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ABSTRACT. Rice(Oryzasativa L.) isthemost important crop RESUMEN. El arroz (Oryzasatival..) esd cultivomasimportante
for human consumption is grown conventionally in flooded parael consumo humano, convenciona mente es cultivado en
conditionsthroughout their cycle. However, approximately half condi ciones de inundaci6n durante todo su ciclo. Sin embargo,
the surface of ricein the world does not have sufficient water aproximadamentelamitad delasuperficiedearroz en  mundo
to maintain optimal growth conditions. One possible way to no tiene agua suficiente para mantener condiciones éptimas
increase rice production to meet demand is to improve the de crecimiento. Unaforma posible de aumentar la produccion
efficient use of water by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). dearroz parasatisfacer lademandaesmejorar el uso eficiente
The research was conducted at the Experimental Station of del agua por medio de los hongos micorrizicos arbusculares
Zaidin, Granada Spain, with mycorrhizal and non-mycorrhizal (HMA). Lainvestigacion serealizd en la Estacion Experimental
rice plant under controlled conditions and with three water del Zaidin, Granada, Espafia, con plantas de arroz micorrizadas
management, without stress (25 mL), moderate stress (10 mL) y no micorrizadas en condiciones controladas y con tres
and severe stress (5 mL) for 15 days, in order to evaluate the manejosde agua; sin estrés (25 mL ), estrésmoderado (10 mL)
effect of AMF inoculation of rice plants subjected to hydric y estrés intenso (5 mL), durante 15 dias, con €l objetivo de
stress and after the plants recovered. The results show that evaluar €l efecto delainoculacion deHMA en plantasdearroz
rice can benefit from the symbiosisMA and improvelong-term sometidas a estrés hidrico y después de recuperadas |as plantas.
development after a period of water stress. In fact, at each L osresultados muestran que €l arroz se puede beneficiar dela
level of irrigation, the mycorrhizal plants showed a 50 % simbiosisMA y mejorar su desarrollo alargo plazo despuésde
increasein aeria fresh massand 40 % photosynthetic efficiency un periodo de estrés hidrico. De hecho, en cadanivel deriego,
compared to non-mycorrhizal plants. Besides, the proline las plantas micorrizadas mostraron incremento de un 50 % de
content increased with hydric stress in mycorrizal and masa fresca aérea 'y un 40 % la eficiencia fotosintética en
non-mycorrizal plants. comparacion con las plantas no micorrizadas. Ademas se
incremento el contenido de prolina a medida que fue méas
intenso el estrés hidrico tanto en plantas micorrizadas como
enlasno micorrizadas.

Keywords: arbuscular mycorrhiza symbiosis, rice, water stress, Palabrasclave: simbiosismicorrizicaarbuscular, arroz,
ephycacy, proline estréshidrico, ficacia, prolina
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Sin embargo, aproximadamente la mitad de la
superficie de arroz en el mundo no tiene agua suficiente
para mantener condiciones de inundacion y el rendimiento
se reduce en cierta medida por la sequia. Incluso el estrés
de agua intermitentes en las etapas criticas puede resultar
en una considerable reduccién del rendimiento y el fracaso
de los cultivos (3).

La demanda de la produccidén de arroz sigue en
aumento debido al continuo crecimiento de la poblacion
mundial, se prevé llegar a unos 8 mil millones en 2030 y
por tanto hay necesidad de seguir aumentando su
produccion en un 40 % en los préximos 20 afnos (3).

Se ha demostrado que la simbiosis de micorrizas
arbusculares (MA) puede proteger a las plantas hospederas
contra los efectos perjudiciales del déficit de agua (4).
Los estudios realizados hasta la fecha, han sugerido varios
mecanismos por los que la simbiosis MA puede aliviar el
estrés por sequia en las plantas hospederas. Los mas
importantes son: la absorcion directa y la transferencia
de agua a través de las hifas fungicas a la planta huésped
(5); cambios en las propiedades de retencién de agua del
suelo; mejor ajuste osmético de las plantas MA (6); la
mejora del intercambio de gases en la planta y uso
eficiente del agua, asi como la proteccion contra el dafio
oxidativo generado por el estrés hidrico (7).

Una forma posible de aumentar la produccion de arroz
para satisfacer la demanda de crecimiento de la poblacion
es mejorar la eficiencia del uso del agua en condiciones
de déficit hidrico en el arroz por medio de la simbiosis
MA. El objetivo de esta primera parte es evaluar la
respuesta fisioldgica de algunos parametros en las plantas
de arroz micorrizadas y no micorrizadas sometidas a
estrés hidrico a los 30 dias después del trasplante (DDT).

MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

La investigacion se realizé en la Estacion Experimental
del Zaidin, Granada, Espafia, en el cultivo del arroz (Oryza
sativa L.), variedad comercial de ciclo corto INCA LP-5,
en condiciones controladas (camara de cultivo) durante
su fase vegetativa de crecimiento. El experimento parte
de una etapa inicial de semillero inoculado y no inoculado
con el hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices)
a una dosis de 100 g por cada kg de sustrato. Las plantas
fueron trasplantadas a los 14 dias después de germinacion
(DDG) a macetas de 400 g de sustrato. También se realizé
otrainoculacion en el momento del trasplante (5 g de indculo
por maceta), justo debajo de las plantulas de arroz.
Tratamientos:

T1. Plantas MA + 25 mL (Control)
T2. Plantas MA + 10 mL

T3. Plantas MA + 5 mL

T4. Plantas noMA + 25 mL (Control)
T5. Plantas noMA + 10 mL

T6. Plantas noMA + 5 mL
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Los tratamientos fueron distribuidos siguiendo un
disefio experimental completamente aleatorizado. Los
datos de cada muestreo fueron sometidos a analisis de
varianza simple (ANOVA), seguido por la prueba de
Duncan para (p<0,05) (8).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las plantas fueron cultivadas entre 60-70 % de
humedad relativa, las temperaturas de dia y noche fueron
de 23y 19°C, respectivamente, con un fotoperiodo de 16
horas luz y ocho horas de oscuridad, a una intensidad de
la luz de 250 pE.m™s™" medido, con un Licor (Lincoln,
NE, EE.UU., modelo LI - 188B).

Durante los primeros 30 dias después del trasplante,
cada planta recibié 25 mL de solucidén nutritiva (9), a
excepcioén del fésforo (P), que se redujo a un 25 % a fin
de evitar la inhibicién de la colonizacion de las micorrizas
arbusculares. Este volumen de solucién nutritiva se aplicé
tres veces por semana en dias alternos. Los tratamientos
controles (sin estrés hidrico) recibieron 25 mL de solucion
nutritiva tres veces por semana. El estrés hidrico moderado,
consistid en la aplicacion de la misma cantidad de nutrientes
diluidos en 10 mL de agua. El estrés hidrico intenso,
consistié en la aplicacion de la misma cantidad de
nutrientes diluidos en 5 mL de agua.

SUELO Y MATERIAL BIOLOGICO

El sustrato empleado consistié en una mezcla de
suelo procedente de la Estacion Experimental del Zaidin,
Granada, Espafa, tamizado (2 mm), con arena (<1 mm)
y vermiculita, en proporcion 1 suelo: 2 arena:6 vermiculita
(v/v/v). La arenay la vermiculita fueron autoclaveadas a
120°C, durante 20 minutos y el suelo se esterilizé a vapor
fluente (a 100°C, durante 1 hora, tres dias consecutivos).
El sueloteniaunpHde 8,1 (agua); 1,81 % de materia organica,
y las siguientes concentraciones de nutrientes (mg.kg™):
nitrégeno (N) 2,5; fosforo (P) 6,2 (NaHCO, P extraible);
potasio (K) 132.

El hongo micorrizico arbuscular utilizado fue Glomus
intraradices (Schenck y Smith), perteneciente a la coleccion
de la Estacion Experimental del Zaidin, Granada, Espafia
(aislado EEZ 01).

Se realizaron mediciones antes del estrés (AE),
después del estrés (DE) y de la recuperacion (DR),
coincidiendo con los 30, 45y 70 DDT respectivamente,
donde se evalué la eficiencia fotosintética del fotosistema
I, por ciento de colonizacion simbidtica en la raiz, masa
fresca parte aérea y radical. Ademas se determind la
prolina en las plantas a los 45 DDTy 70 DDT.

INDICADORES EVALUADOS

Porcentaje de colonizacion y produccion de biomasa. A
los 30, 45y 70 DDT se separd el sistema radical de la
parte aérea de las planta y se determiné la masa fresca
de ambas y el por ciento de colonizacion del sistema



Cultivos Tropicales, 2012, vol. 33, no. 4, p. 47-52

octubre-diciembre

radical (10). La parte aérea se fracciond enmuestrasde 1 g, las
cuales se congelaron en el momento del muestreo con
nitrégeno liquido para determinar el contenido de prolina.
Eficiencia fotosintética. La eficiencia del fotosistema I,
se midié con un FluorPen FP100 (Photon Systems
Instruments, Brno, Republica Checa), que permite una
evaluacion no invasiva del funcionamiento del aparato
fotosintético de las plantas mediante la medicién de la
fluorescencia de la clorofila A. El FluorPen cuantifica el
rendimiento cuantico del fotosistema Il como la relacion
entre el rendimiento actual del fotosistema adaptados a
la luz (Fv) y el maximo rendimiento del fotosistema Il
adaptado a la luz (Fm), (11). Las mediciones se tomaron
en el tercio superior de plantas, repitiendo la evaluacion
cuatro veces en cada planta (12).

Contenido de prolina. Se determind por el método de
Bates etal., 1973 (13) y se expresd en nmol.g" de masa
seca. Utilizando reactivo de ninhidrina. Para lo cual se
realizé una curva patrén a partir de una solucion de prolina
(1 mM) con las siguientes concentraciones: 0, 25, 50,
100, 200 y 300 uM) de prolina y se midié la absorbancia
a 530 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observé colonizacién micorrizica en las plantas
no inoculadas con el hongo MA, como era de esperar.
Los valores de colonizacién de las raices aumentaron con
el tiempo (Figura 1).
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Figura 1. Colonizacidn de las raices (%) en las plantas
de arroz inoculadas con Glomus
intraradices

Antes de iniciar el estrés (30 DDT), el porcentaje de
colonizacion de las raices fue solo del 13 %. Después
del periodo del estrés hidrico inducido durante 15 dias
(45 DDT) la colonizacion de las raices aumento hasta el
23 %, presentando las plantas que recibieron 10 0 5 mL
de solucién nutritiva un porcentaje ligeramente superior a
las que habian permanecido como control (25 mL de
solucién nutritiva).

Después de la recuperacion del estrés durante 25
dias adicionales (70 DDT) en el sistema radical se alcanzé
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mas del 45 % de colonizacion MA. Los tratamientos que
recibieron 10 mL de solucién nutritiva mostraron los
porcentajes de colonizacion de la raiz mas altos (53 %).

En la actualidad, se acepta que la simbiosis MA
protege a la planta hospedadora frente a los efectos
negativos del déficit hidrico, mejorando la tolerancia de
planta frente a la sequia mediante una combinacion de
efectos nutricionales, fisicos y celulares (14).

La simbiosis MA generalmente aumenta el crecimiento
de la planta hospedadora debido a la mejor nutricién de la
misma (15). Los efectos beneficiosos de los hongos
micorrizicos sobre el crecimiento de plantas en condiciones
de sequia se han demostrado en varias especies de plantas
(16). En esta investigacion, los efectos positivos de la
simbiosis MA sobre el crecimiento de las plantas solo se
precian a los 70 DDT. Esto indica que, en las plantas de
arroz y en las condiciones de cultivo ensayadas, la
colonizacioén por G intraradices estimuld el crecimiento
de la planta, aunque tardé mas tiempo que en otras plantas
hospedadoras. Por lo tanto, para obtener beneficios de la
simbiosis, el arroz debe ser cultivado en condiciones no
inundadas. Las condiciones aerébicas en el suelo
estimulan la colonizacion de raices de arroz por los hongos
MA (2).

La masa fresca de la parte aérea (MFA) y de la raiz
(MFR) antes del inicio del estrés (30 DDT) fueron similares
en plantas MA y plantas noMA (Figura 2A, B).

Después del periodo de estrés (45 DDT), tanto la
MFA como la MFR disminuyeron significativamente en
los tratamientos bajo estrés intenso (5 mL de solucién
nutritiva) en comparacion con el tratamiento control bien
regado (25 mL de solucidén nutritiva), esta disminucién
fue similar en las plantas MA y en las noMA, provocada
por el estrés hidrico inducido (17). Tras la recuperacion
de la sequia durante 25 dias, la MFA mostré un aumento
significativo en las plantas MA, en comparacién con las
plantas noMA. De hecho, en cada manejo de agua
aplicado, las plantas MA mostraron un incremento del
50 % de MFA en comparacién con plantas noMA.

Una tendencia similar se observé para la MFR, pero,
en ese caso, las diferencias no fueron significativas para
las plantas que habian sido regadas con 10 mL de solucién
nutritiva, resultados que corresponden a los de otros
autores (18).

Este resultado puede estar relacionado con el hecho
de que solo alos 70 DDT las plantas de arroz alcanzaron
un nivel considerable de la colonizacién MA (entre 44 a
53 %). La literatura sobre la simbiosis MA refleja que no
hay un valor umbral de colonizacion de las raices para
que se produzca la mejora del crecimiento vegetal. Esto
depende mas bien, de las especies vegetales y fungicas
que participan en la simbiosis y de las condiciones
especificas de cultivo.
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Figura 2. Masa fresca de parte aérea (A) y de raiz (B)
(g.planta™) en plantas de arroz inoculadas
o no con Glomus intraradices

Sin embargo, generalmente se asume que una mayor
tasa de colonizacién de las raices por el hongo mejorara
los efectos de la MA sobre el desarrollo de la planta (19, 20).
Otros investigadores encontraron niveles comparables de
colonizacién MA (que van desde 14 a 51 %) en las raices
de 13 variedades de arroz cultivadas también en
condiciones aerdbicas (2). En cualquier caso, para
determinar con mas precision la causa de la mejora del
crecimiento de las plantas de arroz estudiadas, se
evaluaron los efectos de la micorrizacién sobre una
variedad de procesos bioquimicos en la planta.

EFICIENCIA FOTOSINTETICA

La eficiencia del fotosistema Il se evalué mediante la
fluorescencia de la clorofila A (Figura 3). Antes de que se
iniciara el periodo de estrés (30 DDT) la eficiencia
fotosintética del fotosistema Il fue similar en plantas MA
y noMA. Después del periodo de sequia (45 DDT) las
plantas MA exhiben una mayor eficiencia fotosintética,
en comparacién con las plantas noMA.

La simbiosis MA mejord este parametro en un 44 %,
cuando las plantas se regaron con 10 mL de solucion
nutritiva y un 40 % en las plantas que se regaron con
5 mL. Cuando las plantas se recuperaron durante 25 dias
adicionales (70 DDT), la eficiencia fotosintética aumenté
en todos los tratamientos sin diferencias significativas
entre plantas MA y plantas noMA.
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Figura 3. Eficiencia fotosintética (Qy) de las plantas
de arroz inoculadas o no con Glomus
intraradices

En esta investigacion, las plantas MA mostraron un
mejor rendimiento del fotosistema |l cuando se sometieron
a estrés hidrico. Los valores mas altos de eficiencia
fotosintética en las plantas MA (cercanos al maximo tedérico
de 0,83) indican que el aparato fotosintético de estas plantas
fue menos dafado por el estrés impuesto (21). Este efecto
puede haber contribuido al crecimiento alcanzado por las
plantas MA, probablemente mediante la mejora de la fijacion
de CO, durante y después del estrés. De hecho, varios
estudios han demostrado una correlacion positiva entre
la tolerancia al estrés hidrico y el mantenimiento de la
eficiencia del fotosistema Il, que a su vez también
mantiene la productividad de la plantas (22, 23).

CONTENIDO DE PROLINA

El contenido de prolina alos 45 DDT en la parte aérea
de las plantas MA y las plantas noMA se increment6 a
medida que disminuyd el estatus hidrico en la planta,
comportamiento que nos asevera que las plantas se
estresaron por efecto del estrés hidrico inducido (Figura 4).
De hecho, las plantas regadas con 10 o 5 mL de solucién
nutritiva mostraron mayor contenido de prolina en
comparacion con su correspondiente control (25 mL),
comportamiento opuesto a la respuesta de la eficiencia
fotosintética, que pudo ver favorecida por influencia de la
micorrizacion y un estado hidrico superior en las plantas
controles (23).

En cualquier caso, la cantidad de prolina en cada
régimen hidrico fue ligeramente superior en las plantas
noMA que en las plantas MA. Después de la recuperacion
de la sequia (70 DDT) el contenido de prolina continué
siendo mayor en las plantas que habian sido previamente
sometidos a la sequia (100 5 mL).

Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre
las plantas MA y las plantas noMA para cada régimen
hidrico.
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Figura 4. Contenido de prolina (nmol.g™ ms) en las
plantas de arroz inoculadas o no con
Glomus intraradices

Muchas especies vegetales disminuyen el potencial
osmotico de sus células mediante la sintesis y acumulacion
de osmolitos compatibles, tales como la prolina, que
participa en el ajuste osmoético. De esta manera, las
plantas mejoran su tolerancia frente a la sequia (24, 25).
Ademas de actuar como un osmoprotector, la prolina también
sirve como un regulador de radicales hidroxilo, como soluto
que protege a las macromoléculas frente a la
desnaturalizacion y como medio para reducir la acidez
en la célula (26). Este efecto se relaciona con la proteccion
de la planta frente a la deshidratacién a través de
mecanismos de defensa primarios de sequia. Asi, las
plantas MA podran necesitar una menor cantidad de
prolina que el resto de los tratamientos noMA (23, 27, 28).

CONCLUSIONES

De esta investigacion se puede concluir que las plantas
de arroz se micorrizaron en condiciones aerdbicas
durante su fase vegetativa a partir de los 30 DDT, con
valores porcentuales entre 12 y 50 %, condicidn que les
permitié a las mismas tolerar el déficit hidrico impuesto y
mejorar su respuesta en las variables evaluadas. Se
incremento a largo plazo el crecimiento de las plantas de
arroz micorrizadas, su eficiencia fotosintética y el contenido
de prolina con respecto a las plantas no micorrizadas,
aunque el grado de intensidad del estrés hidrico fue
intenso.
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