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Resumen

En la Unidad Cientifico Tecnolégica de Base Los Palacios, Cuba, a 22° 34’ 32.73” Ny 83° 14’ 11.95” O, se evalud
el efecto de la inundacién sobre la colonizacién de hongos micorrizicos arbusculares durante la fase vegetativa de
plantas de arroz cultivar INCA LP-5. Se realizaron dos experimentos en condiciones de invernadero en macetas
con una capacidad de 800 g de suelo, ambos experimentos en un disefno experimental completamente aleatorizado.
Uno de ellos se realiz6 con Rhizophagus (=Glomus) intraradices (Ri), donde se evalu6 la dinamica de colonizacion
de la simbiosis micorrizica en condiciones de inundacién y secano (no inundadas). En el segundo experimento
se trabajé con Glomus cubense (Gc) y se evalud la colonizacién micorrizica en plantas de arroz cultivadas con
diferentes alturas de lamina de agua. En ambos experimentos se evaluaron altura de la planta, produccion de
masa seca y tasa absoluta de crecimiento. Como resultado se encontr6 que las plantas de arroz fueron coloniza-
das a partir del dia 35 después de la germinacion, tanto en condiciones inundadas como no inundadas, con una
tendencia al incremento en el tiempo. Se comprobé que la colonizacién micorrizica disminuyé en condiciones de
inundacién y a medida que la altura de la lamina de agua fue superior se encontraron valores inferiores de este
indicador. La colonizaciéon micorrizica increment6 el desarrollo de las plantas de arroz.

Palabras clave: Colonizaciéon micorrizica; Rhizophagus intraradices; Glomus cubense; arroz, inundacién, secano.

Abstract

The research was conducted in the Scientific Technological Base Unit Los Palacios, Cuba, located at 22° 34’
32.73” N and 83° 34’ 32.73” 14’11,95” W, with the objective of evaluating the effect of flooding on colonization
by arbuscular mycorrhizal fungi during the vegetative phase of rice plants, cultivar INCA LP-5. Two experiments
under greenhouse conditions in pots with a capacity of 800 g of soil, both experiments in a completely random-
ized design were performed. An experiment was performed with Rhizophagus (=Glomus) intraradices (Ri), where
the dynamics of colonization of mycorrhizal symbiosis in flooded conditions was evaluated and not flooded. In
the second experiment, we worked with Glomus cubense (Gc) and mycorrhizal colonization was evaluated in rice
plants grown with different levels of water depth. In both experiments, plant height, the absolute dry weight and
growth rate are evaluated. The results showed that the rice plants were colonized from 35 days after germina-
tion, both flooded and non-flooded conditions, with an increasing trend over time. It was found that mycorrhizal
colonization decreased in flood conditions and as the height of the water level was higher, lower values of this
indicator was found. Mycorrhizal colonization increased the development of rice plants.

Key words: mycorrhizal colonization; Rhizophagus intraradices; Glomus cubense, rice; irrigation
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Introduccion

Los hongos formadores de micorrizas arbuscula-
res (HMA) colonizan el tejido intrarradical de la
planta hospedera, donde desarrollan estructu-
ras caracteristicas de la simbiosis (arbusculos y
vesiculas), asi como micelio extraradical, el cual
interacttia con el ecosistema de la rizosfora y es
el encargado de la absorcién de nutrientes del
suelo (Smith y Read, 2008).

Las bases fundamentales sobre las que se
establece la simbiosis micorrizica arbuscular
son nutritivas. La planta suministra al hongo
compuestos carbonados procedentes de la foto-
sintesis, mientras que éste aporta a la planta nu-
trientes minerales, especialmente aquellos menos
disponibles, en virtud de la mayor accesibilidad
del micelio externo del hongo a recursos del suelo
mas distantes en el suelo (Barea et al., 2008).

Los HMA tienen un efecto marcado en las re-
laciones hidricas de la planta y del suelo, ya que
modifican la conductancia estomatica, la tasa
fotosintética, el potencial hidrico foliar, la con-
centracion de osmolitos, la eficiencia en el uso de
agua y la asimilacién de nutrimentos del hospe-
dero (Harris-Valle et al., 2009); mientras que los
exudados fingicos promueven la cohesion de las
particulas del suelo e incrementan la retenciéon
de agua en el sustrato (Rillig y Mummey, 2000).
Los efectos del exceso de agua en los suelos sobre
los HMA no han sido evaluados ampliamente,
aunque se ha encontrado asociacién micorrizi-
ca en plantas acuaticas y de zonas inundadas
(Dhillion y Ampornpan, 1992), con excepcion de
aquellas pertenecientes a las familias Cyperaceae
y Juncaceae.

El arroz tiene la particularidad evolutiva de
ser semiacuatico y convencionalmente crece bajo
inundacioén continua durante la mayor parte de
su ciclo de vida. Por tanto, tiene relativamente
pocas adaptaciones a las condiciones de agua
limitada y es extremadamente sensible a la sequia
(Kamoshita et al., 2008), necesita volumenes al-
tos de agua, cuya escasez influye negativamente
sobre el crecimiento de la planta y el rendimiento
de grano (Vallino et al., 2009). Sin embargo, apro-
ximadamente la mitad de la superficie de arroz
en el mundo no dispone de agua suficiente para
mantener condiciones de inundacion y el rendi-
miento se reduce en cierta medida por la sequia
(Bernier et al.,, 2008). Teniendo en cuenta lo
anterior, la presente investigaciéon se realizé con
el objetivo de evaluar los efectos de la inundacion
sobre la colonizacién micorrizica y el desarrollo
de plantas de arroz durante su fase vegetativa.
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Materiales y métodos

La investigacion se realiz6 en la Unidad Cientifico
Tecnolégica de Base “Los Palacios”, Cuba, a 22°
34°32.73” Ny 83° 14’ 11.95” O, perteneciente al
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
donde se establecieron sendos experimentos
en condiciones de invernadero en macetas con
una capacidad de 800 g de suelo, el cual fue
previamente tamizado (5 mm de diametro) y des-
infectado con formol a 4 %. Se utiliz6 un suelo
Ferralitico Amarillo Tipico Cuarcitico (Hernandez
et al., 2006) con pH = 7.43, M.O. = 2.46 %, P,O,
= 12.52, K,0 = 9 (cmol/kg), Ca = 10, Mg = 2.71
y Na = 0.57 (ppm), utilizado en la produccion de
arroz por los campesinos que cultivan el cereal a
orillas del Rio Guama en Pinar del Rio. Durante la
fase experimental las condiciones de temperatura
estuvieron en un rango entre 18 y 27 °C, con una
media de 22.5 °C y humedad relativa promedio
entre 74 y 80 %.

Se utilizo el cultivar comercial de arroz INCA
LP-5, el cual tiene un buen comportamiento agro-
nomico en condiciones optimas de produccion
y las cepas de HMA: Rhizophagus intraradices
Schufler y Walker (2011) y Glomus cubense Y.
Rodr. y Dalpé, sp. nov., (Rodriguez et al., 2011),
con una riqueza fangica de 40 y 91 esporas.g!
de inoéculo, respectivamente, las que fueron
certificadas por el Laboratorio de Micorrizas del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, Cuba.
En cada experimento se utilizé una sola cepa, la
cual se seleccioné a partir de criterios en el uso
de R. intraradices establecidos en investigaciones
anteriores en el cultivo (Vallino et al., 2009) y en
el caso de G. cubense por su alta adaptabilidad en
los diferentes suelos de Cuba (Rivera et al., 2003).
La inoculacién se realiz6 por recubrimiento de la
semilla con base en el 10 % de su peso (Fernandez
etal., 2003). Los tratamientos de no inundacién
(secano) se mantuvieron a capacidad de campo,
entre 70 y 90 % de humedad.

Experimento 1

La dinamica de colonizaciéon de micorrizas R.
intraradices se evalud desde el momento de es-
tablecimiento de las condiciones inundadas y no
inundadas. En el caso especifico de la inunda-
cion, la altura de la lamina de agua no superé 5
cm sobre la superficie del suelo contenido en la
maceta, la cual se restablecié diariamente para
compensar el consumo de agua por la planta y
la evapotranspiracion en las macetas. El ex-
perimento consistio en cuatro tratamientos y
tres repeticiones, para un total de 108 macetas,
considerando nueve evaluaciones entre 20 y 60
dias después de la germinacién (DDG) y antes del
inicio de la fase reproductiva (Jarma et al., 2010),
con una frecuencia de 5 dias. Los tratamientos



consistieron en: plantas inoculadas con HMA en
condiciones inundadas (MA + Inund), plantas
inoculadas con HMA en condiciones no inunda-
das (MA + nolnund), plantas no inoculadas con
HMA en condiciones inundadas (noma + Inund)
y plantas no inoculadas con HMA en condiciones
no inundadas (noma + nolnund).

Experimento 2

Se realiz6 con G. cubense para evaluar el efecto de
la inundacién en la simbiosis micorrizica arbus-
cular en plantas de arroz inoculadas con HMA.
El experimento consistié de ocho tratamientos,
considerando diferentes niveles de inundacion
expresados en altura de lamina de agua (Tabla 1)
y cuatro repeticiones. Se utilizaron en total 128
macetas y se realizaron cuatro evaluaciones entre
los 35y 50 dias después de la germinacion, antes
del inicio de la fase reproductiva (Jarma et al.,
2010), con una frecuencia de 5 dias.

Tabla 1. Tratamientos evaluados en el Experimento 2.

No. Tratamientos Etiqueta

oy Plantas inoculadas con HMA en inundacién MA +3 cm
de3cm

™ Plantas inoculadas con HMA en inundacién MA + 6 cm
de6cm

T3 Plantas inoculadas con HMA en inundacién MA+9 cm

de9cm

Plantas inoculadas con HMA y no inunda-

T4 das

MA + nolnund

5 Plantas no inoculadas con HMA en inunda- NoMA + 3 cm
cionde 3 cm

Plantas no inoculadas con HMA en inunda-

6 cion de 6 cm

noMA +6 cm

17 Plantas no inoculadas con HMA en inunda- NoMA + 9 cm
cionde 9 cm

Plantas no inoculadas con HMA y no inun-

i dadas

noMA + nolnund

Cuantificacion de la colonizacion
micorrizica

Una vez se comprobé el establecimiento de la
simbiosis micorrizica en las plantas inoculadas
con Riy Gc, se procedi6 a evaluar la colonizacion
(%). Las raices fueron tenidas siguiendo el méto-
do descrito por Phillips y Hayman (1970) que se
basa en la aplicacion del colorante azul de tripan.
Para determinar la colonizacién micorrizica se
utilizé el método de la cuadricula o intercepto, el
cual consiste en cuadricular el fondo de una placa
de Petri (1 x 1 cm) seguido de la observaciéon de
las raices en microscopio estereoscopio binocular
Novel®, para contabilizar las raices micorrizadas y
las no micorrizadas que tocaban las lineas verti-
cales de la cuadricula, en total se contabilizaron
100 raices (Giovanetti y Mosse, 1980).

Simbiosis de micorrizas arbusculares en plantas de arroz
(Oryza sativa L.) en condiciones de inundacién y secano

Indicadores morfo-fisiologicos

Entre estos indicadores se cuantificaron los si-
guientes: (1) altura de la planta (cm) desde la
superficie del suelo hasta el extremo superior de
la hoja mas larga proyectada en la direcciéon del
tallo; (2) materia seca de la parte aérea y la raiz (g),
despues de secadas las muestras con tiro forzado
de aire a 70 °C, hasta alcanzar masa constante,
la que se midi6 en una balanza técnica digital
OHUS Adventurer® Pro de precision 0.01 g; y (3)
Tasa relativa de crecimiento (TRC) (g/g por dia),
definida a partir de las masas seca foliar en la
primera y ultima evaluaciones en ambos expe-
rimentos. Los calculos se realizaron segun los
criterios de Hunt (1982) citado por Barraza et al.
(2004), modificando los términos de P por M en
la ecuacion: (InM,-InM,)/(t,-t ), donde: M,= masa
seca inicial, M, = masa seca final, t, t,=intervalo
de tiempo transcurrido durante la evaluacion.

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidas de cada experimento se pro-
cesaron mediante analisis de varianza de clasifi-
cacion simple (ANOVA) (P < 0.05). Ademas en el
Experimento 1 se realizé un analisis de regresion
lineal para la variable altura. Todos los analisis
fueron realizados con el programa estadistico
SPSS de Windows, version 21.0.

Resultados y discusion

Colonizacion micorrizica

Experimento 1. En este estudio se comprobé que
las plantas no inoculadas (noMA) no presentaron
estructuras fungicas en la raices, como resultado
del proceso de esterilizacién a que fue sometido.
Esto no se observo en las plantas inoculadas con
R. intraradices, en las cuales la micorrizacion
aument6 en la medida que trascurrio el tiempo
y crecieron las plantas de arroz (Figura 1), com-

Colonizacion de la raiz (%)

Dias despues de la germinacién

|E| MA+Inund |
[® matnoinund |

0 [ o [ 261 [ 533 ]833 [1067 [1533 [2067 |
o | o [ 609 [ 12671767 [2300 [ 20900 [3633 |
ESx = 0,386 0,316 0,433 0,374 0,200 0,539

Figura 1. Colonizacién de las raices (%) por R. intraradices en plantas de
arroz en condiciones inundadas y no inundadas. Barras con letras iguales
no difieren significativamente (P < 0.05).
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portamiento que se relaciona con la interaccién
entre simbiontes y la planta (Smith y Read, 2008).
Treinta y cinco dias después de la germinacion se
observo la colonizacion micorrizica en las plantas
inoculadas con HMA, tanto en condiciones no
inundadas como inundadas, en estas ultima a
pesar de que los HMA son microorganismos aero-
bicos estrictos (Smith y Read, 2008), tienen capa-
cidad de establecer interaccion entre simbiontes.
Los valores mas altos se observaron en las plantas
cultivadas en condiciones no inundadas, lo cual
es debido a que estas condiciones son favorecen
la germinacién de las esporas del hongo, a partir
de una mejor relaciéon presimbibdtica entre los
simbiontes (Barea et al., 2008).

Los porcentajes de colonizacion a 60 DDG se
incrementaron 18.06 y 30.25 % con respecto a
los encontrados 35 DDG para condiciones inun-
dadas y no inundadas, respectivamente, lo que
muestra el efecto negativo de la inundacién en la
colonizacion por micorrizas. Una posible causa
de los bajos valores de colonizacién es la abun-
dancia de tejido aerénquima en la raiz (Gutjahr
et al., 2009) y por tanto, la reduccion en el tejido
cortical (Vallino et al., 2014), zona en la que ocu-
rre la simbiosis (Smith y Read, 2008; Gutjahr et
al., 2009; Vallino et al., 2014). Estos resultados
son similares a los encontrados por Rodriguez et
al. (2006) con valores entre 24 y 26 % a 35 DDG
en cultivares de arroz (INCA LP7 y J-104) y una
riqueza de inéculo de 250 esporas/g de inoculo.
Vallino et al. (2009) obtuvieron una respuesta
similar con porcentajes entre 14 y 51 %, cuando
evaluaron 13 variedades de arroz; Kira y Bouldin
(1991) afirmaron que observaron la formacién
de bolsas de aire en las raices (aerénquima), por
degradacion de la corteza de la raiz, que permite
al oxigeno alcanzar las puntas de la raiz y man-
tenerlas bajo condiciones inundadas.

Experimento 2. Los porcentajes de coloniza-
cion en la raiz por G. cubense fueron diferentes
entre ambos niveles de inundacion (Figura 2);

25

ESx = 0,899 ESx = 0,580 ESx=0,616

20

154  ESX=0,606 b b
a C

b b

Colonizacién de la raiz (%)

35DDG 40 DDG 45DDG 50 DDG

[ m mA+nolnund W MA+3cm MA +6 cm O MA+9cm |

Figura 2. Colonizacién de las raices (%) por G. cubense en plantas de arroz en
condiciones inundadas. Barras con letras iguales no difieren significativamen-
te (P < 0.05). DDG: Dias después de la germinacién del arroz.
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igualmente se encontraron diferencias entre las
épocas de evaluacion, lo que se confirma por el
aumento de la colonizacion entre 35y 50 DDG en
el tratamiento no inundado, alcanzando valores
superiores en comparacion con el resto de los
tratamientos.

Elincremento de la altura de la lamina de agua
afect6 la micorrizacion, con valores menores que
15 %, aunque en el tratamiento MA + 3 cm se en-
contraron porcentajes de colonizacion superiores
alos encontrados en las demas alturas de lamina
de agua. Este comportamiento se debe a la ma-
yor superficie foliar expuesta sobre la lamina de
agua, la cual contribuye al transporte de oxigeno
desde la parte aérea hacia la raiz. Solaiman y
Hirata (1996) encontraron bajos porcentajes de
colonizacion micorrizica en el cultivo del arroz
en condiciones de inundacién con una lamina
de 5 cm.

En los tratamientos inundados se encontraron
bajos porcentajes de colonizacién, comportamien-
to que puede estar determinado por la condicion
de anoxia en el suelo por efecto de la inundacion
(Ismail et al., 2009), lo cual limita el mecanismo
de intercambio planta-HMA. Esta condicion es
mas notoria en la medida la altura de la lamina
de agua es mayor (Drew, 1997) debido a la pre-
sion hidrostatica y la reduccion de los espacios
porosos en el suelo que limita la difusion y el in-
tercambio de oxigeno. No obstante lo anterior, las
plantas de arroz en condiciones inundadas son
colonizadas por HMA debido fundamentalmente
a que son capaces de transportar oxigeno a la
raices y el area alrededor de las mismas (Yoshida,
1981; Snyder y Slaton, 2002; Jarma et al., 2010).

Efecto de las micorrizas en la altura de
planta y produccion de MS

En las Figuras 3 y 4 se observa el efecto de la
inoculacion con HMA y la lamina de agua en
la altura de planta, siendo ésta mayor en los
tratamientos inoculados (MA) vs. no inoculados
(noMA), y en los inundados vs. no inundados;
estos resultados contrastan con los hallados Her-
nandez et al. (2006) quienes no encontraron una
relacion consistente entre cepas de HMA y altura
de plantas de arroz. Por otra parte dentro de los
tratamientos inundados se observé un mayor
crecimiento de planta en la medida que la altura
de la lamina de agua fue igualmente mayor, in-
dependientemente de la inoculacién micorrizica.

La reduccion del crecimiento en altura de las
plantas en los tratamientos no inundados, se
pudiera interpretar como una inhibicién en el
alargamiento celular, ya que éste es mas sensi-
ble a la reduccion de la turgencia que la division
celular (Panda y Khan, 2004); asociado a esta
respuesta fisiologica de la planta también esta el



componente genético, el cual determina su adap-
tabilidad a condiciones de inundacion o secano
(Muthurajan et al., 2011). Resultados similares
fueron obtenidos por Qin et al. (2010) en cultivos
de arroz en condiciones inundadas y secano.

60 ¢ MA +Inund

55 ® MA + nolnund

a noMA + Inund

Altura (cm)

50

Simbiosis de micorrizas arbusculares en plantas de arroz
(Oryza sativa L.) en condiciones de inundacién y secano

Tabla 2. Masa seca de la parte aérea (MSA), radical (MSR) y tasa absoluta de
crecimiento (TRC) de plantas de arroz 60 DDG en el Experimento 1.

R2=0,9781

@ noMA + nolnund

45 4

40 4

35 4

30 4

25 4

15 T T T T T T T T T
15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 DDG

Figura 3. Efecto de la inoculacién de R. intraradices en la dindmica de la al-
tura (cm) de las plantas de arroz, experimento 1. R* coeficiente de estima-
cién para la regresion lineal. Barras del error estandar de la media del trata-
miento en cada momento. (DDG): dias después de la germinacién del arroz.
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Figura 4. Altura (cm) de las plantas de arroz inoculadas con G. cubense (MA)
en condiciones inundadas (Inund) y su control no inundado (nolnund), eva-
luadas 35, 40, 45 y 50 DDG, experimento 2. Barras con letras iguales no
difieren significativamente (P < 0.05).

En el experimento 1 la produccion de materia
seca (MS) de la parte aérea 60 DDG (Tabla 2) fue
mas alta en condiciones de inundaciéon (P < 0.05);
mientras que la produccién de MS de las raices
fue mas alta en las plantas inoculadas con HMA
y cultivadas en condiciones no inundadas. Es-
tos resultados concuerdan con los hallados por
Ruiz-Sanchez et al. (2010) en el cultivo de arroz y
plantean un efecto a largo plazo de los HMA en el
desarrollo de las plantas. En otros cultivos donde
se ha inoculado hongos micorrizicos arbuscula-
res, se ha encontrado incremento con respecto a
los no inoculados en cuanto a la altura y masa
seca en maiz y sorgo (Mena et al., 2011).

En el experimento 2 los valores mas altos de MS
tanto en la parte aérea como en la raiz se encontra-
ron en las plantas micorrizadas (Tabla 3). Es im-
portante senalar que el incremento en la lamina

MSA MSR TRC
Tratamientos
(g/planta) (g/g por dia)

noMA + Inund 16.416 a* 22.615b 0.0148 a
noMA + nolnund 11.365 ¢ 26.803 b 0.0121 ¢
MA + Inund 17.540 a 25.086 b 0.0152 a
MA + nolnund 13.620 b 34.930 a 0.0127 bc

- ESx 1.100 1.479 0.000

* Medias seguidas de letras iguales no difieren significativamente (P < 0.05).

de agua disminuy6 el desarrollo de las plantas,
lo cual posiblemente esta relacionado con la
deficiencia de oxigeno en el medio radicular.

En las tablas 2 y 3 también se incluyen los
valores de las tasas relativas de crecimiento
para los tratamientos evaluados en ambos ex-
perimentos. Se observa un efecto positivo de
la micorrizacién sobre este parametro, aunque
en condiciones inundadas no se observaron
diferencias entre las plantas micorrizadas y no
micorrizadas; lo anterior es debido a la capacidad
de los HMA para absorber nutrientes del suelo
(Smith et al, 2010). Resultado similar obtuvo
Ganan (2011) al encontrar que la acumulacion
de biomasa estuvo relacionado con el porcentaje
de colonizacién micorrizica.

Tabla 3. Masa seca aérea (MSA), masa radical (MSR) y tasa absoluta de cre-
cimiento (TRC) de plantas de arroz 50 DDG en el Experimento 2.

MSA MSR TRC

Tratamientos
(g/planta) (g/g por dia)

noMA + nolnund 5.556 f* 8.495 f 0.0082 b
noMA +3 cm 10.735 bc 15.825b 0.0101 a
noMA + 6 cm 10.502 ¢ 14.797 ¢ 0.0101 a
noMA +9 cm 8.715d 13.630d 0.0089 b
MA + nolnund 6.665 e 9.583 e 0.0091 ab
MA +3cm 12.907 a 17.330a 0.0093 ab
MA +6 cm 11.062 b 16.822 a 0.0096 a
MA +9 cm 10.470 ¢ 15.805 b 0.0092 ab
ESx 0.155 0.196 0.000

*Medias seguidas de letras iguales no difieren significativamente (P < 0.05).

Conclusiones

En este estudio, después del dia 35 de germi-
nacion las plantas de arroz fueron colonizadas
con las cepas R. intraradicesy G. cubense, tanto
en condiciones de inundacién como en secano,
aunque la micorrizacién tendié a ser mayor en
estas ultimas.

El establecimiento de la simbiosis en ambas
condiciones tuvo un impacto positivo en la altura,
la fitomasa y en la tasa relativa de crecimiento
de las plantas.
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