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RESUMEN

 Se estima que 
  la población mundial continúe en ascenso; sin embargo, el recurso 
  hídrico disponible para enfrentar las cosechas en estos momentos no es 
  suficiente, es por ello que se trabaja en buscar alternativas que ahorren agua 
  y mantengan o incrementen los rendimientos en los cultivos agrícolas. 
  El uso de los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) es sin lugar a dudas, 
  una vía que contribuye a tales propósitos. La investigación 
  se realizó en la Estación Experimental del Zaidín, Granada, 
  España, en macetas plásticas, con plantas de arroz micorrizadas 
  y no micorrizadas, en condiciones semi-controladas, con tres suministros de 
  agua, sin estrés (25 mL), estrés moderado (10 mL) y estrés 
  intenso (5 mL), durante 15 días, con el objetivo de evaluar el efecto 
  de la inoculación de Rhizoglomus intraradices en plantas de 
  arroz sometidas a estrés hídrico y después de recuperadas, 
  en algunas variables bioquímicas. Los resultados mostraron que la simbiosis 
  HMA reduce la acumulación de peróxido de hidrógeno y el 
  daño oxidativo a los lípidos a partir de un incremento en la acumulación 
  del antioxidante glutatión. Estos efectos combinados mejoraron el metabolismo 
  de plantas después de un periodo de estrés hídrico y se 
  pueden sugerir como indicadores ante condiciones de déficit hídrico 
  en plantas de arroz micorrizadas.
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ABSTRACT

 It is estimated 
  that the world population will continue to increase; however the water resources 
  available to meet crop right now is not enough, it is working to find alternatives 
  that save water and maintain or increase agricultural crop yields. The use of 
  arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is certainly a way that contributes to such 
  purposes. The research was conducted at the Experimental Station of Zaidín, 
  Granada, Spain, in plastic pots with plants of mycorrhizal and non-mycorrhizal 
  rice in semi-controlled conditions, with three water supplies, no stress (25 
  mL), moderate stress (10 mL) and severe stress (5 mL) for 15 days, with the 
  aim of evaluating the effect of the inoculation of Rhizoglomus intraradices 
  in rice plants under water stress and then retrieved on some biochemical parameters. 
  The results showed that the symbiosis HMA reduces the accumulation of hydrogen 
  peroxide and oxidative damage to lipids from an increased accumulation of the 
  antioxidant glutathione. The combined effects of plant metabolism improved after 
  a period of water stress and can be suggested as indicators under conditions 
  of water deficit in plants mycorrhizal rice.
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INTRODUCCIÓN

 La sequía 
  es el factor limitante más importante para la producción agrícola 
  y se está convirtiendo en un problema creciente en muchas regiones del 
  mundo (1, 2). En el caso del arroz (Oryza sativa L.) es una limitación 
  importante para su producción en los ecosistemas de secano. Se estima 
  que 18 millones de toneladas (t) anuales o el 4 % de la producción total 
  de arroz se pierde por la sequía (3), cantidad que ha sido valorada de 
  forma conservadora por los EE.UU. en 3,6 mil millones dólares. Adicionalmente, 
  es importante destacar que no sólo la falta de agua reduce el potencial 
  de rendimiento, sino también la época y la duración de 
  la sequía en relación con los procesos fenológicos (4).

  

  Según informes de la FAO, las Naciones Unidas estimó que la población 
  mundial crecerá de 6,3 billones de habitantes en el 2003 a 8 billones 
  en el 2025, por lo que se plantea que la producción de arroz debe crecer 
  en un 40 % para satisfacer su demanda mundial, donde habrá menos disponibilidad 
  de agua y tierra cultivableA (5).

  

  Ante el avance inminente de la desertificación y la sequía, los 
  productores instrumentan diferentes estrategias para mitigar los efectos adversos 
  de estos fenómenos en sus cosechas. Una de esas estrategias es la utilización 
  de los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) (6, 7). Se ha demostrado 
  que los HMA pueden proteger a las plantas hospederas contra los efectos perjudiciales 
  del déficit de agua, deficiencia en la absorción de nutrientes 
  (fósforo), protección contra patógenos, entre otras problemáticas 
  (8, 9, 10, 11, 12). Los estudios realizados hasta la fecha, han sugerido varios 
  mecanismos por los que la simbiosis planta-HMA puede aliviar los efectos de 
  la sequía en las plantas hospederas. Los más importantes son la 
  absorción directa y la transferencia de agua a través de las hifas 
  fúngicas al húesped (13, 14, 15), cambios en las propiedades de 
  retención de agua del suelo (9), mejor ajuste osmótico de las 
  plantas MA (6, 7), la mejora del intercambio de gases en la planta y uso eficiente 
  del agua (13), así como la protección contra el daño oxidativo 
  generado por la sequía (16, 17, 18, 19). 

  

  Este último mecanismo se ha reconocido como crucial (10, 18), pues muchas 
  de las reacciones degenerativas están asociadas con varias tensiones 
  ambientales, incluidos los déficit de agua, que dan lugar a la producción 
  de especies reactivas de oxígeno (reactive specieses of oxygen (ROS)) 
  en las plantas, causando un estrés oxidativo adicional. De forma general 
  las ROS abarcan no solo los radicales libres como el superóxido (O2-) 
  y los radicales hidroxilo (OH-), sino también el peróxido de hidrógeno 
  (H2O2); asimismo, se conoce que el oxígeno singlete y radicales OH- son 
  tan reactivos que su producción debe reducirse al mínimo (20), 
  mientras que O2- y H2O2 se sintetizan en tasas muy elevadas, incluso en condiciones 
  óptimas (21, 22). Estos radicales y sus derivados se encuentran entre 
  las especies más reactivas conocidas en química, capaces de reaccionar 
  de manera indiscriminada y causar un daño oxidativo a las biomoléculas. 
  Esto propicia la ocurrencia de fenómenos tales como la peroxidación 
  lipídica y la desnaturalización de las proteínas (23). 
  

  

  Teniendo en cuenta todo lo antes planteado, el objetivo de este trabajo fue 
  evaluar el efecto de la inoculación de Rhizoglomus intraradices 
  en plantas de arroz sometidas a estrés hídrico a los 30 días, 
  después del trasplante (DDT) y después de recuperadas (DR), sobre 
  algunas variables bioquímicas.

 

 MATERIALES 
  Y MÉTODOS  

 Diseño 
  experimental

  

  La investigación se realizó en la Estación Experimental 
  del Zaidín, Granada, España, en el cultivo del arroz (Oryza 
  sativa L.) bajo condiciones semi-controladas, para lo cual se empleó 
  el cultivar de ciclo corto INCA LP-5. En la etapa inicial (semillero) se inoculó 
  el 50 % de las del semillas con Rhizoglomus intraradices, a razón 
  de 100 g por cada kg de sustrato. Las plantas se trasplantaron a los 15 días 
  después de la germinación (DDG) a macetas de 400 g. También 
  se realizó otra inoculación en el momento del trasplante (5 g 
  de inóculo por maceta), justo debajo de las raíces de arroz.

  

  Condiciones experimentales

  

  Las plantas fueron cultivadas entre 60-70 % de humedad relativa, las temperaturas 
  de día y noche fueron de 23 y 19 ºC, respectivamente, con un fotoperiodo 
  de 16 horas luz y ocho de oscuridad y una intensidad de la luz de 250 µE 
  m-2 s-1, medido con un Licor (Lincoln, NE, EE.UU. modelo 
  LI-188B).

  

  Durante los primeros 30 días después del trasplante (DDT), cada 
  planta recibió 25 mL de solución nutritiva (24), con el fósforo 
  (P) reducido al 25 %, a fin de evitar la inhibición de la colonización 
  de los HMA. Este volumen de solución nutritiva se aplicó tres 
  veces por semana en días alternos. Los tratamientos testigos (sin estrés 
  hídrico) recibieron los 25 mL de solución nutritiva tres veces 
  por semana. El estrés hídrico moderado consistió en la 
  aplicación de la misma cantidad de nutrientes disueltos en 10 mL de agua. 
  El estrés hídrico intenso, consistió en la aplicación 
  de la misma cantidad de nutrientes disueltos en 5 mL de agua.

  

  Tratamientos:

  

  T1. plantas MA+25 mL (Testigo)

  

  T2. plantas MA+10 mL

  

  T3. plantas MA+5 mL

  

  T4. plantas noMA+25 mL (Testigo)

  

  T5. plantas noMA+10 mL

  

  T6. plantas noMA+5 mL

  

  Los tratamientos fueron distribuidos siguiendo un diseño completamente 
  aleatorizado. Los datos de cada muestreo fueron sometidos a análisis 
  de varianza de clasificación simple (ANOVA), seguido por la prueba de 
  Duncan para (p=0,05) (25).

  

  Suelo y material biológico

  

  El sustrato empleado consistió en una mezcla de suelo procedente de la 
  Estación Experimental del Zaidín, Granada, España, tamizado 
  (2 mm), con arena (<1 mm) y vermiculita, en proporción 1:2:6, suelo, 
  arena y vermiculita (v/v/v). La arena y la vermiculita fueron esterilizadas 
  a 120 ºC, durante 20 minutos y el suelo se esterilizó a vapor fluente 
  (a 100 ºC, durante 1 h, tres días consecutivos). El suelo tenía 
  un pH de 8,1 (agua); 1,81 % de materia orgánica y las siguientes concentraciones 
  de nutrientes (mg kg-1): nitrógeno (N) 2,5; fósforo 
  (P) 6,2 (NaHCO3- P extraíble); potasio (K) 132. El hongo micorrízico 
  arbuscular utilizado fue el aislado EEZ 01, perteneciente a la colección 
  de la Estación Experimental del Zaidín, Granada, España. 
  

  

  La evaluaciones se realizaron después de transcurrido el periodo de estrés 
  hídrico a los 45 DDT y de la recuperación de las plantas (25 días 
  después del estrés) a los 70 DDT, donde se evaluó el potencial 
  hídrico foliar (MPa), el contenido de peróxido de hidrógeno 
  (H2O2) (nmol g-1 masa seca (MS)), así 
  como el daño oxidativo de membrana, mediante la valoración del 
  malondialdehído (MDA) (nmol g-1 MS), el contenido de glutatión 
  reducido (nmol g-1 MS), y de ascorbato reducido (nmol g-1 
  MS).

  

  Parámetros medidos

  

  Potencial hídrico

  

  Se utilizó un sistema integrado por el microvoltímetro HR- 33T, 
  conectado a una cámara psicrométrica C52 (Wescor Inc, Logan, UT, 
  USA), tal como describe Porcel (16). Se tomó un disco de la parte central 
  de la hoja, perteneciente al tercio superior de la planta (0,0005 m2 
  de diámetro) y se colocó en la cámara. Se estabilizó 
  la temperatura y el vapor de agua del disco durante 15 minutos antes de realizar 
  la lectura de potencial hídrico con el microvoltímetro. Se expresó 
  en (MPa).

  

  Contenido de peróxido de hidrógeno

  

  El contenido de peróxido de hidrógeno se determinó en las 
  hojas (26), con ligeras modificaciones descritas por otro autor (27) a 508 nm 
  absorbancia en el espectrofotómetro (Hitachi, modelo U-1900, Japón).

  

  Daño oxidativo a lípidos

  

  El daño oxidativo a lípidos se determinó mediante la lectura 
  de la absorbancia a 532 nm y 600 nm (28) en espectrofotómetro (Hitachi, 
  modelo U-1900, Japón), este parámetro se estimó a partir 
  del contenido de sustancias reactivas de ácido tiobarbitúrico 
  y se expresó como equivalentes de MDA (23). La curva de calibración 
  se realizó con MDA, en el rango de 0,1-10 nmol. El blanco para todas 
  las muestras se preparó mediante la sustitución de la muestra 
  por el medio de extracción.

  

  Contenido de glutatión reducido

  

  El contenido de glutatión se determinó a 412 nm de absorbancia. 
  Se realizó una curva patrón a partir de una solución patrón 
  de glutatión (50 mM) con las siguientes concentraciones: 0, 10, 20, 30, 
  40 y 50 µM (29).

  

  Contenidos de ascorbato reducido

  

  El ascorbato se cuantificó por fotometría (30), tras la reducción 
  de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP). La absorbancia se midió inmediatamente 
  a 524 nm. El contenido de ascorbato se calculó por referencia a una curva 
  patrón con ácido ascórbico 2 mM con 0; 0,2; 0,3 y 0,4 mM.

 

 RESULTADOS 
  Y DISCUSIÓN  

 En la primera 
  parte de este artículo se analizó y discutió la respuesta 
  de las plantas de arroz inoculadas o no y sometidas a diferente intensidad de 
  estrés hídrico, desde el punto de vista fisiológico de 
  la eficiencia fotosintética, porcentaje de colonización simbiótica 
  en la raíz, masa fresca parte aérea y radical, además del 
  contenido de prolina (31).

  

  En la Figura 1, se muestra 
  el potencial hídrico de las plantas MA y noMA sometidas a estrés 
  por un periodo de 15 días (evaluadas a los 45 DDT). Los resultados corroboraron 
  el efecto inducido por un déficit hídrico en las plantas, con 
  potenciales que se hacen más negativos con respecto a los tratamientos 
  testigo que fueron menos negativos (MA+25 mL y noMA+25 mL), sin diferencias 
  significativas entre MA y noMA. Por otra parte, es importante destacar que los 
  potenciales hídricos de los tratamientos MA (10 y 5 mL) fueron menos 
  negativos que los noMA (10 y 5 mL), comportamiento que ha sido informado por 
  otros autores en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicon L.) y lechuga 
  (Lactuca sativa L.) (16, 32), respectivamente.





  

  Después de recuperadas las plantas (70 DDT), el potencial hídrico 
  disminuyó en los tratamientos que fueron sometidos a estrés hídrico, 
  al punto de no encontrarse diferencias entre las plantas MA con 10 mL y el testigo, 
  y a su vez, las plantas regadas con 5 mL y las de 10 mL. En el caso de las plantas 
  noMA, no se aprecian diferencias significativas entre los tratamientos.

El incremento o 
  la disminución del potencial hídrico de las plantas están 
  muy relacionados con la presencia de la asociación micorrízica 
  y con el momento en el que se aplicó el estrés hídrico, 
  además de la severidad del mismo. Este comportamiento puede deberse a 
  que las hifas del hongo mejoran este indicador, al igual que la conductividad 
  hidráulica de la raíz, lo cual disminuye la resistencia de esta 
  al paso del agua (7, 8), aspecto que ha sido comprobado en plantas de maíz 
  (Zea maiz) inoculadas con HMA y expuestas a estrés hídrico 
  (11) y en uva (Vitis vinífera L.) (33). El desarrollo de micelio 
  extrarradical permite a las raíces tener un mayor acceso al agua del 
  suelo y aumentar así su hidratación, lo que mejora el metabolismo 
  vegetal, aún en condiciones de estrés ambiental (8, 9, 12).

  

  Acumulación de peróxido de hidrógeno

  

  A los 45 DDT, el peróxido de hidrógeno (H2O2) 
  se acumuló en las plantas sometidas a estrés hídrico (Figura 
  2), especialmente en las plantas noMA y regadas con 5 mL de solución 
  nutritiva (177 % de aumento en comparación con las plantas noMA bien 
  regadas). Por el contrario, en las plantas MA regadas con 5 mL de solución 
  de nutrientes, la acumulación de peróxido de hidrógeno 
  aumentó (85 %) en comparación con las plantas MA bien regadas. 
  En todos los regímenes hídricos, la cantidad de peróxido 
  de hidrógeno acumulado fue mayor en las plantas noMA que en las plantas 
  MA. Cuando las plantas se recuperaron del estrés hídrico durante 
  25 días adicionales (70 DDT), la cantidad de peróxido de hidrógeno 
  acumulado en la parte aérea de la planta fue bajo y no mostró 
  diferencias significativas entre los tratamientos.





La acumulación 
  de H2O2 fue mayor en los tratamientos sometidos a sequía, 
  especialmente en las plantas noMA y regadas con 5 mL de solución de nutrientes. 
  Las plantas MA también aumentaron su acumulación de H2O2, 
  pero en menor medida que las plantas noMA. Similar comportamiento se observó 
  en plantas de Arabidopsis thaliana, cuando fueron sometidas a estrés 
  por sequía, además de reducir la transpiración y la apertura 
  de los estomas (11, 19).

  

  Daño oxidativo a lípidos

  

  El daño oxidativo a lípidos se midió como la cantidad de 
  peróxidos lipídicos formados en los diferentes tratamientos (Tabla 
  I). Los resultados mostraron claramente que en las plantas MA no aumentó 
  la peroxidación de lípidos después del periodo de sequía 
  (45 DDT). Por el contrario, las plantas noMA sometidas a sequía acumularon 
  más peróxidos lipídicos que las correspondientes plantas 
  MA. Este efecto fue visible incluso en las plantas no sometidas a sequía 
  (un aumento del 97 %), aunque fue más evidente en las plantas sometidas 
  a sequía (un aumento del 116 % en las plantas regadas con 10 mL de solución 
  de nutrientes y de 155 % en las plantas regadas con 5 mL de solución 
  de nutrientes). Después de la recuperación (70 DDT), el nivel 
  de peróxidos lipídicos disminuyó en las plantas noMA, pero 
  se mantuvo con mayor contenido de peróxido que las plantas MA. En ese 
  caso, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos sometidos 
  a estrés.





Las plantas de 
  arroz son muy sensibles al estrés oxidativo (34). En consecuencia, la 
  cantidad de peróxidos lipídicos fue cuantificada en la parte aérea 
  de las plantas de arroz en los diferentes tratamientos. La peroxidación 
  lipídica fue menor en las plantas MA tras el periodo de sequía 
  (45 DDT), mientras que las plantas noMA acumularon cantidades importantes de 
  peróxidos lipídicos. Similares resultados se observaron en plantas 
  de tomate (Solanum lycopersicon L.) inoculadas con MA, pero bajo condiciones 
  de estrés por salinidad (35).

  

  Contenido de glutatión y ascorbato reducido 

  

  Cuando las plantas fueron sometidas a estrés hídrico durante 15 
  días (45 DDT), la cantidad de glutatión acumulado fue considerablemente 
  mayor en plantas MA que en plantas noMA (Figura 
  3). 





  

  Este efecto se observó en todos los regímenes de agua, incluyendo 
  los testigos mantenidos con 25 mL de solución de nutrientes (66,73 % 
  de aumento del contenido de glutatión). Sin embargo, las diferencias 
  entre las plantas MA y plantas noMA en la cantidad de glutatión acumulado 
  aumentó cuando la sequía fue más severa, alcanzando el 
  321,22 % de aumento en las plantas MA regadas con 5 mL de solución de 
  nutrientes en comparación con sus correspondientes plantas noMA. Cuando 
  las plantas se recuperaron de la sequía (70 DDT) el contenido de glutatión 
  continuó siendo más alto en plantas MA que en las plantas noMA, 
  a excepción de las plantas que habían sido previamente regadas 
  con 10 mL de solución de nutrientes.

  

  El glutatión existe con dos formas diferentes, la forma reducida y la 
  forma oxidada; sin embargo, en las plantas el glutatión se mantiene exclusivamente 
  en la forma reducida (36). Este ejerce su función de antioxidante al 
  reaccionar con radicales superóxido, peróxido y oxígeno 
  singlete para la formación de glutatión oxidado (18, 22, 23, 37).

 En cuanto al contenido 
  de ascorbato (Tabla II), 
  después del periodo de sequía (45 DDT), todos los tratamientos 
  mostraron un alto nivel; sin embargo, las plantas noMA acumularon más 
  ascorbato que las plantas MA. La acumulación de ascorbato disminuyó 
  considerablemente después de la recuperación de la sequía 
  (70 DDT) y, en este estadio no se encontraron diferencias importantes entre 
  los tratamientos.





  

  Estos resultados 
    nos permiten inferir que las plantas MA muestran una mejora de la tolerancia 
    al estrés, lo cual suele estar relacionado con la mejora del contenido 
    de compuestos antioxidantes en las plantas (Figura 
      3; Tabla II). Dada 
    la toxicidad de ROS, las plantas necesitan disponer de sistemas adecuados de 
    desintoxicación que permitan la eliminación rápida de estos 
    compuestos. Estos sistemas incluyen varias enzimas antioxidantes y compuestos 
    no enzimáticos como ascorbato, glutatión, flavonoides, carotenoides 
    y tocoferoles (21, 38). Entre estos compuestos no enzimáticos, glutatión 
    y ascorbato son metabolitos esenciales que regulan las funciones principales 
    de las células y desempeñan un papel fundamental en la defensa 
    antioxidante (22, 23, 39). 

  

  El ascorbato es un indicador importante para la desintoxicación reductora 
    del peróxido de hidrógeno (H2O2) en las 
    plantas. El peróxido generado directamente o después de la conversión 
    de la superóxido dismutasa es inicialmente degradado a H2O por peroxidasas 
    de ascorbato utilizando ascorbato como donante de electrones (20, 39, 40).

  

  Bajo estas condiciones, la respuesta antioxidante de la planta ante el estrés 
    hídrico, se activa por diferentes mecanismos, puesto que en las plantas 
    MA se acumula más glutatión a los 45 DDT; sin embargo, en el caso 
    del ascorbato se acumula significativamente más en plantas noMA.

  De esta investigación, en sentido general (Parte I y II), se puede concluir 
    que las plantas de arroz se micorrizaron con porcentajes entre 20 y 50 % en 
    condiciones aeróbicas. La micorrización tiene marcada influencia 
    en el crecimiento de las plantas de arroz a largo plazo. La acumulación 
    de prolina aumentó considerablemente, tanto en plantas MA como en plantas 
    noMA, después de ser sometidas a estrés hídrico. En cualquier 
    caso, la cantidad de prolina acumulada fue siempre menor en las plantas MA (31). 
    Las plantas micorrizadas mostraron menor daño oxidativo propiciado por 
    la acumulación del antioxidante glutatión y una tendencia a acumular 
    menos peróxido y daño oxidativo a lípidos después 
    del estrés.
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Tabla Il. Contenido de ascorbato reducido
(nmol g-'MS) en plantas de arroz
inoculadas con G. intraradices
sometidas a estrés hidrico a los 30 dias
después del trasplante (DDT), evaluadas
después del estrés hidrico (DE) y de la
recuperacion (DR).

Tratamientos Ascorbato reducido (nmol g MS)
45DDT (DE) 70 DDT (DR)

MA+25mL 118.71d 1481a
MA+10mL 11545d

MA+S mL 113.10d
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ESxC 1.

Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
segun la prueba de Duncan
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Tabla |. Dafio oxidativo a lipidos (nmol MDA g MS)
en plantas de arroz inoculadas con
G. intraradices sometidas a estrés hidrico
a los 30 dias después del trasplante
(DDT), evaluadas después del estrés
hidrico (DE) y de la recuperacion (DR).

Tratamientos Cantidad de peroxidos lipidicos
(nmol MDA g MS)
45DDT (DE) 70 DDT (DR)

MA+25 mL 289,00 ¢ 289.08d
MA*10 mL 321164 32L15¢
MA*S mL 313.85d 313.85 cd
noMA+25 mL 571.40¢ 4209106
noMA+10 mL 694,18 b 437.97 ab
noMA+5 mL 799.82 a 462,09 a
ESxC 14.554 9.075

Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
segun la prueba de Duncan.
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Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
segun la prueba de Duncan.

Figura 1. Potencial hidrico (MPa) de las plantas
de arroz inoculadas o no con el hongo
micorrizico arbuscular Rhizoglomus
intraradices sometidas a estrés hidrico y
evaluadas después del estrés (DE) y de la
recuperacion (DR).
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Contenido de glutation (nmol g* MS)

45 DDT (DE) 70 DDT (DR)

Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
segun la prueba de Duncan.

Figura 3. Contenido de glutation (nmol g' MS)
en plantas de arroz inoculadas o no
con el hongo micorrizico arbuscular
Rhizoglomus intraradices sometidas
a estrés hidrico y evaluadas después del
estrés (DE) y de la recuperacion (DR).
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Medias con letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
segun la prueba de Duncan.

Figura 2. Contenido de peréxido de hidrégeno
(nmolg'MS)en plantas de arrozinoculadas
o no con el hongo micorrizico arbuscular
Rhizoglomus intraradices sometidas a
estrés hidrico y evaluadas después del
estrés (DE) y de la recuperacion (DR).





