La zona de mayor absorcion es la zona de elongacion

y mas joven de las plantas.
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De este trabajo, Cruz y col. (2004) concluyeron que la disponibilidad de
nutrimentos tiene un efecto mas fuerte en la arquitectura de la raiz que la
micorriza, pero que ésta tiene un efecto sobre la capacidad de absorcion de
nitrogeno y contenido de este en la planta en bajos niveles de nutrimentos, de tal
manera que en una fuente de recursos baja, la fisiologia y morfologia del sistema
radical se adapta para maximizar la capacidad de absorcion y la longitud de la
zona de absorcion activa; por lo que el papel de la micorriza en este trabajo fue

incrementar la capacidad de absorcion de la zona activa (zona de elongacion).

2.3.6.2.- Efecto de las micorrizas sobre la acumulacion de osmolitos

Hernandez-Sebastia et al. (2000), realizaron un experimento en el cual
indujeron agobio hidrico mediante polietilenglicol (PEG) en plantas de fresa
micorrizadas y no micorrizadas con Glomus intraradices, considerando
Unicamente la fase intrarradical. Ellos encontraron que el agobio hidrico
ocasionado por PEG en plantas micorrizadas tiene diferentes efectos dependiendo
del d6rgano; en las hojas los cambios fueron en relacion a los niveles de
aminoacidos, como por ejemplo la asparagina disminuye, los niveles de ac.
Glutamico se incremente tres veces y el ac. aspartico también se incrementa. Los
efectos encontrados en las raices de las plantas estresadas micorrizadas son un
incremento de 7 veces la concentracion de aminoacidos y un incremento en la
concentracion de almidon principalmente de glucosa en relacion a las no

estresadas.

Los autores encontraron que en hojas y raiz de fresa la modulacién de los
niveles de asparagina por las estructuras intrarradicales del hongo toma lugar en
direcciones opuestas bajo condiciones de estrés hidrico y bajo condiciones de
buena disponibilidad de agua. Estos resultados son consistentes con la idea de
que la asparagina es el mayor componente del xilema, floema vy tejidos, y es el

principal compuesto involucrado en el transporte de nitrégeno en plantas de fresa.
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En resumen Hernandez-Sebastia et al. (2000), sugieren que hay una
movilizacion importante de asparagina que puede ir de las hojas a las raices o
viceversa en respuesta al estrés hidrico dependiendo del estado micorrizico de la
planta. Ellos suponen que la asparagina fue liberada por el rompimiento de
proteinas estimulada por la presencia del hongo, o que pueden ser acumuladas
por sintesis de novo como un resultado de cambios en los niveles de carbono y
metabolitos organicos de nitrégeno bajo la influencia del compartimento simbidtico

en laraiz.
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3.- JUSTIFICACION

El cultivo de la fresa tiene una alta demanda hidrica para el llenado de los
frutos y es sensible al agobio hidrico, cuando se llega a presentar una baja
disponibilidad de agua en el suelo se pone en riesgo la produccion parcial o

totalmente.

Existen reportes en la literatura sobre la influencia del agobio hidrico en el
crecimiento y rendimiento en las plantas de fresa, pero cabe mencionar que estos
estudios se han dirigido a la respuesta generada por las plantas a corto tiempo.
Hay poca informacion en respuesta a largos periodos de agobio hidrico definidos,
y bajo estas condiciones no se conoce la respuesta de plantas en la etapa de

fructificacion.

Los hongos micorricicos arbusculares son una alternativa muy eficiente
para optimizar los aportes de agua al cultivo ya que se han realizado trabajos en
los que se han obtenido resultados en donde se observa que los hongos
micorricicos arbusculares benefician el estado hidrico de las plantas en estado
vegetativo en condiciones de agobio hidrico y ademas también benefician otros

procesos asociados al crecimiento y desarrollo.

Uno de los mecanismos por los cuales las micorrizas favorecen el estado
hidrico de las plantas es por la acumulacion de osmolitos, esto contrarresta el
efecto del déficit hidrico manteniendo la presion de turgencia y con ello una mayor
tasa fotosintética. Las micorrizas también favorecen la acumulacion de &acido
abscisico, el cual esta involucrado en el cierre estomatico para evitar la pérdida de

agua por traspiracion.

Por lo anterior es importante conocer el efecto de la inoculacién con Glomus
intraradices sobre la acumulacién de osmolitos y acido abscisico en plantas de
fresa expuestas a un agobio hidrico prolongado y sostenido hasta la etapa de

fructificacion.
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El conocimiento a largo plazo de las respuestas y mecanismos de tolerancia
al agobio hidrico pueden contribuir a mejorar la comprension de las adaptaciones
a condiciones extremas, y ademas este conocimiento puede servir para
implementar una nueva metodologia en la aplicacién de agua al cultivo, evitando

con esto el deterioro del recurso y evitando problemas de contaminacion.

4.- HIPOTESIS

Los niveles de osmolitos y acido abscisico se incrementan en plantas de
fresa (Fragaria x ananassa Duch. cv. Aromas) asociadas con Glomus intraradices

en respuesta al agobio hidrico prolongado y sostenido.
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5.- OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de Glomus intraradices asociado a plantas de fresa
(Fragaria x ananassa Duch. cv. Aromas) sobre la acumulacion de acido abscisico

y osmolitos organicos e inorganicos, en condiciones de agobio hidrico prolongado
y sostenido.

Objetivos particulares

» Realizar un ensayo preliminar para determinar el nivel de disponibilidad
hidrica en el sustrato que genere un agobio sostenido durante el ciclo de

cultivo de plantas de fresa.

> Evaluar el efecto de la inoculacion con Glomus intraradices en el

crecimiento de plantas de fresa en condiciones de agobio hidrico.

» Evaluar la acumulacion de ABA y osmolitos (organicos e inorganicos) en

plantas de fresa inoculadas y no inoculadas, cultivadas en agobio hidrico.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Esquema general de trabajo

Se realizo un experimento preliminar

para determinar el

nivel de

disponibilidad hidrica que permitiera que las plantas estuvieran sometidas a un

agobio hidrico, pero sin que se afectara su desarrollo y ciclo de vida.

Ensayo preliminar

|

Establecimientode plantas de fresa

|
Control Agobiadas Agobiadas - Control
No micorrizadas No micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas
(CNM) (ANM) (AM) (CM)
Inicio del agobio hidrico

|

Nivel de agobio hidrico sostenido hasta la

etapa de fructificacion
(34-38% H,0 en el sustrato)

’

Muestreo

}

v

Determinacion de
osmolitos

FIGURA 8. Esquema general de trabajo

v

Determinacion de acido
abscisico
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Con los resultados de este experimento preliminar se obtuvieron las bases
para disefar un experimento principal en el cual se consideraron dos factores
micorrizacion y disponibilidad hidrica. Con estos factores se establecieron cuatro
tratamientos que fueron plantas control con y sin micorrizas (CM y CNM) y plantas

agobiadas con y sin micorrizas (AM y ANM).

Estos tratamientos se mantuvieron hasta la etapa de fructificacion en donde
se llevo a cabo el muestreo para hacer la determinacién de osmolitos organicos e

inorganicos y de acido abscisico

6.2.- Material bioldgico

Las plantas de fresa (Fragaria x ananassa Duch. cv. Aromas) que se
utilizaron para realizar este estudio fueron importadas de California. Para
determinar la contribucién de las micorrizas al agobio hidrico en plantas de fresa
se utilizaron esporas de Glomus intraradices, las cuales fueron proporcionadas por
el D.C. Javier Villegas del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioloégicas de la
UMSNH.

6.2.1.- Determinacion del porcentaje de viabilidad de esporas

El porcentaje de viabilidad de esporas se determin6é antes de preparar el
inoculo, para lo cual se preparé MTT al 0.5% del cual se tomé 1ml y se adiciono
a un 1ml del cultivo de esporas (2400 esporas/ml) y se dejé 18 hrs a temperatura
ambiente, cubiertos con papel aluminio. Pasado el tiempo se tomé 0.5ml de la
solucion de esporas y se observo al microscopio, las esporas viables se
observaron de color lila y/o negro, se realizé por triplicado. Una vez contabilizadas
las esporas viables y las no viables, se obtuvo el porcentaje de viabilidad
dividiendo el numero de esporas viables observadas entre el numero de esporas

totales observadas. La viabilidad de esporas fue de 97.96%.
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6.2.2.- Preparacion del in6culo

El in6culo se prepardé con 8.5 ml del cultivo de esporas y 400 ml de
inoculante (fitagel al 0.5%) previamente esterilizado. De este in6culo se tomaron 2
ml para cada planta que corresponde a una cantidad de 100 esporas por planta y

se procedio a inocular las plantas.

6.3.- Métodos
6.3.1.- Establecimiento del experimento preliminar

Las plantas de fresa micorrizadas y no micorrizadas que se utilizaron para
este experimento tenian aproximadamente ocho meses de edad y se encontraban
en estado vegetativo. Se dispuso de un disefio experimental completamente al
azar, en el cual hubo cuatro tratamientos con cuatro repeticiones cada uno. Cada
tratamiento contenia cuatro plantas, que fueron regadas durante su crecimiento
con solucion nutritiva 6mM de NO73 (Cardenas-Navarro y col., 1998). Los
tratamientos fueron definidos como plantas control micorrizadas, control no

micorrizadas, agobiadas micorrizadas y agobiadas no micorrizadas.

Al inicio del experimento todas las plantas fueron regadas a capacidad de
campo con solucién nutritiva, a los tratamientos de agobio se les suspendio el

riego mientras que los control continuaron con el riego cada tercer dia.

El experimento duré 14 dias durante los cuales se hicieron mediciones
diarias de contenido de agua gravimétrica (gramos de agua por gramos de
sustrato) y volumétrica (volumen de agua por volumen de sustrato). La medicién
de agua volumétrico se realizdé con una sonda de humedad conocida como TDR
(Time domain reflectometry), la cual es una herramienta ampliamente usada en
hidrologia y en la ciencia del suelo para una medicién confiable y flexible del

contenido de agua en el suelo (Thomsen y col., 2000).
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Ademas durante el experimento se realizaron al menos tres mediciones
diarias de fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion con una pinza
fotosintética portatil marca IRGA (LI-6400-F). Este equipo es un sistema abierto
que mide fotosintesis, transpiracion y otras variables, basandose en las
diferencias de CO; y H>O entre la entrada y la salida del aire que fluye a través de

la camara que contiene la hoja.

El nivel de disponibilidad hidrica fue determinado basandose en los niveles
de fotosintesis y contenido de agua en el sustrato de las plantas agobiadas no

micorrizadas.

6.3.2.- Establecimiento del experimento principal

El experimento se llevd a cabo en los invernaderos del Instituto de
Investigaciones sobre Recursos Naturales (INIRENA-UMSNH). El disefio del
experimento fue completamente al azar y consté de 16 unidades experimentales
divididas en cuatro tratamientos con cuatro repeticiones cada uno, cada unidad
experimental tuvo nueve plantas. Los factores a considerar fueron colonizacion
(presencia o ausencia de micorriza) y disponibilidad hidrica (agobio o condiciones

normales de riego).

6.3.2.1.- Preparacion de las plantas

Las plantas de fresa fueron desinfectadas con una solucién de hipoclorito
de sodio al 5% antes de ser establecidas en el invernadero y al momento de
plantarlas la raiz les fue cortada a una longitud igual a 5 cm. Las plantas
seleccionadas fueron plantadas en un sustrato compuesto por agrolita y fibra de
coco en un proporcion 3:1 respectivamente, este sustrato se esterilizé y se coloco
en bolsas de polietiieno negro con una capacidad de 3 litros. Una vez que las
plantas fueron establecidas en las bolsas se les regd cada tercer dia con agua

desmineralizada.
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6.3.2.2.- Inoculacion de las plantas

Las plantas de fresa de ocho unidades experimentales fueron inoculadas
con esporas de G. intraradices cuando tenian quince dias de haber sido
establecidas en el invernadero, para lo cual la raiz fue desprovista de sustrato y
con la ayuda de un jeringa les fue suministrado 2 ml del inéculo directamente
sobre las raices a cada planta, posteriormente las raices fueron cubiertas

nuevamente con el sustrato.

6.3.2.3.- Verificacion de la colonizacién

Después de quince dias de la inoculcién (ddi) se verificd la colonizacién,
para lo que se tomaron al azar ocho plantas inoculadas y ocho no inoculadas de

diferentes unidades experimentales.

Las raices nuevas fueron retiradas y colocadas en rejillas especiales para
tincion y asi poder observar vesiculas. Las raices se sometieron a decoloracion
mediante una solucién de KOH al 10% en la cual hirvieron por 7 min aprox.
Posteriormente se lavaron con agua. Se prepar6 una solucion de vinagre al 5% de
tinta china para tefir las vesiculas, las rejillas con las raices se dejaron hervir en
esta solucién por 3-5min y se enjuagaron nuevamente con agua hasta eliminar

todo el colorante (Vierheilig y col. 1998). Por ultimo se observaron al microscopio

A los 30 dias después del establecimiento de las plantas en el invernadero ,
éstas fueron regadas con solucion nutritiva 6 mM de NO™3 (Cardenas-Navarro,
1998), con la siguiente composicion en mg/L: KH2PO4, 40.85; KoSO4, 235.25;
Ca(NO3)2*4H,0, 708.45; CaSO04*2H,0O, 86.1; MgSO4*7H.O, 369.7; EDTA-
Fe*1H20, 16.65; 1ml de solucion de micronutrimentos; cuya composicién en
(mg/L) fue de: H3BOs, 223; CuSO4*5H,0, 30; MnSO4*4H,0O, 640;
(NH4)6Mo07024*H20, 270; ZnSO4*7H,0, 217 y EDTA-Fe*H0, 600.

Las plantas fueron regadas a capacidad de campo hasta dar inicio con el

tratamiento de agobio hidrico.
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6.3.2.4.- Establecimiento del agobio hidrico moderado

Sesenta dias después del establecimiento de las plantas en el invernadero
se inici6é con los tratamientos de disponibilidad hidrica. Este tiempo se dejé para
que las plantas alcanzaran cierta talla y fueran uniformes. Para llegar al nivel de
agobio hidrico establecido en el experimento preliminar, se fue disminuyendo

gradualmente el volumen de solucién nutritiva que se adicionaba a las plantas.

Una vez iniciado con todos los factores, las plantas se regaron cada tercer
dia, las plantas control (CNM y CM) con 200ml de solucién nutritiva, y para las
plantas agobiadas (ANM y AM) primero se midi6 el contenido de agua
volumétrico en el sustrato y después se les adiciond la cantidad de agua necesaria
para que quedaran en el limite superior del rango de humedad que resultara
definido en el experimento preliminar. Para saber la cantidad de agua que se
debia adicionar, la lectura medida con el TDR en el sustrato se restaba al limite
superior del rango que resultara del experimento preliminar y el resultado se
multiplica por el volumen del sustrato (3000 ml), lo que daria como resultado el
volumen en mililitros que se necesitaba. En estas condiciones las plantas
permanecieron hasta la etapa de fructificacién (durante seis meses) donde se

realizo el muestreo.

6.3.2.5.- Muestreo de las plantas

El muestreo consisti6 en la toma de una planta (al azar) por unidad
experimental, de manera que cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones. A las
plantas seleccionadas se les midié fotosintesis, conductancia, transpiracién vy

potencial hidrico

El potencial hidrico se midié con una camara de Scholander, esta medicion
se realizé durante la madrugada ya que a esta hora el potencial hidrico de la
planta esta en equilibrio con el del suelo (sustrato). Para la medicién a cada

planta se le corté una hoja desde el peciolo, la cual fue colocada en una camara
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herméticamente cerrada con el peciolo expuesto y se le aplico presion (Figura 9).
La presion fue provocada por el llenado de la camara con nitrogeno gaseoso hasta
que apareciera savia en el extremo cortado del peciolo. Al aparecer la gota de
savia en el extremo del peciolo, inmediatamente se tomaba la lectura de presion

registrada en el manoémetro y esta fue el valor del potencial hidrico reportado.

Tapon de goma

Manémetro

Camara Gas comprimido

FIGURA 9. Esquema de medicién del potencial hidrico con una camara de Scholander. Modificado
de Azcén-Bieto y Talon, 2000

A cada una de la plantas se les tomé el peso fresco de los érganos (raiz,

tallo y corona), area foliar, longitud de raiz y diametro de la corona.

Posterior a estas mediciones las plantas fueron congeladas en nitrogeno

liquido y mantenidas a -72°C hasta el momento de realizar los analisis
correspondientes.
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6.3.2.6.- Estimacion de la colonizacién

Una seccion de las raices fue tomada para determinar el porcentaje de
colonizacion, para ello se cortaron segmentos de raices de 1 cm de longitud y se
siguio el protocolo que se menciona en el apartado 6.3.2.3 para la decoloracion y

tincion.

El porcentaje de micorrizacion de los segmentos de las raices se determiné
colocando las raices tefidas en una caja petri cuadriculada (1cm? cada cuadro), se
observaron al microscopio y se contabilizaron las raices que presentaron vesiculas
(micorrizadas) y las que no (no micorrizadas), (Giovannetti y Mosse, 1980). El
porcentaje de colonizacion se calculd en funcion del numero de raices que

presentaron vesiculas y del numero total de raices observadas.

Los érganos congelados de la plantas se liofilizaron y pesaron para obtener
el peso seco, posteriormente se pulverizaron en un molino de jarras y se procedio

con los analisis correspondientes.

6.3.3.- Determinacion de osmolitos y acido abscisico
6.3.3.1.- Extraccion de carbohidratos solubles y aminoéacidos libres

Los drganos liofilizados y molidos fueron utilizados para la determinacion de
carbohidratos solubles y aminoacidos libres, para lo cual se pes6 0.250g de raiz y
corona y 0.050g de hoja y se extrajeron con 40ml de etanol al 80%, adicionando
norvalina y persitol como estandares internos (50ug de cada uno). La extraccién
se realiz6 a 60°C con agitacion continua por 15 hrs. El sobrenadante fue filtrado y
se evaporo6 a sequedad en un rotavapor a 40°C. La muestra seca se resuspendi6
en 5ml de etanol 80% y se ajusto el pH entre 3 y 3.5 con HCI 3M. Los extractos

etandlicos crudos se almacenaron a -20°C (Macias-Rodriguez y col., 2002).
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La extraccion de aminoacidos y carbohidratos se realizé a partir del extracto
etandlico, se tomé una alicuota de 2 ml y se aplicaron a una resina de
intercambio cationico de un tamano de malla de 200-400. Los aminoacidos se
eluyeron con hidréxido de amonio 80% y los carbohidratos con HCI 0.01N. La
fraccion que contenia los aminoacidos se evaporé a sequedad en rotavapor a
40°C y se resuspendié con 2ml de HCI 0.01N. La fraccién correspondiente a los
carbohidratos se pas6 por una columna de Polyvinilpolipirrolidona (PVPP) antes
de ser concentrada en rotavapor, también fue resuspendida en 2 ml de HCI 0.01N.
Los extractos acidos se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacion (Macias-

Rodriguez y col., 2002).

6.3.3.2.- Derivacion de carbohidratos solubles y su analisis por GC-MS

A partir de los extractos de corona, raiz y hoja descritos en el apartado
6.3.3.1 se tomo una alicuota de 500pl para corona y raiz, y de 1 ml del de hoja las
cuales se colocaron en reactiviales. Todas las alicuotas se llevaron a sequedad
bajo chorro de nitrégeno gaseoso de manera independiente adicionando 1 ml de
diclorometano (2 veces). Una vez secos se les agregé 1.5 ml de cloruro de
hidroxilamina en piridina (563mg/3ml) para preparar derivados oxima. Se sonicaron
por 15 min y se incubaron por 1hr a 85°C en un termoblock. Los viales se
enfriaron a temperatura ambiente y las soluciones fueron convertidas a aldonitrilos
peracetilados agregando 1 ml de anhidrido acético y 500 pl de piridina, las
muestras se calentaron a 85°C por 20 min. Las muestras se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se transfirieron a tubos de ensaye que contenian
previamente 2 ml de cloroformo y 4 ml de agua desionizada. La muestra fue
lavada otras 2 veces con 4 ml de agua. Finalmente se deshidraté con sulfato de
sodio anhidro y se evapor6 a sequedad. Se resuspendié en 200ul de cloroformo
para su posterior analisis en GC-MS (Macias-Rodriguez y col., 2002). El volumen

de inyeccién fue de 1pl.
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Se empled una columna HP-5 MS de 30m x 0.25mm de diametro interno
(ID) y 0.25 ym de espesor. La temperatura inicial del horno fue de 150°C por 3
min con incrementos de 6°C/min hasta llegar a una temperatura final de 270°C por
12 min. La temperatura del inyector y detector fueron 270°C y 300°C

respectivamente.

Los espectros de los compuestos obtenidos fueron comparados con la
libreria de espectros de masas de compuestos organicos NIST/EPA/NIH que esta
integrado a un programa Chem Station Hewlett Packard (Agilent), ademas se
compararon con los espectros de carbohidratos estandares previamente

acetilados. La cuantificacion se realiz6 en base al estandar interno persitol.

6.3.3.3.-Derivacion de aminoacidos libres y su analisis por cromatografia de

gases acoplado a espectrometia de masas

De los extractos acidos de hoja se tomaron 1 ml de hoja y de los de corona
y raiz 500ul, se colocaron en reactiviales y se llevaron a sequedad total y de
manera independiente se les agregé 2 ml de una solucién de metanol/cloruro de
acetilo (2ml/500ul). Las muestras se sonicaron 45 min y se incubaron por 1hr a
75°C, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se evaporaron a chorro de
nitrogeno. Después se les agregé 1 ml de diclorometano y 1.5 ml de anhidrido
acético y se calentaron a 75°C por 1.5 hr. Se dejaron enfriar y se transfirieron a
tubos de ensaye que contenian 2 ml de cloroformo y 4 ml de agua, se lavaron 2
veces mas con 4 ml de agua y finalmente se deshidrataron con sulfato de sodio
anhidro y se evaporaron a sequedad a chorro de nitrogeno. Finalmente se
resuspendieron en 50ul de diclorometano y se inyecté 1ul de cada uno (Macias-
Rodriguez y col., 2002).

La separacion e identificacion de los aminoacidos se llevé a cabo con GC-
MS equipado con una columna HP-5 MS de 30m x 0.25mm (ID) y 0.25 ym de

espesor de fase. La temperatura inicial del horno fue de 150°C por 3 min con
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incrementos de 5°C/min hasta llegar a una temperatura final de 278°C por 5 min.

La temperatura del inyector y detector fueron 270°C y 300°C.

La cuantificacion se realiz6 en base al estandar interno norvalina y la
identificacion de los aminoacidos se realizé por comparacion de los espectros de
masas con los que se encuentran en la libreria NIST/EPA/NIH integrada al equipo

y con estandares de aminoacidos derivatizados por separado.

6.3.3.4.- Determinacion del acido abscisico glucosilado (ABA-GE)

El ABA-GE se identifico dentro de la fraccion neutra que es en la que se
encontraban los carbohidratos solubles y su identificacion se realizé por
comparacioén con el espectro de la libreria NIST/EPA/NIH y su cuantificacion fue

en base al persitol adicionado durante la extraccion

6.3.3.5.- Determinaciéon de nitratos

A partir de los 6rganos liofilizados se tomaron las siguientes cantidades: 1.2
+ 0.1 mg de hoja, 1 + 0.1 mg de corona y raiz, las muestras se colocaron en tubos
de ensaye y se les adicionaron 10 ml de agua desionizada y se agitaron por 2
horas a 4°C. Se filtraron con seraplas 16 y se procedio a realizar la medicién de

nitratos.

Las concentraciones de nitratos se realizaron por colorimetria de nitritos en
un espectrometro-fotometro UV/Vis lamda acoplado a un sistema FIAS (40 Perkin
Elmer, Fias 3000) a una longitud de onda 540nm. Para determinar las
concentraciones, previo al analisis se realizO una curva de calibracion con
NaNQ73, las concentraciones de los estandares fueron 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 mg/L,

obteniéndose un r? = 0.9999.
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6.4.- Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de todas las determinaciones se hizo con el paquete
estadistico SYSTAT version11 para Windows. Los andlisis se realizaron de
manera independiente para cada uno de los osmolitos y ABA y ademas se
realizaron por o6rganos, las diferencias significativas fueron evaluadas por un
analisis factorial utilizando la micorrizacion y disponibilidad hidrica como factores
(ANOVA). Para la prueba de medias se utilizé la diferencia minima significativa
(LSD) con P = 0.05.
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7.- RESULTADOS
7.1.- Experimento preliminar

Estos resultados corresponden al objetivo numero uno que fue establecer
un nivel de disponibilidad hidrica en el sustrato que nos permitiera mantener a las
plantas de fresa en un estado de agobio hidrico moderado, pero que a su vez les

permitiera concluir con su ciclo de vida.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos del contenido de agua

en el sustrato durante la suspension de riego a lo largo del experimento preliminar.
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FIGURA 10. Contenido de agua en el sustrato durante la suspension de riego en los tratamientos
del experimento preliminar. Los valores son las medias de cuatro repeticiones. CNM: plantas
control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, AM: plantas agobiadas micorrizadas y
ANM: plantas agobiadas no micorrizadas.
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Las lineas roja y azul de la Figura 10 representan los tratamientos que no
estuvieron expuestos a suspension de riego durante el experimento preliminar y
que recibieron riegos periddicos. En color morado se representa el
comportamiento observado para las plantas agobiadas no micorrizadas (ANM),
quienes perdieron mas rapido agua en el sustrato que las plantas agobiadas

micorrizadas (AM) que se encuentran en color verde.

Como consecuencia de la rapida pérdida de agua en el sustrato las plantas
ANM presentaron sintomas de marchitez antes que las AM (Figura 11). Las
plantas ANM se marchitaron al dia nueve de suspension de riego mientras que
las AM lo hicieron hasta el dia catorce. Lo anterior sugiere que la micorriza mejora

la resistencia de las plantas a la deficiencia de agua en el suelo.

Inicio de suspension ANM
de riego ) 1 Dias 8 :9 Fin de tratamiento

AM

Inicio de suspension '
de riego > 1 Dias

FIGURA 11. Plantas de fresa agobiadas por el tratamiento de suspension de riego en el ensayo
preliminar, plantas no micorrizadas (ANM) (arriba) y plantas micorrizadas (AM) (abajo).
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Asi como el contenido de agua en las plantas se vio afectado por la
suspension de riego los procesos tales como la transpiracién, conductancia y
fotosintesis también se alteraron. En la Figura 12 se puede observar con la linea
en rojo como la deficiencia de agua en el sustrato provocd que a partir del dia
cuatro la disminucién en la fotosintesis fuera mas drastica para las plantas ANM
que para las AM (linea azul). Al dia nueve de suspension de riego las ANM
presentaron una fotosintesis cercana a cero, mientras que en las AM solo habia

disminuido un 38%.
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FIGURA 12. Dinamica de fotosintesis en plantas de fresa agobiadas durante la suspension de
riego en el experimento preliminar. Cada valor representa la media de cuatro repeticiones. AM:
plantas agobiadas micorrizadas y ANM: plantas agobiadas no micorrizadas.

7.2.- Determinacion del nivel de deficiencia hidrica en las plantas

En funcion de la caida de fotosintesis y la pérdida de agua en el sustrato se
hizo la determinacion del nivel de agobio hidrico moderado. En la Figura 13 se
puede observar que en el dia nueve el sustrato de las plantas ANM contenia un
18% de agua (linea café) y presentaron una fotosintesis maxima de 5% (linea
azul) con respecto a las plantas CNM, lo que indicé que las plantas ANM se

encontraban en un agobio hidrico severo.
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De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 13, en el dia siete el
contenido de agua en el sustrato fue el adecuado para que las plantas se

encontraran en un agobio hidrico moderado sin presentar sintomas de marchitez.

100 - 100
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% de agua en el sustrato
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% Fotosintesis (umol CO2 m?s™!)

0 -0
| AcosiomopErADO

4 6 8 10

Dias de deficiencia hidrica

FIGURA 13. Determinacion del nivel de deficiencia hidrica, en funcién del porcentaje de
fotosintesis y contenido de agua en el sustrato de las plantas agobiadas no micorrizadas (ANM)
con respecto a las plantas control no micorrizadas (CNM). Cada punto representa la media de
cuatro repeticiones.

A los siete dias de deficiencia hidrica, las plantas ANM presentaron una
disminucion significativa en la fotosintesis con respecto al resto de los tratamientos
(AM, CNM y CM), mientras que las plantas AM alcanzaron niveles semejantes a

las plantas control (CNM y CM) (Figura 14).
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Al dia siete se vié un incremento en la fotosintesis de las plantas CM por
efecto de la micorrizacién con respecto a CNM aunque no fue significativo, pero la
tasa fotosintética medida para las AM fue significativamente mayor que en las
ANM (Figura 14).

14 -

T

Fotosintesis (umol CO2m™2s71)
o

CNM M ANM AM

FIGURA 14. Fotosintesis en plantas de fresa a los siete dias de suspension de riego para los
tratamientos. Cada barra representa la media de cuatro repeticiones. Letras iguales no representan
diferencia significativa de acuerdo a la prueba LSD (P =< 0.05). CNM: plantas control no
micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM:
plantas agobiadas micorrizadas.

En funcion de los resultados obtenidos al dia siete con 38% de agua en el
sustrato y una disminucion en la fotosintesis de 50%, se decidid establecer un

rango de contenido de agua en el sustrato entre un 38 y 34%.
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7.3.- Experimento principal
7.3.1.- Colonizacion de las plantas de fresa por HMA

En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos de porcentaje de
colonizacion de las plantas de fresa a los 195 dias de inoculacion y bajo agobio
hidrico sostenido, en plantas CNM, ANM, CM y AM.
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FIGURA15. Porcentaje de colonizacion 195 dias después de la inoculacion de las plantas de fresa
con Glomus intraradices. La estimacion se llevé a cabo en funcion de la presencia o ausencia de
vesiculas. Las barras representan la media de cuatro repeticiones. La significancia se estimo
mediante un prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control
micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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En la colonizacién se observo la presencia de vesiculas solo en los
tratamientos micorrizados (CM y AM), indicando que solo en estos hubo
colonizacion por el hongo. En la Figura 15 se puede observar que la colonizacién
de la planta por el hongo se afectd por la presencia del agobio, de manera que las
raices de las plantas CM (barra de color verde claro) presentaron una colonizacion

significativamente mas alta que las plantas AM (barra de color naranja claro).

7.3.2.- Estado hidrico de las plantas (potencial hidrico)

Una forma de conocer el estado hidrico de las plantas es midiendo el
potencial hidrico. En la Figura 16 se observa el potencial hidrico que presentaron
las plantas establecidas a una disponibilidad hidrica entre 34 y 38% de contenido

de agua en el sustrato.

Como era de esperarse el estado hidrico de las plantas control (CNM y CM)
fue significativamente mayor que el de las plantas agobiadas (ANM y AM),
indicando que el estado hidrico de las plantas control es mejor y que
efectivamente una baja disponibilidad de agua en el sustrato disminuye el
contenido de agua en la planta y también otros procesos como se vera mas
adelante. La inoculaciéon no presentd un efecto benéfico aparente en el estado
hidrico de las plantas CM y AM.
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FIGURA 16. Efecto de la disponibilidad hidrica sobre el potencial hidrico en las plantas de fresa a
195 después de inoculacién con G. intraradices. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones, letras iguales no representan diferencia estadistica significativa de acuerdo a la
prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas,
ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

7.3.3.- Efecto del agobio hidrico y micorrizacion sobre el crecimiento

Las alteraciones en la distribucion de la biomasa en las plantas dan como
resultado modificaciones en el crecimiento, estos cambios son considerados como

importantes mecanismos de aclimatacién a las condiciones de agobio hidrico.

Una de las principales alteraciones en la morfologia de las plantas
expuestas al agobio hidrico es la disminucion del area foliar. En nuestras
condiciones experimentales, el area foliar de las plantas agobiadas tanto ANM
como AM representadas por las barras de color naranja en la Figura 17, se vio
disminuida por efecto de la baja disponibilidad de agua en el sustrato en

comparacion con los tratamientos control (CNM y CM). Esta reduccion observada
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en ANM y AM es una repuesta adaptativa para reducir la superficie transpiracional

y asi minimizar la pérdida de agua durante el agobio

Bajo condiciones de agobio (barra de color naranja claro) la micorriza no
modificd el area foliar, sin embargo las plantas CM presentaron un area foliar

mayor que las CNM aunque este aumento no fue significativo (Figura 17).
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FIGURA 17. Efecto del agobio hidrico y micorrizacién en el area foliar de plantas de fresa. Las
barras indican la media de cuatro repeticiones. Letras iguales no representan diferencia estadistica
de acuerdo a la prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control
micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y CM: plantas agobiadas micorrizadas.

En las raices de las plantas micorrizadas se observd un incremento en
longitud tanto en las plantas AM (barra naranja claro) como en las CM (barra verde
claro), este aumento no es estadisticamente significativo con respecto a su

contraparte las no micorrizadas (CNM y ANM), lo que sugiere una mejora en la
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eficiencia de absorcién por parte de estas raices micorrizadas y nuevamente es la

baja disponibilidad hidrica la que limita el crecimiento de las raices (Figura 18).
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FIGURA 18. Longitud de la raiz de plantas de fresa. Los valores representados son la media de
cuatro repeticiones. Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo
a la prueba LSD (P = 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control
micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

Al igual que el area foliar y la longitud de las raices, la producciéon de
biomasa disminuyé significativamente por efecto del agobio hidrico en los
tratamientos ANM y AM. En las plantas AM no se observd un efecto de la
inoculaciéon con G. intraradices para ninguno de los 6rganos mostrados en la
Figura 19 con respecto a ANM, sin embargo las plantas CM tendieron a
incrementar significativamente la biomasa fresca de la raiz (las barras de color
azul) y la biomasa de la parte aérea (barras de color verde) con respecto a las

plantas CNM. Este efecto positivo de las micorrizas en las plantas CM también se
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observo en el contenido de materia seca (Figura 20). El peso fresco y seco de la
corona solo se afectd por la presencia del agobio hidrico como se puede observar

en las barras de color magenta de las Figuras 19 y 20.
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FIGURA 19.- Peso fresco de los diferentes érganos de la planta de fresa en etapa de fructificacion
alos 150 dias de exposicion a agobio hidrico moderado. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones, el analisis estadistico se realizadé de manera independiente para cada 6rgano. Letras
iguales no representan diferencia estadistica. CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas
control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas
micorrizadas.
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FIGURA 20. Acumulacion de materia seca en los diferentes 6rganos de plantas de fresa. Las
medias representadas son la medida de cuatro repeticiones, el andlisis se realiz6 de manera
independiente para cada 6rgano. Letras iguales no son estadisticamente diferentes de acuerdo a la
prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas,
ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

7.3.4.- Efecto del agobio hidrico y micorrizacién en el intecambio gaseoso

La habilidad de las plantas para regular el intercambio de gases a través de
los estomas permite controlar las relaciones hidricas y la asimilacién de carbono, y
a su vez la apertura del poro estomatico refleja un compromiso entre los
requerimientos para la fotosintesis y la disponibilidad de agua (Jarvis y col. 1999).
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Las variables medidas en relacion al intercambio gaseoso fueron
fotosintesis, conductancia y transpiracion, y los resultados son mostrados en la
Tabla 2. Como se puede observar todos los tratamientos fueron inhibidos
significativamente por el agobio hidrico. Los resultados obtenidos de intercambio
gaseoso no se vieron afectados por la presencia de la micorriza ni los

tratamientos control ni los de agobio

Tabla 2. Efecto de la baja disponibilidad de agua y micorrizacion sobre la fotosintesis, conductancia
y transpiracién en plantas de fresa.

Fotosintesis Conductancia Transpiracion
(umol CO2m™2s1) (mol H20 m™%s7") (mmol H20 m™2s7")
Control Agobio Control  Agobio  Control  Agobio
No micorrizada 8.535ab 6.840b 0.150a 0.063b 5.375a 2.400b
Micorriza 9.940a 6.363b 0.145a 0.057b 5.357a 2.510b

Cada valor es la media de cuatro repeticiones. El anélisis se realizo de manera independiente para
cada variable, letras iguales no representan diferencia estadistica (LSD, P < 0.05).

Las plantas ANM y AM redujeron la transpiracién mas del 50%, esto con la
finalidad de evitar al maximo la pérdida de agua, a pesar de esto la fotosintesis de
las plantas ANM no se afectd tanto como en los resultados del experimento
preliminar donde fue significativamente menor que AM. En estos resultados

apenas y presentaron una reduccion de casi el 25% al igual que las AM.

7.3.5.- Efecto del agobio hidrico y micorrizacién en el contenido de acido

abscisico glucosilado

El ABA como se sabe suele incrementarse en respuesta a una baja
disponibilidad de agua en el sustrato, sin embargo en el presente trabajo esta
hormona fue identificada en forma conjugada con una glucosa. En esta forma se
conoce que funciona solo como una molécula sefial, pero de igual manera

responde al agobio hidrico.
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En la Figura 21 se muestra en las barras de color azul el contenido de
ABA-GE en las raices de las plantas de fresa y se puede observar como los
tratamientos micorrizados (CM y AM) presentaron contenidos significativamente
mas altos que los no micorrizados (CNM y ANM). La concentracion interna de esta
hormona también se estimulé por la exposicion al agobio hidrico, como se muestra
en ANMy AM.

La corona de las plantas de fresa es considerada como un érgano de
paso y puede indicar si esta ocurriendo un transporte de ABA-GE desde las raices
hacia las hojas. En la Figura 21 se puede observar que la barra de color magenta
que corresponde a AM representa una concentracion significativamente mayor
que el resto de los tratamientos, lo que puede indicar que esta hormona esta

siendo movida hacia las hojas por la corriente xilematica.

En las hojas (barras de color verde) no existe diferencia estadistica entre
las concentraciones de los diferentes tratamientos, se esperaria que AM
presentara una mayor concentracion de ABA puesto que fue el tratamiento que

presentd mayor concentracién en la corona.
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FIGURA 21. Contenido de acido abscisico en los diferentes 6rganos de las plantas de fresa. Cada
barra representa la media de cuatro repeticiones. El andlisis se realizo de manera independiente
para cada organo. Letras iguales no son estadisticamente diferentes (P < 0.05). CNM: plantas
control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no
micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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7.3.6.- Efecto del agobio hidrico y micorrizacion en la acumulacién de

carbohidratos solubles como osmolitos organicos en plantas de fresa

Como se menciond en los antecedentes la acumulacion de osmolitos es
un mecanismo para contrarrestar los efectos del agobio hidrico, los carbohidratos
solubles son considerados los mas importantes ya que pueden participar en el

ajuste osmoético asi como osmoproteccién de membranas y proteinas.

En este estudio se determind el contenido de carbohidratos solubles
presentes en hojas, coronas y raices en plantas de fresa CNM, CM, ANM y AM,
para evaluar la contribucion de la micorriza en la adaptacion de las plantas al

agobio hidrico.

a) Carbohidratos solubles en hojas de plantas de fresa

Los carbohidratos que fueron identificados en hoja fueron nueve:
arabinosa, xilosa, lixosa, manosa, glucosa, galactosa, sorbosa, fructosa y
sacarosa. Las plantas AM (barra naranja claro) fueron las que presentaron el
mayor contenido de carbohidratos solubles totales (Figura 22), de acuerdo a los
resultados obtenidos en el andlisis de varianza, lo que sugiere un efecto debido a

la presencia del agobio hidrico y a la micorriza.

En la Figura 22 se puede observar que las plantas ANM (barra naranja
oscuro) incrementaron el contenido de carbohidratos totales como respuesta al
agobio en comparacion con las CNM (barra verde oscuro), pero este incremento
es significativamente menor que en AM. Con estos resultados se puede deducir
que bajo condiciones de agobio hidrico la micorriza favorece la acumulacion de

carbohidratos solubles en las hojas de plantas de fresa.

La sacarosa fue el principal carbohidrato que se incrementdé por la
presencia de la micorriza y del agobio hidrico, como se observa en la Figura 23,
las plantas AM incrementaron 16.6 veces el contenido de sacarosa en

comparacion con las CNM. La sola presencia de la micorriza en CM hizo que se
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incrementara 6.7 veces la concentracion de sacarosa en comparacién con las
plantas CNM.
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FIGURA 22. Contenido de carbohidratos libres totales en hoja. Cada barra representa la media de
cuatro repeticiones. Letras iguales no son estadisticamente diferentes de acuerdo la prueba LSD
(P = 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas
agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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FIGURA 23. Contenido de sacarosa en hojas. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones. Letras iguales no son estadisticamente diferentes de acuerdo la prueba LSD (P <
0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas
agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

La glucosa presentd el efecto contrario al encontrado en sacarosa, su
concentracion en hojas disminuyd con la presencia del agobio hidrico y de la
micorriza (Figura 24). En ausencia del agobio el contenido de glucosa tendi6 a
incrementarse en las plantas CNM; respecto al contenido de fructosa este no se

modifico entre los tratamientos (Figura 24).
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FIGURA 24. Contenido de glucosa y fructosa en hojas. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones. Letras iguales no son estadisticamente diferentes de acuerdo la prueba LSD (P <
0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas
agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

El contenido de arabinosa, xilosa y sorbosa no presenté diferencia entre los
tratamientos, la concentracion de galactosa disminuyo6 en los tratamientos ANM y
AM por la exposicion al agobio hidrico. La lixosa y la manosa presentaron la
misma tendencia de la glucosa a disminuir por efecto de los factores establecidos

en el experimiento (Tabla 3).
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Tabla 3. Contenido de carbohidratos solubles minoritarios en hojas de plantas de fresa

Tratamientos

Carbohidratos CNM CM ANM AM

Arabinosa 0.509a 0.409a 0.381a 0.390a
Xilosa 0.190a 0Ob 0.160a 0.224a
Lixosa 0.700a 0.327b 0.225b 0.272b
Manosa 2.869a 2.046b  2.059b 2.471ab
Galactosa 0.150a 0.125a 0.091b 0.093b
Sorbosa 7.182a 6.257a 5.657a 5.651a

Los carbohidratos estan expresados en mg g™ peso fresco y representan la media de cuatro
repeticiones. El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada carbohidrato,
letras iguales no representan diferencia estadistica significativa (P < 0.05, LSD). CNM: plantas
control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no
micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

b) Carbohidratos solubles en corona de plantas de fresa

La corona de las plantas de fresa es considerada un 6rgano de paso, sin
embargo se sabe que también es un o6rgano de almacén de carbohidratos
(Macias-Rodriguez y col.,, 2002). En este 6rgano los carbohidratos mas
abundantes fueron sacarosa, glucosa, fructosa y sorbosa, en ese orden de
importancia; las plantas AM fueron las que presentaron las concentraciones
significativamente mayores de glucosa y fructosa, mientras que la sacarosa y la
sorbosa no difirieron significativamente entre tratamientos. La arabinosa present6

una tendencia a incrementarse por efecto de la micorriza (Tabla 4).

La sacarosa no presento diferencia estadistica entre los tratamientos, sin
embargo fue el mas abundante en la corona, principalmente de las plantas ANM.
Esta concentracion alta de sacarosa puede deberse a que en condiciones de
agobio de hidrico, este carbohidrato tiene mas demanda en la raiz 0 que necesita

acumularse para retener una mayor cantidad de agua en la corona.
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A pesar de la diferencias arriba mencionadas el contenido de carbohidratos

libres totales en corona no difirid entre los tratamientos.

Tabla 4. Contenido de carbohidratos solubles en corona de plantas de fresa

Tratamientos

Carbohidratos CNM CM ANM AM

Arabinosa 0.415b 0.480ab 0.396b 0.583a
Xilosa 0.313a 0.270a 0.283a 0.262a
Lixosa 0.835a 0.833a 0.793a 1.095a
Manosa 0.299a 0.280a 0.295a 0.284a
Glucosa 10.082b 11.693b 10.485b 16.840a
Galactosa 0.128b 0.198a 0.102b 0.120b
Sorbosa 5.206a 4.329a 6.075a 10.775a
Fructosa 6.486b 5.257b 6.766b 10.383a
Sacarosa 86.781a 69.091a 119.203a 79.117a
Sumatoria 111.229a 92.833a 145.359a 118.520a

Los carbohidratos estan expresados en mg g™ peso fresco y cada valor representa la media de
cuatro repeticiones. El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada
carbohidrato (P < 0.05, LSD), valores con igual letra son estadisticamente iguales. CNM: plantas
control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no
micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

c) Contenido de carbohidratos solubles en laraiz de plantas de fresa

El contenido de carbohidratos solubles totales en la raiz disminuyd
significativamente en los tratamientos micorrizados (CM y AM, barras verde claro y
naranja claro respectivamente) (Figura 25). El agobio hidrico en plantas ANM
también favorecié la disminucién del contenido de carbohidratos libres totales en

raiz (barra naranja oscuro) con respecto a CNM (barra verde oscuro).
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FIGURA 25. Contenido de carbohidratos libres totales en raiz. Cada valor representa la media de
cuatro repeticiones. Valores con igual letra no son estadisticamente diferentes de acuerdo a la
prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas,
ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

En plantas CNM y ANM la sacarosa fue el carbohidrato mas abundante
representando el 88 y 75.8% de los carbohidratos libres totales, respectivamente
(Figura 26). En contenido de glucosa, fructosa y sorbosa presentaron un
comportamiento inverso a la sacarosa, la concentracion de estas hexosas se
incremento significativamente por efecto de la exposicidén el agobio hidrico y por la

presencia de la micorriza (Figura 27 y Tabla 5).
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FIGURA 26. Contenido de sacarosa en raiz. Cada valor representa la media de cuatro
repeticiones. Valores con igual letra no son estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba
LSD (P = 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM:
plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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FIGURA 27. Contenido de glucosa y fructosa en raiz. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones. Letras iguales no son estadisticamente diferentes de acuerdo la prueba LSD (P <
0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas
agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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Tabla 5. Contenido de carbohidratos solubles en raiz

Tratamientos

Carbohidratos CNM CM ANM AM

Arabinosa 0.176a 0.185a 0.200a 0.238a
Xilosa 0.192a 0.155a 0.177a 0.158a
Lixosa 0.159a 0.108b 0.112b 0.143b
Manosa 0.048b Oc 0.066ab 0.074a
Galactosa 0.092a 0.094a 0.094a 0.104a
Sorbosa 2.706b 3.383b  3.509b 4.994a
Sumatoria 92.534a 17.766¢c 58.606b 21.607c

Los valores estan representados en mg g™ de peso fresco y cada valor representa la media de
cuatro repeticiones. El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada
carbohidrato, valores con igual letra no son estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba
LSD (P = 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas, ANM:
plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.

7.3.7.- Efecto del agobio hidrico y micorrizacibn en el contenido de
aminoacidos libres

Los aminoacidos libres encontrados en las plantas de fresa bajo condiciones
de agobio hidrico y micorrizacion fueron diez y los mas abundantes en los 6rganos
analizados fueron Asp/Asn y Glu/GIn. También se identific6 el aminoacido que se
tiene reportado como importante en varias respuestas a agobios abidticos, la

prolina (Ruiz-Lozano, 2003).

La prolina es un aminoacido que se acumula en la mayoria de los 6rganos
sometidos a agobio hidrico, junto con los carbohidratos, y es rapidamente
metabolizada después de la recuperacion del agobio. La acumulaciéon de prolina
es principalmente por sintesis de novo pero también es producto de la degracion
de proteinas, este aminoacido actua como osmoprotector, como fuente para
energia para regular los potenciales redox, como radical hidroxilo, como soluto
protege las macromoléculas contra desnaturalizacion y como medio de

acidificacion en la célula (Kishor y col., 1995 citado en Ruiz-Lozano 2003).

86



Flores-Cortez, 2007

a) Aminoacidos libres identificados en hojas de plantas de fresa

El contenido de aminoacidos libres totales en hoja se incrementoé por efecto
del agobio hidrico, de manera que ANM y AM presentaron los valores mas altos
de aminoacidos libres, el incremento por exposicion al agobio hidrico ha sido
reportado anteriormente en varios trabajos; este efecto también se observé para
Asp/Asn. El contenido de Glu/GIn en hoja se incrementé significativamente con la

presencia de la micorriza (CM y AM) (Tabla 6).

Como se menciondé anteriormente la prolina es considerada como un
osmolito de respuesta a diferentes factores ambientales, incluyendo la baja
disponibilidad de agua en el sustrato. En nuestras condiciones de trabajo, el
contenido de prolina disminuyo significativamente con la presencia de la micorriza
en CM y AM (Tabla 6), en la literatura se menciona que la prolina presenta
concentraciones bajas en hojas de plantas micorrizadas en comparacion con no
micorrizadas, esto se atribuye a que las plantas que se encuentran colonizadas
con HMA son mas resistentes al agobio hidrico. En la valina, isoleucina y
fenilalanina no se encontraron diferencias entre los diferentes tratamientos,

ademas en la literatura no se reporta que respondan al agobio hidrico.

Tabla 6. Contenido de aminoacidos libres en hoja de planta de fresa

Tratamientos

Aminoacidos CNM CM ANM AM
Valina 0.010a 0.010a 0.011a 0.012a
Isoleucina 0.011a 0.012a 0.011a 0.012a
Serina 0.061b 0.05b 0.158a 0.127ab
Prolina 0.064ab 0.041b 0.082a 0.043b
Asp/Asn 0.091c 0.117c 0.265b 0.413a
Glu/GIn 0.689c 0.869b 0.082d 1.330a
Fenilalanina 0.020a 0.057a 0.018a 0.033a
Sumatoria 0.944 b 1.060b 1.642a 2.020a

Los valores estan expresados en mg g™ peso fresco y representan la media de cuatro repeticiones.
El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada aminoacido (P < 0.05, LSD),
valores con igual letra no son estadisticamente diferentes. CNM: plantas control no micorrizadas,
CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas
agobiadas micorrizadas.
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b) Contenido de aminoacidos libres en corona de plantas de fresa

En corona el contenido de aminoacidos libres totales se duplicé en todos
los tratamientos excepto en AM (Tabla 7), lo cual se debid principalmente a que
las concentracines de Asp/Asn se incrementaron aproximadamente 10 veces con

respecto al contenido de estos en las hojas.

El contenido de prolina aumento significativamente por el agobio hidrico, en
este aminoacido la micorrizacion no tuvo un efecto como en el caso de las hojas.
La concentracion de triptéfano es sensible a la exposicion de agobio y de HMA, ya
que fue en CNM donde se determind la mayor concentracion. El resto de los

aminoacidos que se muestran en la tabla 7 no se alteraron entre tratamientos.

Tabla 7. Contenido de aminoacidos libres en corona de planta de fresa

Tratamientos

Aminoacidos CNM CM ANM AM

Valina 0.056a 0.071a 0.056a 0.047a
Isoleucina 0.069a 0.100a 0.088a 0.073a
Serina 0.067a 0.128a 0.147a 0.136a
Prolina 0.076b 0.046b 0.158a 0.162a
Asp/Asn 1.251a 1.049a 2.004a 1.317a
Glu/GIn 0.290c 0.467b 0.635a 0.407b
Fenilalanina 0.140a 0.071b 0.076b 0.052b
Triptofano 0.174a 0.245a 0.100a 0.103a
Sumatoria 2.197a 2.261a 3.149a 2.266a

Los valores estan expresados en mg g™ peso fresco y representan la media de cuatro repeticiones.
El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada aminoéacido (P < 0.05, LSD),
valores con igual letra no son estadisticamente diferentes. CNM: plantas control no micorrizadas,
CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas
agobiadas micorrizadas.
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c) Contenido de aminoacidos libres en raiz de plantas de fresa

El contenido de aminoacidos totales en la raiz esta directamente
influenciado por la exposicién al agobio hidrico, ya que es en ANM y AM donde se
observé la concentracion mas alta (Tabla 8); en este 6rgano la concentraciéon de
aminoacidos libres fue mayor que en hoja y corona, este incremento se debe a
que el contenido de Asp/Asn incrementé significativamente y represento el 87%

del total de los aminoacidos presentes en hoja.

Tabla 8. Contenido de aminoacidos libres en raiz de planta de fresa

Tratamientos

Aminoacidos CNM CM ANM AM
Valina 0.020b 0.023ab 0.032a 0.026ab
Isoleucina 0.026b 0.029b 0.040a 0.033ab
Serina 0.036b 0.040b 0.046ab 0.053a
Prolina 0.009c 0.006¢ 0.016b 0.020a
Asp/Asn 2.717b 2.875ab 3.756a 3.397ab
Glu/GIn 0.151b 0.162b 0.273a 0.270a
Fenilalanina 0.016a 0.021a 0.024a 0.025a
Triptofano 0.038a 0.057a 0.057a 0.057a
Sumatoria 3.020b 3.241b 4.244a 3.882ab

Los valores estan expresados en mg g™ peso fresco y representan la media de cuatro repeticiones.
El analisis estadistico se realizo de manera independiente para cada aminoacido (P < 0.05, LSD),
valores con igual letra no son estadisticamente diferentes. CNM: plantas control no micorrizadas,
CM: plantas control micorrizadas, ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas
agobiadas micorrizadas.

En las raices de plantas AM se detectd el mayor contenido de prolina, cabe
mencionar que en éste drgano la concentracidén de prolina en todos los tratamiento

fue muy baja en comparacién con la detectada para hoja y corona.
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7.3.8.- Acumulacién de nitratos como osmolitos inorganicos en plantas de

fresa

Existen varios reportes en la literatura que indican que la micorriza favorece
la absorcion de nitratos por la planta, mejorando asi su estado nutrimental (Ruiz-
Lozano, 2003). Algunos iones inorganicos como el calcio y el potasio se han
reportado que tienen funcién de osmolitos y se cree que los nitratos cumplen

también con esta funcion.

En la Figura 28 se muestran los resultados obtenidos de contenido de

nitratos en los diferentes 6rganos analizados de las plantas de fresa.
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FIGURA 28. Contenido de nitratos en los diferentes 6rganos de plantas de fresa. El analisis
estadistico se realizo de manera independiente para cada 6rgano y cada barra representa la media
de cuatro repeticiones, valores con igual letra no son estadisticamente diferentes de acuerdo a la
prueba LSD (P < 0.05). CNM: plantas control no micorrizadas, CM: plantas control micorrizadas,
ANM: plantas agobiadas no micorrizadas y AM: plantas agobiadas micorrizadas.
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Los niveles de nitrato reductasa disminuyen con el agobio hidrico y esto
conlleva a una disminucion en el flujo de nitratos del suelo hacia la planta (Ruiz-
Lozano,2003). En nuestros resultados se observa que las concentraciones de
nitratos en la raiz (barras azules) se incrementan con la exposicion al agobio

hidrico (ANM y AM), este incremento repercute en las concentraciones de corona
y hoja.
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8.- DISCUSION
8.1.- Experimento preliminar

Las plantas ANM del experimento preliminar perdieron agua mas rapido en
el sustrato que las plantas AM durante la suspension de riego (Figura 11), esto
sugiere que el micelio externo de la micorriza favorece la retencién del agua en el
sustrato, ya sea porque la retiene en su interior o porque promueve la
compactacion del sustrato mediante la formacion de agregados entre el micelio y

el sustrato impidiendo de esta manera una rapida evaporacion del agua.

Esta pérdida de agua mas acelerada en las plantas ANM provoco que las
plantas de fresa presentaran sintomas de marchitez mas rapido que las AM
(Figura 12); estos resultados concuerdan con los de Borkowska (2002), donde se
reporta que las plantas de fresa micorrizadas después de cinco dias de
suspension de riego tenian un contenido de agua significativamente mayor que las
no micorrizadas y que a ese tiempo no presentaban sintomas de marchitez

mientras que las no micorrizadas si.

Es bien sabido que el agobio hidrico disminuye los procesos de intercambio
gaseoso Yy en el experimento preliminar se pudo constatar esto. En la Figura 13 se
observa como la fotosintesis en ANM disminuyé mas drasticamente que en AM, lo
que sugiere que estas plantas cerraron mas rapidamente los estomas para evitar
una deshidratacion en respuesta a la disminucion del contenido de agua en el
sustrato, mientras que las plantas micorrizadas percibieron de manera mas lenta

esta disminucion.

Lo anterior puede ser comprobado por los resultados de fotosintesis que se
presentan en la Figura 15, donde se muestra que las plantas ANM a pesar de
tener siete dias sin riego presentaron una tasa fotosintética similar a los
tratamientos control (CNM y CM) y las plantas ANM la disminuyeron
significativamente. Con estos resultados se sugiere que la micorriza favorece la
tasa fotosintética en condiciones de baja disponibilidad hidrica por una mejora del

estado hidrico de la planta.
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Los resultados que se obtuvieron en el experimento preliminar sirvieron de
base para establecer un nivel de disponibilidad hidrica en la cual las plantas
estuvieran en agobio hidrico sin presentar sintomas de marchitez y que ademas
terminaran su ciclo de vida, en base a esto se decidi6 considerar el contenido de
agua que presentaron las plantas a los siete dias de suspension de riego, lo que

nos garantizé que las plantas no alcanzarian un agobio hidrico severo (Figurai4).

8.2.- Experimento principal

En el experimento principal se observo que la colonizacion de las raices por
G. intraradices disminuyd por efecto del agobio (Figura15), de acuerdo con lo
reportado por Niemi y Vestberg (1992) esta disminucion en la colonizacion puede
deberse a que el desarrollo del hongo, y por lo tanto las estructuras de reserva, se
afectaron por la presencia de altas concentraciones de nutrimentos en el sustrato,
particularmente fosforo. En nuestras condiciones de agobio hidrico cabe la
posibilidad de que haya habido acumulacion de sales, ya que no se adicionaron
cantidades de agua suficientes para permitir el drenaje en el sustrato, lo que

posiblemente afectd la colonizacion del hongo.

La baja disponibilidad de agua en el sustrato provoco la disminucién del
potencial hidrico en las plantas agobiadas (ANM y AM) (Figura 16), esto se debe a
que a la par que el contenido de agua en el sustrato disminuye, el potencial hidrico
del suelo se vuelve mas negativo de manera que el potencial hidrico de las plantas
también disminuye para mantener un gradiente favorable para el flujo de agua del
suelo a las raices. EI mecanismo mas importante por el cual se lleva a cabo este
efecto es conocido como ajuste osmotico, es un decremento en el potencial
osmaotico por acumulacion activa de iones organicos o solutos compatibles, y es
una respuesta temprana de las plantas al agobio hidrico (Kerepesi y col., 1998;
Ruiz-Lozano, 2003).
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Los resultados de potencial hidrico en las plantas de fresa no se afectaron
por la presencia de la micorriza (Figura 16), de manera que con lo obtenido en
este parametro no se puede considerar que el HMA mejoré el estado hidrico de
las plantas CM y AM, sin embargo Hernandez-Sebastia y col. en 1999 reportaron
que Glomus intraradices si mejora el estado hidrico de las plantas. Cabe
mencionar que nuestras plantas se encontraban en etapa de fructificacion y
establecidas en invernadero, mientras que el trabajo de Hernandez-Sebastia y

col. (1999) se llevo a cabo en plantulas establecidas in vitro y en etapa vegetativa.

La disminucion del area foliar por efecto del agobio hidrico como se muestra
en la Figura 17, fue observada anteriormente por Klamkowski y Treder (2006) en
plantas de fresa (cv. Salut) cuando redujeron el riego al 50% de la capacidad de
campo, ademas también observaron que los estomas se redujeron en numero y

tamafo como estrategia para evitar la pérdida de agua.

Aunque la micorriza en variables como el estado hidrico no haya tenido un
efecto directo, en el area foliar se observd un incremento no significativo en las
plantas CM. En las plantas AM este efecto no fue evidente. EI incremento en el
area foliar de plantas no agobiadas ya habia sido reportado antes para tres
cultivares de plantas de fresa por Paraskevopoulou-Paroussi y col. (1997), quienes
encontraron que ademas del area foliar, el nUmero de hojas, coronas y estolones

también fue mas alto en plantas micorrizadas que en no micorrizadas.

Otra variable beneficiada por la presencia de la micorriza fue la longitud de
las raices, esta afectd tanto a las plantas AM como en las CM, aunque este
aumento no fue estadisticamente significativo sugiere una mejora en la eficiencia

de absorcion por parte de estas raices micorrizadas.

En el trabajo realizado por Klamkowski y Treder (2006) no se observaron
diferencias en el peso fresco ni en longitud de las raices de plantas agobiadas con
respecto a las control, sin embargo en el presente trabajo se observd una
disminucién significativa en la longitud de las raices de las plantas ANM y AM por

efecto de la baja disponibilidad de agua en el sustrato con respecto a las control
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(CNM y CM) (Figura 18), esto repercutié directamente en el peso fresco y seco de

las raices como se muestra en la Figuras 19 y 20.

La eficiencia en absorcién por parte de las raices esta directamente
relacionada con una mayor acumulacion de biomasa, en un trabajo realizado por
Borkowska (2002) se reportd que la micorriza favorece el crecimiento de las
plantas de fresa al menos en los primeros estadios de desarrollo. En nuestros
resultados este efecto benéfico de las micorrizas se presentd en raices y parte
aérea de las plantas CM tanto para peso fresco (Figura 19) como para peso seco
(Figura 20).

El agobio hidrico redujo todos los parametros medidos relacionados con el
intercambio gaseoso (Tabla 2). La magnitud en que la fotosintesis decrecio indica
que el aparato fotosintético fue afectado moderadamente por la baja disponibilidad
de agua en el sustrato. Si se compara el resultado obtenido en fotosintesis con el
de Klamkowski y Treder (2006), se puede deducir que el cultivar “Aromas” es mas
resistente a la sequia que el cultivar “Salut”, ya que a pesar de haber sido
expuesto a una menor cantidad de agua en el sustrato (34-38% de la capacidad
de campo), la fotosintesis fue mayor comparada con la obtenida para el cultivar
“‘Salut”, el cual fue sometido al 50% de la capacidad de campo. En condiciones

normales de riego la fotosintesis en ambos cultivares es similar.

En los parametros medidos en relacion al intercambio de gases, la micorriza
no tuvo efecto alguno ni en las plantas agobiadas (ANM y AM) ni en las control
(CNM y CM) (Tabla 2), estos resultados concuerdan con los que obtuvieron Ruiz-
Lozano y Azcén (1995) (b) para Lactuca sativa cv. Romana inoculada con Glomus
fasciculatum, pero cuando inocularon con Glomus deserticola observaron que se
incrementaron el intercambio de gases y el uso eficiente del agua. Los autores
concluyeron que las especies de HMA difieren en eficiencia para la absorcion y

transporte de agua.
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Los valores de conductancia que se muestran en la Tabla 2 se encuentran
por encima del umbral reportado por Medrano y col., (2002), los autores reportaron
un valor de 0.05 mol H,O m™ s™ como umbral de déficit hidrico para uva. De
acuerdo a lo anterior se puede sugerir que la disminucion de la fotosintesis se
debe al cierre estomatico como factor principal, ya que cuando se obtiene una
conductancia menor a la reportada por Medrano y col. (2002) las limitaciones de la

fotosintesis se deben a factores no estomaticos.

La disminucién de la fotosintesis en condiciones de baja disponibilidad de
agua involucra mecanismos a nivel estomatico y no estomatico (bioquimicos)
(Escalona y col.,, 1999). Cuando las plantas son expuestas a una baja
disponibilidad de agua en el suelo, la conductancia estomatica y crecimiento de las
hojas puede ser regulado por sefiales quimicas que viajan a larga distancia, desde
la raiz hasta el brote, independientemente del estado hidrico de la parte aérea
(Sobeih y col., 2004).

Davies y Zhang (1991) argumentaron que un importante componente de la
respuesta al agobio hidrico de muchas plantas podria ser el acido abscisico (ABA)
moviéndose como sefial desde la raiz hasta los brotes para regular la fisiologia y
desarrollo como una funcion del estado y/o disponibilidad de agua en el suelo. El
cierre de los estomas de plantas expuestas al agobio hidrico puede ser mediado
por un rapido incremento en la sintesis de ABA en la raiz y carga de este en el
xilema desde las raices y llevado a la parte aérea por la corriente de transpiracién
(Blanke y Cooke, 2004).

En este estudio se observé un incremento significativo del contenido de
ABA-GE en las raices de las plantas por efecto de la exposicién al agobio hidrico y
por colonizacion del hongo (Figura 21). Por lo que se observo, la micorriza parece
estimular la sintesis de ABA-GE en la raiz asi como su transporte hacia la parte
aérea ya que en la corona la concentracion de este compuesto fue mucho mayor

en los tratamientos no micorrizados (CNM y ANM).
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Las plantas AM presentaron la concentracion mas alta de ABA-GE en raiz y
corona, lo que sugiere que en este tratamiento no solo la micorriza participd en la
retencion del agua en la planta sino que el ABA-GE estaba siendo activado para
estimular el cierre estomatico. Esto puede ser mas claro si se compara la
fotosintesis de las plantas CNM y AM (Tabla 2), estos tratamientos presentaron
concentraciones similares de ABA-GE en hojas y sin embargo en AM se presento
una reduccién del 21% en fotosintesis y 50% en traspiracion, 1o que indica un

cierre estomatico eficiente para evitar la pérdida de agua.

El ajuste osmotico permite mantener el turgor y los procesos que dependen
de él, tales como la expansion celular y crecimiento, apertura estomatica y
fotosintesis, asi como mantener un potencial hidrico favorable para la entrada de
agua a la planta. Los solutos que participan en el ajuste osmotico son iones
inorganicos (por ejemplo nitratos), compuestos cargados como la prolina y
carbohidratos solubles como sacarosa (Ruiz-Lozano, 2003; Hincha y Hagemann,
2004).

Los cambios en la concentracion de carbohidratos son de particular
importancia porque tienen una relacion directa con procesos fisiologicos como
fotosintesis, traslocacion y respiracion. Entre los carbohidratos solubles, la
sacarosa, glucosa y fructosa tienen un potencial en la adaptacion al agobio hidrico
(Kerepesi y Galiba, 2000; Garg y col. 2002). Los carbohidratos solubles
(principalmente sacarosa) protegen membranas contra la deshidratacion por
induccion de la formacion de una pelicula a temperatura fisiolégica y los
componentes polihidroxilados pueden reemplazar el agua estructural, para que un
compuesto pueda tener la funcion de proteger membranas debe presentar dos
propiedades importantes: una efectiva depresion de la temperatura de transicion
de la fase lipidica y la habilidad para vitrificar (Kerepesi y col., 1998; Hincha y
Hagemann, 2004).

Las diferentes especies de plantas varian en sensibilidad y respuesta al
decremento en el potencial hidrico causado por una baja disponibilidad de agua en

el sustrato, en el caso particular de la fresa el contenido de carbohidratos solubles
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totales en las hojas de plantas ANM y AM se incrementé por efecto de la

exposicion al agobio hidrico (Figura 22).

El comportamiento de los resultados encontrados en el contenido de
carbohidratos totales en hoja de plantas agobiadas (ANM y AM) en este trabajo
coinciden con los reportados por Kerepesi y col. (1998) para cuatro cultivares de
trigo, sin embargo ellos reportaron que la reaccién al agobio hidrico en tallos y
hojas fue el incremento de monosacaridos mientras que en nuestro trabajo el
carbohidrato que se incrementé fue la sacarosa principalmente (Figura 23). Las
concentraciones de carbohidratos solubles totales en fresa fueron menores que
las reportadas para trigo, esto podria deberse al estadio de desarrollo de la fresa

(Fructificacion).

De manera general los carbohidratos libres totales en hojas de fresa se
afectaron por la presencia del agobio y de la micorriza, teniendo asi un incremento
del 28, 49 y 143% en CM, ANM y AM respectivamente, comparados con las
plantas control no micorrizadas (CNM) (Figura 22). Con esto se sugiere que la
micorriza favorece la acumulacién de carbohidratos en las hojas, y en condiciones
de agobio las concentraciones se incrementan significativamente para llevar a
cabo un ajuste osmotico mejorando con ello el estado hidrico de las plantas de

fresa.

Schellenbaum y col.,, (1998) observaron que las plantas de tabaco
micorrizadas acumularon menos glucosa y fructosa en hojas y raices que las no
micorrizadas en condiciones de agobio hidrico, en nuestros resultados no se
observd una diferencia significativa en el contenido de estos monosacaridos en
hojas entre ANM y AM (Figura 24), pero en raiz la concentracion fue mayor en AM
(Figura 27). Resultados semejantes a los de Schellenbaum y col., (1998) se han

reportado para rosa y chile (Augé, 2001).

La cantidad y distribucion de los componentes en la corona es una
indicacion indirecta de la traslocacién en actividad metabdlica de los tejidos

demanda durante el agobio hidrico (Kerepesi y Galiba, 2000). En los carbohidratos
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analizados de la corona de plantas de fresa, la glucosa, fructosa y arabinosa se
incrementaron en plantas AM (Tabla 4), lo que indica que bajo condiciones de
agobio y en presencia de la micorriza estos monosacaridos tienen mayor demanda
en las raices, cuando la micorriza se encuentra ausente la sacarosa es mas
demandada por las raices de plantas agobiadas, aunque cabe mencionar que la
concentracién de éste disacarido en corona no fue estadisticamente diferente de

el resto de los tratamientos.

En las raices de plantas de fresa el contenido de carbohidratos solubles
totales disminuy6 significativamente en los tratamientos micorrizados (CM y AM),
dentro de los no micorrizados las plantas CNM presentaron la mayor

concentraciéon de carbohidratos solubles totales de la raiz (Figura 25).

La sacarosa es considerada como el principal carbohidrato involucrado en
la tolerancia al agobio hidrico ya que tiene la habilidad de estabilizar proteinas,
asistiendo el plegamiento de polipéptidos desnaturalizados por proteinas
chaperonas, y tiene un efecto protector de lipidos de membrana durante la
deshidratacion mediante el reemplazo del agua para mantener los fosfolipidos en
la fase liquido-cristalina (Kerepesi y Galiba, 2000; Hincha y Hagemann, 2004),
permitiendo con esto un desarrollo adecuado de los principales procesos en la

planta.

En raiz se observa que las concentraciones de sacarosa en las plantas
micorrizadas (CM y AM) son significativamente menores que en las no
micorrizadas (CNM y ANM) (Figura 26), esta diferencia puede ser explicada
mediante dos propuestas, (a) la micorriza tiene un costo beneficio y necesita una
fuente de carbono la cual es proporcionada por hexosas (glucosa y fructosa,
componentes de la sacarosa), y ademas (b) en plantas micorrizadas sometidas a
agobio hidrico la sacarosa se trasloca poco hacia la raiz por lo que se deduce que
bajo estas circunstancias la sacarosa tiene efecto de osmolito y osmoprotector en
la parte aérea mientras que en las raices estos efectos son cubiertos por la

glucosa y la fructosa, ademas de que cubren la demanda del hongo.
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Los niveles de glucosa y fructosa en las raices se incrementaron por el
agobio y la micorriza, obteniéndose asi concentraciones mayores en los
tratamientos de agobio y significativamente mas altos en AM; en CNM se
determinaron las menores concentraciones de estas dos hexosas. El incremento
en glucosa y fructosa en la Figura 27 puede deberse (como se menciond

anteriormente) a la hidrdlisis de la sacarosa para aportar carbono al simbionte.

El conjunto de aminoacidos y su concentracion son influenciados por
agobios abidticos, los niveles de aminoacidos libres son afectados por un
incremento en la degradacion de proteinas y algunos aminoacidos actuan como
solutos compatibles (por ejemplo la prolina) cuya sintesis esta fuertemente

influenciada por el agobio hidrico (Malatrasi y col., 2006).

Respecto a los aminoacidos libres cabe mencionar que la prolina no se ha
reportado antes para plantas de fresa, este aminoacido se ha encontrado como
una medida de capacidad de aclimatacion o dafio por agobio hidrico en las plantas
(Augé, 2001)

La concentracion de aminoacidos libres totales se incrementd
significativamente en hojas por efecto del agobio. Las hojas de fresa micorrizadas
(CM y AM) presentaron concentraciones mas bajas de prolina que las no
micorrizadas (CNM y ANM) (Tabla 6), esto puede ser atribuido a la resistencia al

dafio que le confiere la micorriza durante el agobio hidrico.

En corona el contenido de aminoacidos libres totales se incrementd con
respecto a lo encontrado en hoja (Tabla 7), y esta concentracion fue aun mayor en
las raices, estos incrementos fueron ocasionados por la exposicion al agobio
hidrico. Los tratamientos que presentaron los valores mas altos de aminoacidos
libres en corona y raiz fueron ANM y AM (aunque en corona no hubo diferencia
estadistica). Respecto al contenido de prolina en estos organos, ésta se
incrementd por efecto del agobio indicando que estos 6rganos sufrieron mas dafio

por este factor (Tablas 7 y 8).
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Los osmolitos inorganicos que se analizaron en este estudio fueron los
nitratos, se sabe que bajo condiciones de agobio hidrico los niveles de la enzima
encargada de la reduccién de este i6n decrece drasticamente y en estas
condiciones el flujo de nitratos desde el suelo hacia la raiz disminuye. Existen
reportes en la literatura de que la micorriza favorece la absorcion de nitratos, esto
se debe a que los HMA tiene el juego de genes para la asimilacién de nitratos ;
debido a lo anterior en plantas micorrizadas sometidas a agobio hidrico la
actividad de la enzima nitrato reductasa es mas alta que en plantas micorrizadas
(Ruiz-Lozano, 2003).

En la Figura 28 se muestra el contenido de nitratos en los diferentes
organos de la planta de fresa y se puede apreciar que las plantas AM presentan
niveles mas altos de nitratos en las raices y hojas. Estos resultados estan en
desacuerdo con lo reportado en la literatura, una explicacién posible es que el
nivel de agobio que se manejo en este estudio no fue los suficientemente fuerte

como para afectar los niveles de enzima nitrato reductasa.
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9.- CONTRIBUCION DE Glomus intraradices AL AGOBIO HIDRICO DE LAS
PLANTAS DE FRESA

Para establecer la contribucion de G. intraradices al agobio hidrico en
plantas de fresa, primero es necesario conocer como afecta la baja disponibilidad

de agua en el sustrato en las plantas agobiadas no micorrizadas (ANM).

En nuestras condiciones experimentales, las plantas agobiadas no
micorrizadas disminuyen el intercambio de gases, la fotosintesis disminuye un
10.7% mientras que la traspiracion un 43.6%; esto repercute directamente en el
crecimiento por lo que éstas plantas tienen significativamente menos biomasa que

las plantas control (Figura 29).

Para contrarrestar el agobio hidrico, las plantas ANM incrementan el
contenido de osmolitos como carbohidratos solubles totales, aminoacidos libres y
nitratos en hoja en un 49, 74 y 150% respectivamente. Estos osmolitos actuan
directamente sobre la disminucion del potencial osmaético, disminuyendo asi el
potencial hidrico de las plantas para mantener un gradiente de potencial favorable
para el flujo de agua desde el suelo hacia las raices. En la raiz de las plantas ANM
también hay un incremento en los osmolitos, aminoacidos y nitratos, en éste
organo los azucares se reducen un 37% por su retencion en la parte aérea donde

participan en el ajuste osmético (Figura 29).

En condiciones de agobio el contenido de ABA-GE disminuye un 6% en
hojas debido a que participa en el cierre estomatico como un mecanismo no
hidraulico para evitar la pérdida de agua por la planta cuando existe una baja
disponibilidad de agua en el suelo, incrementa su sintesis en las raices en un

42.7% en comparacion con la plantas control no micorrizadas (Figura 29).

En los parrafos anteriores se expuso la repuesta de las plantas de fresa
agobiadas no micorrizadas al agobio hidrico, ahora se propondra un modelo de la
contribucion de G. intraradices al agobio hidrico en plantas de fresa en etapa de

fructificacion.
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Cuando las plantas de fresa micorrizadas se exponen a un agobio hidrico,
al igual que ANM disminuyen la produccién de biomasa en comparacion con CNM;
lo cual es una consecuencia de una disminucion mayor en la fotosintesis y en la
traspiracion que en las plantas ANM. Este efecto se observa porque las plantas
agobiadas micorrizadas (AM) sintetizan 111% mas ABA-GE en las raices, el cual

es transportado hacia la parte aérea e induce el cierre estomatico (Figura 30).

Las plantas AM presentan una mayor concentracion de osmolitos en las
hojas que las ANM, esto como se mencioné anteriormente disminuye el potencial
hidrico de las hojas favoreciendo el movimiento del agua en la planta. Aunque en
AM hay un contenido mayor de osmolitos organicos e inorganicos que disminuyen
mas el potencial osmatico, el potencial hidrico de las plantas AM es similar al de
ANM; esto se debe a que las AM cuentan con el micelio externo que favorece la
absorcion de agua en zonas donde la raiz no tiene acceso (por ejemplo
microporos) mejorando con esto el estado hidrico de las plantas lo que tiene un
efecto directos en la turgencia celular la cual contrarresta el potencial osmético

generado por la acumulacion de osmolitos.

En la raiz de las plantas AM no hay una acumulacion de osmolitos mayor
que en ANM, sin embargo los carbohidratos solubles totales disminuyen en un
75%; en plantas control micorrizadas también hay una disminucion del contenido
de carbohidratos solubles totales en 79%, con esto se puede establecer que los
beneficios que la micorriza otorga a la planta tienen un costo elevado de

fotoasimilados (Figura 30).

En plantas bajo condiciones normales de riego hay un incremento en la
fotosintesis, traspiracion y absorcion de nitratos (Figura 30), lo que repercute en la

acumulacion de carbohidratos y aminoacidos en hojas equilibrando asi su costo.
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10.- RESUMEN DE RESULTADOS

1.- La colonizacion de las plantas de fresa con G. intraradices disminuyd por la
exposicion al agobio hidrico, lo cual puede estar asociado a que los HMA son
sensibles a las altas concentraciones de nutrimentos en el medio y esta

condicion posiblemente se presentd en este estudio.

2.- El potencial hidrico de las plantas de fresa no se modificé por la presencia
de la micorriza en los tratamientos CM y AM, éste fue significativamente menor
para los tratamientos agobiados ANM y AM, pero la micorriza si mejoro la

turgencia celular.

3.- El crecimiento de las plantas de fresa disminuy6é por efecto del agobio
hidrico y bajo esta condiciones la micorrizacion no presenté un efecto benéfico
sobre el crecimiento de la planta, sin embargo en condiciones normales de

riego la micorriza favorecié la produccion de biomasa en hojas y raices (CM).

4.- El contenido de ABA-GE se incrementé en las raices de las plantas
asociadas con el hongo en respuesta al agobio hidrico moderado, de manera
que se puede concluir que la presencia de éste hongo estimula la sintesis de
esta hormona en las raices para contribuir a evitar la pérdida de agua por

traspiracion.

5.- La concentracion de carbohidratos totales se incrementd en las hojas de
plantas de fresa colonizadas con G. intraradices en respuesta al agobio hidrico

sostenido al que fueron expuestas (34-38% de agua en el sustrato).

6.- La acumulacién de aminoacidos libres y nitratos en la planta solo se
favorecié por el agobio sin presentarse un efecto de la micorriza, excepto para

el contenido de prolina el cual disminuyd por la interaccion de la micorriza.
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11.- CONCLUSION

Los niveles de osmolitos, exclusivamente carbohidratos, y acido
abscisico glucosilado se incrementan en plantas de fresa (Fragaria x ananassa
Duch. cv. Aromas) asociadas con Glomus intraradices en respuesta al agobio

hidrico prolongado y sostenido.
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