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RESUMEN

Los suelos del estado Sucre, por ser un estado costero, tienen la tendencia a ser salinos y
esto suele representar un problema para los cultivos de interés agronomico y alto valor
nutricional como las leguminosas (especialmente del chicharo). Los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) son microorganismos simbidticos que colonizan el sistema radical
del 90% de plantas terrestres y aumentan la resistencia a la salinidad de su hospedero. Se
evaluo el efecto de la inoculacion de HMA nativos sobre la tolerancia al estrés salino de
las plantas de chicharo (Cajanus cajan). Se realizd siembra directa de 10 semillas de
chicharo por envase, que contenia un kg del suelo estéril e inoculado con 50 g del
indculo micorrizico nativo. Las plantas fueron mantenidas en condiciones de vivero y
después de su emergencia, se realizé raleo manteniendo dos plantas por envase a las que
les fue aplicado cada cinco dias 50 mL del tratamiento correspondiente (0, 100, 150 y
200 mM de NaCl), mediante disoluciones con agua filtrada, hasta la cosecha (42 dias
después de la emergencia de las plantas). Semanalmente se registro la sobrevivencia de
las plantas y los parametros de crecimiento y desarrollo (altura, grosor del cuello del
tallo y nimero de hojas fotosintéticas). Después de la cosecha se evalud longitud del
sistema radical, biomasa seca, frecuencia de micorrizacién (%F) y riqueza arbuscular
total (%A). Los resultados mostraron diferencias no significativas en la altura, nimero
de hojas fotosintéticas, longitud del sistema radical, biomasa seca, sobrevivencia y %F.
El grosor del cuello del tallo y %A mostraron diferencias significativas, siendo las
plantas control (0 mM de NaCl) las que registran los mayores valores en ambas
variables. La aplicacion de las distintas concentraciones de NaCl (100, 150 y 200 mM)
no afecta el crecimiento y desarrollo de Cajanus cajan, a los 42 dias de su emergencia.
Estos resultados permiten aseverar que la inoculacion temprana de HMA nativos ofrece
proteccién al sistema radical de las plantas de chicharo cultivadas en suelos salinos,
permitiéndoles crecer y desarrollarse normalmente.

Palabras clave: Inoculo nativo, sobrevivencia, suelos salinos, NaCl, bioproteccion.



INTRODUCCION

El chicharo [Cajanus cajan (L.) Millsp.] es una leguminosa arbustiva, originaria
de la India, resistente a la sequia, ya que posee un complejo sistema radical que le
permite adaptarse facilmente a suelos semiaridos (Castillo-Gémez et al., 2016). Tiene
una altura de 80 a 120 cm, flor parpura, tallo con grosor de aproximadamente 12 mm,
crecimiento determinado, vainas de cinco celdas, grano color crema y un ciclo vital de
110 a 130 dias, con potencial de cosecha mecanizada de grano seco (Lopez et al., 2006).
Espafia et al. (2006) demostraron experimentalmente que Rhizobium o Bradyrhizobium,
son bacterias simbiontes capaces de realizar la fijacion bioldgica de nitrégeno en el
chicharo, bajo condiciones de invernadero.

El chicharo se emplea en la preparacion de platillos de gran diversidad,;
representando un elemento muy importante de la dieta humana (Centurién et al., 2003).
Ademaés de ser fuente de proteinas, carbohidratos, fibra dietética, algunas vitaminas y
minerales, las leguminosas son bajas en grasa y sodio, no tienen colesterol pero
contienen oligosacaridos y sustancias antinutricionales (Attia et al., 1994), motivo que lo
convierte en un producto con mucho potencial en la canasta familiar. En Suramérica, el
chicharo se cultiva para ser usado en la alimentacion animal, por su alto contenido de
proteinas y una produccion de hasta 50 toneladas (T) de forraje verde por hectarea (ha).
Ademas, tiene acciones farmacoldgicas, ayuda a la recuperacion de suelos y a la
produccion de abonos verdes (Castillo-Gomez et al., 2016).

Micorriza (del griego mykes-hongo, rhiza-raiz) es la asociacion mutualista
existente entre algunos hongos del suelo y las raices de la mayoria de las plantas. Los
registros fosiles mas antiguos indican que dicha asociacién tiene unos 400 millones de
afios, lo que ha llevado a considerar la compleja coevolucion entre las plantas y sus
hongos asociados, que se manifiesta en la amplia distribucion del fenomeno (se ha
estimado que el 90% de las plantas terrestres estan micorrizadas) y en la diversidad de
mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos y ecoldgicos implicados (Sosa et al., 2006).
Durante la simbiosis, la planta hospedera recibe nutrientes minerales del suelo tomados

por el hongo (principalmente fésforo), mientras que éste obtiene compuestos carbonados



derivados de la fotosintesis (Brundrett et al., 1996; Serralde y Ramirez, 2004).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) pertenecen al phylum
Glomeromycota y tienen una amplia distribucion en el planeta (Smith y Read, 2008).
Estos microorganismos colonizan el tejido radical de la planta hospedera, donde
desarrollan hifas (intra o intercelular), arblsculos (estructuras arborescentes que
permiten el intercambio bilateral de nutrientes), hifas extrarradicales (conjunto de hifas
que interactdan con el ecosistema de la rizosfera y son las encargadas de la absorcion y
transporte de nutrientes del suelo) y esporas formadas en el micelio extrarradical
(Peterson et al., 2004; Agrios, 2005). En todas las especies de HMA, a excepcién de las
pertenecientes a los géneros Gigaspora y Scutellospora, se presentan vesiculas, las
cuales son estructuras intraradicales que sirven de depdsito de sustancias carbonadas
(principalmente lipidos) necesarias para el fitosimbionte (Gérate y Bonilla, 2000;
Schissler et al., 2001; Peterson et al., 2004; Liasu y Ogundola, 2006; Sosa et al., 2006).

La simbiosis micorrizica tiene la ventaja de no presentar una especificidad
taxondmica marcada, aunque se ha descrito que el numero de hospedadores potenciales
para una especie de HMA puede ser mas restringido en condiciones naturales que en
experimentos de invernadero, lo que indicaria la existencia de una cierta “especificidad
ecologica” (Cuenca et al., 2003).

Valencia y ZGfiga (2015) sefialan que el estudio de la simbiosis micorriza-planta
adquiere particular importancia en el tropico debido a que la mayoria de los suelos de
esta zona presentan bajos niveles de fosforo. Cuervo y Rivas (2007) establecen que la
seleccion de cepas de HMA eficientes y su produccion masiva a escala industrial pueden
contribuir en el éxito de la repoblacion forestal, ya que mejoran el crecimiento de
diferentes especies forestales, asi como el balance ecolégico del ecosistema.

Velandia (2006) se refiere a las micorrizas arbusculares como una simbiosis
importante para la nutricion mineral de las plantas, la proteccion contra patogenos y la
recuperacion de areas degradadas. Aunque los hongos que forman este tipo de
micorrizas no pueden crecer en ausencia de una planta hospedadora, actualmente es
factible la produccion de in6culos de HMA. Por este motivo, en los ultimos afios se han

realizado investigaciones para determinar el efecto de aislamientos de HMA sobre



sistemas de produccion agricola, para lograr asi, sistemas de produccién sostenibles y
competitivos (Jeffries et al., 2003; Barrer, 2009; Martinez y Pugnaire, 2009). Estos
autores reportan que el conocimiento acerca de la ecologia de poblaciones nativas y el
papel de las condiciones edaficas y climaticas en el establecimiento y efectividad de esta
asociacion es limitado. Por ello, es necesario realizar el analisis de poblaciones nativas
en relacion con los ambientes edaficos en los que se desarrollan. La informacion
obtenida de este tipo de evaluaciones puede conducir a un uso adecuado de estos
microorganismos como biofertilizantes, optimizando los resultados en cuanto a
produccion en sistemas agricolas y recuperacion de ambientes degradados (Velandia,
2006; Valencia y Zufiga, 2015).

El empleo de los HMA da lugar a cambios principalmente en el sistema radical
de la planta hospedera que proporcionan una mejor respuesta ante el estrés ambiental
(Azcon-Aguilar y Bago, 1994; Morte y Honrubia, 2002), ya que mejoran el balance
nutricional de las plantas, incrementan la resistencia a la sequia (Beltrano y Ronco,
2008), salinidad (Rabie y Almadini, 2005; Murkute et al., 2006; Sannazzaro et al., 2006)
y ante patogenos del suelo como hongos parasiticos (Barea et al., 1998) y nematodos, al
funcionar como una barrera protectora en el sistema radical (Garcia-Garrido y Ocampo,
1989; Azcédn-Aguilar y Barea, 1996). También mejoran la tolerancia a los metales
pesados (Rabie, 2005; Bird y Trakacs, 2006; Liasu y Ogundola, 2006) e hidrocarburos
(Robertson et al., 2007).

La salinizacion es originada por exceso de sales, las cuales presentan una
solubilidad mas alta que el sulfato calcico (CaSQO,) (Ulloa et al., 2006). Entre las sales
que afectan principalmente las plantas, se encuentran las relacionadas con sulfatos y
cloruros de cationes citotoxicos provenientes de metales alcalinos y alcalinotérreos,
como calcio, sodio y magnesio (Chinnusamy et al., 2005; Munns et al., 2005). La
acumulacién de sales en la zona radical y en tejidos de la planta causa estrés osmatico e
interrumpe la homeostasis ionica celular a través de la inhibicion de la absorcion de
nutrientes esenciales y la acumulacion intracelular de Na® y CI° hasta niveles
potencialmente toxicos (Marschner, 2002; Rui et al., 2009; Memon et al., 2010).

La degradacion quimica del suelo por procesos de salinizacion, afecta y restringe



el uso de areas dedicadas tradicionalmente a la agricultura y por consiguiente la
posibilidad de obtener altos rendimientos y cultivar diversas especies vegetales (Tena,
2002; Aglero-Fernandez et al., 2016). La mejora de la nutricion fosforada en plantas
micorrizadas es un factor clave que justifica el incremento de tolerancia a condiciones de
salinidad (Cardona et al., 2017).

Tena (2002) evalu6 la presencia de HMA en plantas silvestres de suelos salinos
de dos localidades del estado de Colima, México, reportando que los analisis quimicos
de estos suelos indican que la salinidad afecta factores como el pH, conductividad
eléctrica, disponibilidad de materia organica y concentraciones de cationes y aniones
que podrian limitar el desarrollo de las especies cultivadas, permitiendo sélo la
proliferacion de plantas halofilas, afectando también la presencia y diversidad de los
HMA nativos, lo cual reduce significativamente la efectividad de la simbiosis
micorrizica como bioprotector de las plantas hospederas.

Cardona et al. (2017) estimaron el efecto de diferentes concentraciones de
solucion salina (0, 40, 80 y 120 mM de NaCl) sobre el crecimiento vegetativo y
absorcion de nutrientes de plantas de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth.)
micorrizadas con Glomus proliferum y sin micorrizar. Los resultados de esta
investigacion reflejaron que la inoculacion con micorrizas aumenta la resistencia de las
plantas de mora a la salinidad, ya que su crecimiento aumentd bajo condiciones de estrés
salino (40 y 80 mM), debido a un posible aumento en la adquisicion de nutrientes
minerales con una baja movilidad y a la toma reducida del Na*. Sin embargo, las plantas
sometidas a la concentracion salina de 120 mM disminuyeron la absorcién de Ca** y
aumentaron la de Na*, lo que conllevd a un menor consumo de agua, afectando su
capacidad para producir suficientes fotoasimilados que promovieran su desarrollo y el
del HMA, por lo que su crecimiento y produccién de biomasa disminuy6, confirmando
la existencia de un umbral de tolerancia a la salinidad.

Aguero-Fernandez et al. (2016) evaluaron la asociacion de HMA de las especies
Funneliformis mosseae y Claroideoglomus etunicatum inoculadas en la cubierta de la
semillas como posibles mitigadores del estrés por NaCl (0, 50 y 100 mM) en plantulas

de variedades de Ocimum basilicum L. (Nuffar, Genovese y Napoletano) en la etapa de



emergencia. Estos investigadores aseveran que la tasa y porcentaje de emergencia, altura
de pléntula, longitud de raiz y biomasa fresca de raiz disminuyeron conforme las
concentraciones de NaCl se incrementaron, debido a que ninguna de las raices de las
plantulas de las variedades en estudio desarroll6 vesiculas, arbusculos y/o hifas
cenociticas que demostraran la existencia de una exitosa simbiosis micorrizica. Sin
embargo, todas las variables presentaron valores superiores en aquellas plantulas cuyas
semillas se inocularon con HMA, en comparacion con los tratamientos no inoculados.

Liriano et al. (2012) evaluaron el crecimiento de plantas de Phaseolus vulgaris
(L) cultivadas en suelos no micorrizados (control), inoculados con Rhizobium, HMA o
HMA + Rhizobium de acuerdo al tratamiento correspondiente, registrando que la altura
de las plantas muestra una marcada diferencia en aquellos tratamientos en los cuales se
aplico Rhizobium y HMA respecto al control, destacando el tratamiento con la doble
inoculacion (HMA + Rhizobium) con los valores mas altos (54,73 cm); el cual no difiere
del tratamiento de las plantas inoculadas con Rhizobium, pero si del resto de los
tratamientos.

En el presente trabajo, teniendo en cuenta las ventajas del uso de HMA y que
actualmente son pocas las investigaciones relacionadas con la simbiosis HMA-plantas
leguminosas (especialmente Cajanus cajan) cultivadas en suelos salinos; se plantea
como objetivo evaluar el efecto de concentraciones variables de cloruro de sodio (NaCl)
sobre el crecimiento vegetativo de plantas de chicharo inoculadas con hongos

micorrizicos nativos del estado Sucre bajo condiciones de vivero.



METODOLOGIA

Ubicacidn del ensayo

El bioensayo se realizé en un vivero particular cercano a la avenida Cancamure
en la ciudad de Cumana, municipio Sucre, estado Sucre, en las coordenadas
10°26°11,8’N y 64°09°08,9°O.

Material de siembra

Para esta investigacion se utilizaron semillas de chicharo (Cajanus cajan)
previamente compradas en establecimientos del Mercado Municipal de Cuman4, estado
Sucre. Presentaban un porcentaje de germinacion de 60%, establecido en un bioensayo

previo.

Manipulacion y andlisis del suelo

Se utilizé suelo proveniente de una plantacién ubicada en la poblacion de San
Fernando, comunidad San Fernando, municipio Montes, estado Sucre; el cual fue
esterilizado en autoclave a una presion de 15 psi por 15 min. Con el fin de determinar las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo se envié una muestra representativa del suelo
(aproximadamente un kg) previamente secado por irradiacién solar, al Laboratorio de
Suelos de la Escuela de Ingenieria Agrondmica de la Universidad de Oriente, nucleo de
Monagas, donde se evalud: textura, pH, conductividad eléctrica, materia organica y el
contenido de fosforo (P), potasio (K) y sodio (Na) asimilable.

In6culo micorrizico

El inoculo nativo de micorrizas, esta formado por micelio y esporas asociadas a
la rizosfera proveniente de una plantacion de yuca, ubicada en la poblacion de San
Fernando, comunidad El Caro-Cafio, municipio Montes, estado Sucre.

Para evaluar la capacidad infectiva de los hongos nativos, se aislaron las esporas

de los HMA de aproximadamente 5 kg de suelo, utilizando la técnica del tamizado



himedo y decantado (Sieverding, 1991). El material fue recogido en el tamiz de 35 pum,
se seco al aire durante tres dias y fue considerado como el in6culo de hongos nativos.

Para la inoculacion, se usaron 50 g del indculo por cada unidad experimental.

Siembra e inoculacion

Para la siembra del chicharo se utilizaron envases plasticos de 3 kg de capacidad,
que contenian un kg del suelo previamente tratado, al cual se le aplicé 50 g del inéculo
micorrizico nativo. Se realiz6 siembra directa de 10 semillas de chicharo por envase, las
cuales fueron mantenidas bajo condiciones de vivero hasta la emergencia de las
plantulas, a temperatura ambiente, con riego interdiario de acuerdo al tratamiento
correspondiente y con fotoperiodo de 12:12 horas.

Después de la emergencia de las plantas, se realizé un raleo con la finalidad de
mantener dos plantas por envase plastico. Las plantas fueron sometidas a riego cada
cinco dias, de acuerdo al tratamiento correspondiente, manteniendo el suelo a capacidad
de campo hasta el final del experimento (42 dias después de la emergencia de las

plantas).

Salinidad

La aplicacion de los tratamientos (0, 100, 150 y 200 mM de NaCl) se realiz6
después de la emergencia de las plantas de Cajanus cajan en los envases plasticos que
contenia el suelo micorrizado. Las diluciones de NaCl (100, 150 y 200 mM) se
realizaron con agua filtrada.

El riego de las unidades experimentales se realizé uniformemente usando 50 mL
del tratamiento, agua filtrada (control, 0 mM de NaCl) o la concentracion salina
correspondiente (100, 150 y 200 mM de NaCl), con una frecuencia de cada cinco dias

hasta la cosecha de las plantas (42 dias después de su emergencia).

Fertilizacion fosforica

Para la fertilizacion fosforica de los suelos micorrizados de este bioensayo se



utiliz6 Fosfopoder fabricado por la empresa Pequiven S.A, el cual es un fertilizante
granulado con un 25% de fosforo y un 75% de materia inerte. El nivel de fosforo que se
empled es de 25 ppm y fue aplicado en solucién acuosa a cada unidad experimental

después de la siembra de las semillas de chicharo en los suelos micorrizados.

Disefio experimental

Se evaluo el efecto protector de los HMA nativos en el crecimiento vegetativo de
las plantas de Cajanus cajan sometidas a riego constante con diferentes concentraciones
salinas (0, 100, 150 y 200 mM de NaCl), utilizandose tres bloques al azar, con tres
replicas por cada tratamiento, con un total de 36 unidades experimentales. Cada unidad
experimental estuvo constituida por un envase plastico de tres kg de capacidad que

contenia dos plantas de chicharo, para un total de 72 individuos.

Estudios en el vivero

Para cada una de las plantas de cada tratamiento se midi6é semanalmente, durante
42 dias, los pardmetros de crecimiento y desarrollo de la parte vegetativa de las plantas
de chicharo (altura, grosor del cuello del tallo y nimero de hojas fotosintéticas) y su
sobrevivencia. La longitud del sistema radical fue medida una vez cosechadas las

plantas.

Altura de la planta

La altura de cada una de las plantas representd la medida obtenida desde la base

del tallo hasta la yema terminal, para obtener estas medidas se empled una cinta metrica.

Grosor del cuello del tallo

El grosor del cuello del tallo (didametro de la base del tallo) de cada una de las
plantas se obtuvo con ayuda de un vernier digital Mitutoyo, modelo CD-6"".



NUmero de hojas

Se registro el nimero de hojas fotosintéticas totales observadas en cada una de

las plantulas de los tratamientos.

Sobrevivencia de las plantas de chicharo

Se registr6 semanalmente el numero de plantas de Cajanus cajan que no
sobrevivieron bajo las condiciones de cultivo establecidas en el tratamiento

correspondiente.

Longitud del sistema radical

La longitud del sistema radical de cada una de las plantas representd la medida
obtenida desde la base del tallo hasta la raiz de mayor longitud, para obtener estas

medidas se empled una cinta métrica.

Estudios en el laboratorio

Al final del experimento, a los 42 dias después de la emergencia, se cosecharon
las plantas sometidas a cada uno de los tratamientos, a las cuales se les determiné la
biomasa seca constante de la parte aérea y el porcentaje de infeccion micorrizica

presente en el sistema radical.

Biomasa seca de las plantas

La biomasa seca constante se determind mediante el método de Campos (1994),
que consiste en separar la parte aérea de las plantas y colocarlas en bolsas de papel
previamente rotuladas de acuerdo a los tratamientos. Luego fueron sometidas a secado
en la estufa (Lab-Line®) a 80°C por 72 horas. Al término de este periodo, se procedid a
pesar cada una de las muestras con una balanza analitica marca Denver Instrument

Company, modelo TR-64.



Porcentaje de infeccion micorrizica

Para determinar el porcentaje de colonizacion de los HMA en los sistemas
radicales, las raicillas de cada planta se cortaron en segmentos de 2 cm de longitud y se
les aplico el procedimiento de decoloracion y tincién de Phillips y Hayman (1970), con
modificaciones de Dodd et al. (2001), que consistié en sumergir aproximadamente 2 g
de raicillas (previamente colocadas en cépsulas plasticas “tissue teck) en KOH al 1%,
en bafio de Maria a 90°C durante 5 minutos para despigmentar los tejidos corticales.
Luego, el exceso de KOH fue eliminado mediante el lavado con agua destilada, y
posteriormente, fueron sumergidas en HCI al 1% durante 10 minutos para neutralizar el
KOH. El exceso de HCI se decant6 y las muestras se colocaron en tubos de tincion, para
cubrirlas con lactofenol y colorante de azul de tripano al 0,05% por 24 horas.
Posteriormente, fue eliminado el exceso de colorante lavando las muestras con agua
destilada y finalmente fueron colocadas en lactoglicerina para su posterior evaluacion.

Se evalu6 por triplicado, una muestra de 10 segmentos de raices de
aproximadamente 2 cm de longitud de cada tratamiento, los cuales fueron colocados
paralelamente en portaobjetos de manera perpendicular al eje mas largo, se les afiadid
lactoglicerina y se les colocd otro portaobjetos encima a fin de protegerles
completamente.

La frecuencia de micorrizacion (%F) y riqueza de arbusculos (%A) en la corteza
radical, que representan las variables del porcentaje de infeccion de los HMA, se
evaluaron segin el método de Trouvelot et al. (1986), que consiste en contar los
interceptos con y sin evidencias de infeccion. Este procedimiento se realiz6 con un
microscopio Motic serie B-1, con los objetivos de 10 y 40X (100 y 400X de
magnificacion). Cada segmento fue categorizado (dependiendo de la presencia o
ausencia del micelio intraradical) entre las clases 0 (0% infeccién) hasta 5 (>95%
infeccion). Simultaneamente, la proporcion de arbusculos en cada porcién infectada fue
categorizada entre A0 (0% arbusculos) hasta A3 (100% arbusculos), aplicando las

siguientes formulas:

Frecuencia de micorrizacion (%F) = (n1 +5n2 + 30 n3 + 70 n4 + 95n5) / N
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Riqueza arbuscular total = A (%) =amA /100

a (%) = (10 mAl + 50 mA2 + 100 mA3) / 100

mA o M (%) = (n1A + 5 n2A + 30 n3A + 70 n4A + 95 n5A) / 100

Donde la frecuencia de micorrizacion (%F) es simétrica en el rango 5-95%, N es
el nimero de fragmentos observados, A corresponde al nimero de fragmentos con
arbusculos categorizados, a es el porcentaje de arbusculos en la porcion de raiz
colonizada, mA o M indica la intensidad de micorrizacion total (%), nl .... n5 y n1A ...
n5A representan el numero de fragmentos pertenecientes a las categorias como 1 ... 5,

respectivamente.

Analisis estadisticos

Se us6 un disefio de bloques al azar con arreglo factorial (4 x 3 x 3), donde se
emplearon cuatro tratamientos distribuidos aleatoriamente en tres bloques, con tres
replicas, para un total de 36 unidades experimentales. Los resultados fueron analizados
estadisticamente con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y para los tratamientos
significativos se realizo la prueba a posteriori de Duncan, con un nivel de significancia

de 0,05, utilizando el programa estadistico Statgraphics Centurion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fisicoquimico del suelo

El analisis fisicoquimico del suelo estudiado (Tabla 1) refleja que de forma
general, es de textura franco arenosa, presentando pH medianamente acido, muy baja
saturacion de aluminio y capacidad de intercambio cationico (CIC), bajos niveles de

conductividad eléctrica (CE), fosforo asimilable, sodio, potasio y calcio.

Tabla 1. Analisis fisicoquimico de un suelo de vivero proveniente de una plantacién
ubicada en la poblacion de San Fernando, comunidad San Fernando, municipio Montes,
estado Sucre, Venezuela.

Determinaciones analiticas Unidad
Textura Franco arenoso
Porcentaje de arcilla % 9,15
pH 5,98
Conductividad eléctrica (CE) dS/ma 25°C 0,40 B
Capacidad de intercambio catiénico (CIC)  meqg/100g de suelo 7,40 MB
Saturacién de aluminio (SAI*) % 0,00 MB
Materia organica (MO) % 4,72 N
Fosforo asimilable mg/kg 560 B
Sodio (Na") meq/100g de suelo 0,20 B
Potasio (K") meq/100g de suelo 002 B
Calcio (Ca™) meq/100g de suelo 400 B
Magnesio (Mg ) meq/100g de suelo 0,60 N

N: normal, B: bajo y MB: muy bajo.

La textura franco arenosa del suelo estudiado en esta investigacion, lo clasifica
como un terreno ligero que se caracteriza por ser inerte, de pH é&cido, con poca
capacidad de retencion de agua, elevada permeabilidad, buen drenaje y buena aireacion.
Navarro y Navarro (2003) consideran que los suelos francos (cualquiera de sus
numerosas subdivisiones) son los mas importantes desde el punto de vista agricola, ya
que se trata de suelos facilmente laborables, porque son ligeros, facilitan una menor
retencion de agua y la aparicion de un mayor espacio poroso que permite su buena
aireacion y drenaje, con lo que aumenta la absorcion del agua disponible por el sistema

radical de las plantas.
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El suelo empleado en este ensayo presenta un pH de 5,98, que lo clasifica como
medianamente acido, ya que abundan los hidrogeniones y el aluminio, lo que impide que
otros elementos esenciales para las plantas como el calcio, magnesio, sodio 0 potasio
permanezcan en él, pasando a la fraccion soluble y siendo facilmente eliminados con el
agua de lluvia o de riego (Castillo, 1987; Navarro y Navarro, 2003). Por esta razon, el
suelo empleado presenta bajos niveles de calcio, sodio y potasio (4; 0,2 y 0,02 meq/100g
de suelo, respectivamente).

El pH optimo para la mayoria de los cultivos deberia estar entre 6 y 7, aunque
muchos cultivos de origen tropical pueden crecer bien con un pH de 5,5 a 6 (Garrido,
1994). Es un factor que determina la disponibilidad de muchos de los elementos
necesarios para el crecimiento de las plantas; afecta la accién de los microorganismos
del suelo, que son responsables de la mineralizacion de la materia organica para poner a
disposicion de los cultivos los nutrientes contenidos en ésta; e influye en la capacidad de
absorcion del agua por el sistema radical (Castillo, 1987; Garrido, 1994; Ramirez, 1997).
También favorece la solubilizacion de elementos perjudiciales para las plantas como el
aluminio y manganeso (Gonzalez, 2014).

C. cajan es un tipo de cultivo que requiere un pH 6ptimo del suelo, el cual se
debe ubicar entre 5,5y 7,7, pero puede llegar a tolerar un rango de pH entre 4,5 hasta 8,5
(Salidin, 1990; Cedano, 2006). Por lo que el pH del suelo seleccionado para este estudio
no representaria un factor limitante para la germinacion, crecimiento y desarrollo de este
rubro.

La disponibilidad del fésforo disminuye a un pH inferior a 6,5 debido a que el
hierro y aluminio aumentan su solubilidad cuando el pH es menor, provocando la
precipitacion del fosforo como fosfatos insolubles (Navarro y Navarro, 2003). El pH de
5,98 del suelo de vivero usado en este ensayo, provoca que se observen bajos valores de
fosforo asimilable (5,6 mg/kg). Sin embargo, estos niveles son caracteristicos de suelos
virgenes o poco explotados. El fésforo es un elemento de gran importancia en la
nutricion de las plantas y con frecuencia presenta limitaciones en la fertilidad de los
suelos, ya que tiene un papel estructural importante en muchas moléculas y estructuras

celulares, como los enlaces diéster presentes en los &cidos nucleicos y en los
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fosfolipidos, los cuales son fundamentales en las estructuras membranosas (Azcon-Bieto
y Talén, 2013). Ademés juega un papel importante en los procesos de fotosintesis,
respiracion, almacenamiento y transferencia de energia, division y crecimiento celular y
otros procesos llevados a cabo en la planta. Incrementa la formacion y rapido desarrollo
de raices, mejora la calidad de los frutos, hortalizas, granos y es fundamental para la
formacion de semillas (Gonzélez, 2014).

La facilidad con la que la planta puede aprovechar el agua en el suelo, no solo
depende del contenido de agua en el sustrato, sino también de la concentracion de sales
disueltas en la solucion del suelo. La baja conductividad eléctrica (0,4 dS/m a 25°C),
disminuye la presién osmotica del sustrato, por lo que aumenta la disponibilidad de agua
para las plantas, ya que este pardmetro eléctrico es una medida indirecta de la cantidad
de sales que contiene un sustrato, que pueden afectar el buen desarrollo de las plantas.
Este pardmetro se correlaciona con algunas propiedades del suelo que afectan la
productividad de las cosechas, incluyendo textura, capacidad de intercambio cationico,
condiciones de drenaje, contenido de materia organica, salinidad, y caracteristicas del
subsuelo (Garrido, 1994; Navarro y Navarro, 2003).

Se considera un suelo salino cuando se tiene una alta concentracion de sales
solubles y su CE es superior o igual a 4 dS/m; dicho valor fue determinado por el
Laboratorio de Salinidad del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), sobre la base de la reduccion del crecimiento de los cultivos de interés
agronémico (Maas y Hoffman, 1977). Por lo tanto, el sustrato empleado en esta
investigacion no puede ser considerado un suelo salino.

La materia organica (MO) del suelo procede de los residuos vegetales y
animales, ya sea en forma de sus desechos durante su ciclo de vida o sus tejidos después
de muertos (LOpez y Estrada, 2015). Dividiéndose en diferentes grados de
descomposicion de los cuales son resaltantes dos: la fraccion labil y la recalcitrante
(FAO, 2015). La fraccion labil es aprovechada méas rapidamente por los
microorganismos, por lo que su duracion en el sustrato es corta; en cambio la fraccion
recalcitrante posee compuestos quimicos mas complejos (acidos himicos, fulvicos y

huminas), que la hacen méas estable, permaneciendo por un periodo de tiempo mas
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extenso en el suelo. Algunos procesos donde interviene el humus son: regulacion del pH,
disminucion de la lixiviacion de nutrientes, aumento en la retencion del agua, entre otros
(Hazelton y Murphy, 2007).

La MO desempefia un importante papel en los suelos agricolas, debido a su
participacién en casi todos los procesos del sustrato, por lo tanto, es un factor
determinante de la calidad, fertilidad y salud de los suelos (Lugo, 2021). La MO ejerce
una gran influencia en las caracteristicas fisicas y quimicas del terreno, por ejemplo,
mejora su estabilidad al aumentar la porosidad, capacidad de retencién de agua y la
habilidad exploratoria del sistema radicular de las plantas; regula el pH a través de su
capacidad amortiguadora, ademés de ser una fuente de alimentacion para los
microorganismos que habitan en la tierra (Moscoso, 2003).

Otro papel fundamental de la materia organica, es la estimulacién del desarrollo
de los micro y macroorganismos como bacterias, hongos micorrizicos o lombrices, y es
de este modo, una parte esencial del ecosistema, que influye en un gran nimero de
procesos entre los que cabria destacar los ciclos biogeoquimicos, la formacion de
agregados o la solubilizacion de los minerales (Garg y Manchada, 2009; Liu et al.,
2019).

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) valora la fertilidad potencial del
suelo, debido a que es una medida de la cantidad de cationes intercambiables que
neutralizan la carga negativa del sustrato (Garrido, 1994). Se expresa como la cantidad
de cargas negativas presentes en la superficie de los minerales (arcillas e hidroxidos) y
componentes organicos (materia organica) del suelo y representa la cantidad de cationes
que la superficie total puede retener (Ca™, K*, Na*, etc.) (FAO, 2015).

La muy baja CIC (7,40 meg/100g de suelo) muestra que el suelo en estudio
tienen una pobre habilidad para retener cationes y, por lo tanto, presenta baja
disponibilidad y cantidad potencial de nutrientes para la planta (Lopez y Estrada, 2015).

El sodio, se encuentra como catién monovalente (Na*) y algunas plantas lo
contienen en concentraciones mas propias de un macronutriente (por ejemplo, las
haléfitas). Sin embargo, esto se debe a un mecanismo adaptativo de control osmético,

aunque en general se tiende a absorber selectivamente méas potasio que sodio (Azcon-
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Bieto y Taldn, 2013). El sodio es abundante en la naturaleza, pero no siempre se puede
encontrar en su estado elemental porque reacciona rapidamente con los no metales. Para
el ser humano y animales, el Na* es un elemento importante para el mantenimiento del
equilibrio idnico y la presion osmotica (Harrison, 1997); en cambio en las plantas no
cumple funciones tan vitales y solo se le reconoce como nutriente esencial en especies
C4 (maiz, cafa de azucar, sorgo, amaranto) (Toledo, 2016).

El potasio (K") es importante en la sintesis y transporte de carbohidratos, sintesis
de grasas y proteinas (Castillo, 1987); desempefia un papel clave en la osmorregulacién
que tiene lugar en los procesos de apertura y cierre estomaticos; activa mas de 50
sistemas enzimaticos (entre los que destacan oxidorreductasas, deshidrogenasas,
transferasas, sintetasas y quinasas) e interviene en el mantenimiento de la turgencia de
las células (Castillo, 1987; Azcon-Bieto y Talén, 2013). La deficiencia de K* en los
cultivos se traduce en una mayor susceptibilidad al ataque de patdgenos en la raiz, y en
una debilidad de los tallos que hace a las plantas especialmente sensibles a la accion del
viento, las lluvias, etc. (Azcdn-Bieto y Talon, 2013).

El calcio se absorbe como ion divalente (Ca**) y es abundante en la mayoria de
los suelos, y rara vez se comporta como un factor limitante, salvo en suelos acidos con
lluvias abundantes, donde resulta necesario el aporte de sales calcicas, principalmente
carbonatos, que elevan el pH (Azcon-Bieto y Taldn, 2013). Este elemento participa en la
formacion de compuestos estructurales de la pared celular como pectato de calcio, el
cual se une a las paredes primarias de las células adyacentes y afecta la permeabilidad e
integridad de la misma, y por ende, la absorcion nutrimental, promoviendo o limitando
el flujo de nutrientes hacia el interior de la raiz (FAO, 2002; Yafiez, 2002). También, se
ha demostrado que estd implicado como segundo mensajero en el funcionamiento de
algunas hormonas y en respuestas ambientales (Azcén-Bieto y Talon, 2013).

El magnesio por lo general no es un factor limitante para las plantas, salvo en los
suelos muy 4cidos o arenosos. Se absorbe como ion divalente, Mg®*, y se comporta
como un elemento muy movil, tanto en la planta como en la célula (Azcon-Bieto y
Talén, 2013). EI Mg?* es componente de la clorofila, activador de muchas enzimas e

interviene en la sintesis de proteinas, carbohidratos, grasas y vitaminas (Castillo, 1987).
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La asignacion fotosintética del carbono y el nitrogeno depende, en gran medida, de la
concentracién de Mg?* en el cloroplasto. También interviene en el metabolismo
energético de la planta, al formar complejos con el ATP, ya que las ATPasa utilizan
como sustrato los complejos Mg-ATP. Incluso la propia fosforilacion del ATP a partir
del ADP necesita Mg**. Esa propiedad de establecer uniones tanto i6nicas como,
especialmente, covalentes (caso de la clorofila), hace que el magnesio esté presente en
procesos claves, como la unién y estabilizacion de las subunidades del ribosoma, y por
tanto en la biosintesis de proteinas, e incluso en la transcripcion del mensaje genético
por la activacion de la ARN polimerasa (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

El aluminio (AI**

) se encuentra en muy bajas concentraciones en forma soluble,
aunque es un elemento muy abundante en la corteza terrestre. A un pH inferior a 5 se
solubiliza y puede afectar de forma muy negativa a un gran numero de plantas. En
pequefias dosis puede ser altamente beneficioso porque reduce la toxicidad producida
por el exceso de Ca, Mg o P (Azcon-Bieto y Talon, 2013). El aluminio no es un
nutriente, pero puede ser tdxico o promover que otros elementos como el Ca y P no

estén disponibles para la planta (Lopez y Estrada, 2015).

Evaluacion de la parte aérea de las plantas
Altura de la planta

En la Figura 1 se observa el efecto de los tratamientos salinos (0, 100, 150 y 200
mM de NaCl) sobre la altura de las plantas de chicharo cultivadas en suelos inoculados
con HMA nativos, desde la aplicacion de los tratamientos (después de la emergencia de
las plantas) hasta su cosecha (42 dias). Los datos reflejan la existencia de diferencias
estadisticamente no significativas en los dias 7 (KW= 0,679562; p>0,05), 14 (KW=
0,925823; p>0,05), 21 (KW= 0,748354; p>0,05), 28 (KW= 0,748354; p>0,05), 35
(KW= 10,960872; p>0,05) y 42 (KW= 0,827932; p>0,05), por lo que se puede inferir que
las plantas de Cajanus cajan micorrizadas resistieron los efectos de las diferentes
concentraciones de NaCl, en su crecimiento.

El efecto benéfico observado en este estudio aportado por los HMA es
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importante, sobre todo si se considera que las plantas no se fertilizaron durante el tiempo
de aplicacién de los tratamientos salinos y su Unicas fuentes de obtencidn de nutrientes
fue la fertilidad basal del suelo usado (la cual fue baja) y la dosis de 25 ppm de P
aplicada durante la siembra de las semillas de chicharo en los sustratos experimentales.
Esta condicion de fertilidad permitié a los HMA aprovechar con mayor eficiencia los
escasos nutrientes del sustrato, haciéndolos disponibles y aprovechables para la planta
(Alarcon y Ferrera, 2000; Gonzélez et al., 2000).

25 1

20 A

aHMA + 0 mM NaCl

BHMA + 100 mM NaCl
BHMA + 150 mM NaCl
mHMA + 200 mM NaCl

Altura promedio (cm) de las plantas de Cajanus cajan

7 14 21 28 35 42

Tiempo (dias)
Figura 1. Altura de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con
HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM),
durante los 42 dias después de la emergencia. Los valores son los promedios + el error estandar
(n=9). La ausencia de letras sobre las barras indican la existencia de diferencias estadisticamente no
significativas.

Hashem et al. (2015) determinaron el efecto de las HMA en varios parametros
fisiolégicos y morfoldgicos de Vigna unguiculata (L). Walp. sometida a estrés salino;
los resultados mostraron que las plantas micorrizadas tuvieron un mayor eficacia
mitigando el efecto negativo de la salinidad, ademas se comprobd un aumento de las

enzimas antioxidantes tales como superéxido diminutasa (SOD), catalasa, ascorbato
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peroxidasa, peroxidasa y glutation reductasa, lo que indicd un aumento de las defensa de
la planta al inocularse con las HMA.

Argentel et al. (2006) evaluaron el efecto de las concentraciones salinas sobre la
germinacion y crecimiento de plantas de trigo, y demostraron que existe una relacion
inversamente proporcional entre la salinidad del suelo y el crecimiento de los cultivos,
ya que a medida que se incrementaban las concentraciones de NaCl en el sustrato se
reducia la altura, biomasa fresca y longitud de la raiz de las plantulas. Este efecto puede
ser atribuido a una disminucién del crecimiento celular provocado por la sequia
fisioldgica de la planta y a la interferencia de los iones salinos, Na* y CI', en la nutricion
del cultivo.

Uno de los principales efectos fisiologicos que provoca el estrés salino en los
rubros, es la reduccion del crecimiento debido a una disminucion en la capacidad de
absorber agua por las raices, por lo que la altura de las plantas se convierte en un
indicador muy importante para evaluar la capacidad de tolerancia de las plantas a este
tipo de estrés (Nufez et al., 2007).

Se considera que en suelos salinos, los HMA mejoran el suministro de nutrientes
minerales de las plantas (Martin y Rivera, 2015). Adicionalmente, esta asociacion
simbidtica beneficia procesos fisioldgicos, como la capacidad de absorcion de agua por
el sistema radical, al incrementar la capacidad hidraulica de las raices y favorecer la
adaptacion del balance osmético y la composicion de carbohidratos (Medina-Garcia,
2016).

Smith et al. (2010) establecen que la interaccién entre los HMA vy la planta
hospedera incrementa la sintesis de compuestos osmoprotectores (aminoacidos,

azUcares, polialcoholes, entre otros), que le permiten tolerar el estrés salino.

Grosor del cuello del tallo

El grosor del cuello del tallo (cm) de las plantas de Cajanus cajan cultivadas en
suelos inoculados con HMA nativos y expuestas a distintas concentraciones de NaCl (0,
100, 150 y 200 mM) durante los 42 dias después de la emergencia de las plantas (Figura
2), muestra diferencias no significativas en los dias 7 (KW= 0,718719; p<0,05) y 14
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(KW= 0,760015; p>0,05). Mientras que en los dias 21 (KW= 0,00125413; p<0,05); 28
(KW= 0,00125413; p<0,05); 35 (KW= 0,0000203325; p<0,05) y 42 (KW=
0,0000711241; p<0,05) de experimentacion se observan diferencias estadisticamente
significativas, donde las plantas control (0% de NaCl) obtuvieron los valores mas
elevados de esta variable en comparacién con las plantas expuestas a las distintas
concentraciones de NaCl evaluadas en este bioensayo (100, 150 y 200 mM). Sin
embargo, es importante resaltar que el grosor del cuello del tallo de las plantas expuestas
a 100, 150 y 200 mM de NaCl, muestran valores numéricamente muy similares, lo que
indicaria la existencia de un posible efecto protector de las micorrizas arbusculares

frente al estrés salino inducido por estos niveles de salinidad en el suelo.

AHMA + 0 mM NaCl

OHMA + 100 mM NaCl
OHMA + 150 mM NaCl
EHMA + 200 mM NaCl

Grosor del cuello del tallo (cm) de las plantas de Cajanis
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Figura 2. Grosor del cuello del tallo (cm) de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en
suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0,

100, 150 y 200 mM), durante los 42 dias después de la emergencia. Los valores son los
promedios + el error estandar (n=9). Las letras sobre las barras indican la existencia de diferencias
significativas mientras que la ausencia de estas sefiala la existencia de diferencias estadisticamente no
significativa.

Las diferencias estadisticamente no significativas observadas en los dias 7 y 14

de experimentacién, pueden ser atribuidas al tiempo de exposicion de Cajanus cajan a
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las distintas concentraciones de NaCl, ya que la magnitud de las respuestas de las plantas
se encuentra estrechamente relacionada a la concentracion de las sales, a la duracion del
estrés a que estan expuestas y a la especie o cultivar de que se trate (Gonzélez et al.,
2010; 2011).

Parés et al. (2008) sefialan que la salinidad puede retardar el crecimiento de las
plantas influyendo en varios procesos fisiolégicos como fotosintesis, ajuste osmotico,
absorcion de iones; en consecuencia, las variables de crecimiento como altura de la
planta, grosor del tallo, entre otras pueden verse afectadas. Adicionalmente, Khalig et al.
(2014) destacan que las afectaciones del crecimiento y la acumulacion de biomasa en
condiciones salinas pueden perdurar en todo el ciclo vegetativo de la planta.

En los estudios realizados por Quian-Sheng et al. (2010) y Khalig (2013) se
reporta que las plantas hospederas (mandarina Citrus Hort y tres porta injertos de Vitis,
respectivamente) expuestas a condiciones de estrés salino e inoculadas con las distintas
especies de HMA (Glomus mosseae / Paraglomus occultum y Rhizophagus intraradices,
respectivamente) presentaron un mayor crecimiento (especificamente mayores valores
de grosor de tallo) que las plantas no micorrizadas.

Cardona et al. (2017) en un trabajo sobre el efecto de la salinidad en mora
castilla (Rubus glaucus Benth), demostraron que la absorcion de sodio en el tallo fue
superior en plantulas no micorrizadas, en contraste con las que recibieron el inéculo
micorrizico de Glomus proliferum.

Al-Karaki (2006) afirma que el mejor crecimiento en plantulas inoculadas con
HMA puede ser atribuido al aumento en la adquisicion de nutrientes minerales con baja
movilidad, como P, Zn, Cu y Fe, y a la toma reducida del Na. Adicionalmente,
lldermaro et al. (2017) y Aglero-Fernandez et al. (2016), sefialan que las micorrizas
arbusculares no solo favorecen la asimilacion de nutrientes, también la absorcién del
agua a través del sistema radical de las diferentes especies vegetales, mediante el

desarrollo y expansion del micelio externo de los HMA en el suelo.

Numero de hojas

En Figura 3 se muestra el efecto de las concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y
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200 mM) sobre el nimero de hojas fotosintéticas de las plantas de Cajanus cajan
inoculadas con HMA nativos, desde la aplicacion de los tratamientos (después de su
emergencia) hasta la cosecha (42 dias de experimentacion). Estos resultados reflejan la
existencia de diferencias estadisticamente no significativas en los dias 7 (KW=
0,391621; p>0,05), 14 (KW= 0,964165; p>0,05), 21 (KW= 0,563353; p>0,05), 28
(KW= 0,563353; p>0,05), 35 (KW= 0,0573635; p>0,05) y 42 (KW= 0,130096; p>0,05),
lo que permite inferir que la micorrizacidn temprana de las plantas de chicharo, reduce o

previene los efectos de la salinidad sobre la capacidad fotosintética de este rubro.
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Figura 3. Numero de hojas de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos
inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100,
150 y 200 mM), durante los 42 dias después de la emergencia. Los valores son los promedios

+ el error estandar (n=9). La ausencia de letras sobre las barras indican la existencia de diferencias
estadisticamente no significativas.

Las hojas son los érganos en los cuales ocurre, principalmente, la fotosintesis,
proceso que permite la transformacion de la energia radiante en energia quimica. Las
hojas son caducas, es decir, envejecen, mueren y se desprenden de la planta a medida

que esta se desarrolla. EI nimero total de hojas producidas por la planta, su longevidad y
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capacidad fotosintética son caracteristicas varietales, profundamente influidas por las
condiciones ambientales (Suarez y Mederos, 2011; Medina, 2021).

La degradacion quimica del suelo por procesos como la salinizacion, afecta y
restringe areas dedicadas tradicionalmente a la agricultura y por consiguiente la
posibilidad de obtener rendimientos elevados y de cultivar diversas especies vegetales
(Goykovic y Saavedra, 2007). Las sales mas comunes en los suelos de las areas
agricolas son el cloruro de sodio (NaCl), el sulfato de sodio (Na,SO4) y en menor
proporcion el bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Richards, 1990; Reginato et al., 2014).

La mejora de la nutricion fosforada en plantas micorrizadas es un factor clave
que justifica el incremento de tolerancia a condiciones de salinidad (Khanam et al.,
2006). El efecto mas comun de la salinidad sobre las plantas es la reduccion del
desarrollo debido a una disminucion del potencial osmético del medio de crecimiento y,
en consecuencia, de su potencial hidrico; la toxicidad i6nica normalmente se asocia con
la absorcion excesiva de Na* y CI, y un desequilibrio nutricional debido a la
interferencia de los iones salinos con la absorcion de los nutrientes esenciales que
requiere la planta (Garcia-Garrido et al., 2009). El exceso de CI disminuye la captacion
de NO3™ y PO4’; mientras que el exceso de Na provoca desbalances en la asimilacion de
Ca™ y Mg, lo cual se traduce en un descenso acusado de la actividad fotosintética
(Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Cardona et al. (2017) encontraron que la cantidad de nutrientes en las hojas de
Rubus glaucus Benth sometidas a concentraciones salinas de 40 y 80 mM, eran mayores
que las concentraciones registradas en plantas no micorrizadas expuestas a las mismas
concentraciones de NaCl. Por su parte, Medina (2011) confirma que las micorrizas
arbusculares al aumentar la translocacion de nutrientes del suelo mediante el desarrollo
del micelio externo y la expansion del sistema radical a la planta hospedera; reducir los
efectos del estrés hidrico y/o salino, y aumentar la resistencia a patogenos que pueden
afectar la salud de la planta, promueven la inversion energética del rubro en la
produccién de la parte aérea, lo cual implica un mayor crecimiento y nimero de hojas
fotosintéticas, este ultimo evento afecta directamente su capacidad fotosintética y por lo

tanto, la produccion de fotosintatos que son necesarios para el establecimiento de la
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simbiosis, ya que los esqueletos carbonados son esenciales para la sobrevivencia del
fotosimbionte.

Ildermaro et al. (2017), Milano (2019) y Medina (2021) indican que el nimero
de hojas por planta estd asociado tanto a la dependencia micorrizica como con la
adaptacion a ambientes pobres en nutrientes y a las especies involucradas en la simbiosis
micorrizica.

Taiz y Zeiger (2006) sefialan que cuando las plantas estan expuestas a estrés
hidrico o salino, la tasa fotosintética disminuye, debido a una reduccion de los estomas y
en consecuencia una menor entrada de CO,, lo que acarrea una menor produccion de
fotoasimilados. Ademas, el estrés salino es capaz de reducir la cantidad de enzimas
relacionadas con la sintesis de pigmentos fotosintéticos, asi como la reduccion de
nutrientes esenciales para sintesis de la clorofila (Aglero-Fernandez et al., 2016). Al
respecto, Sheng et al. (2008) en su estudio sobre los HMA en la tolerancia a la salinidad
en Zea mays, establecen que la simbiosis con los HMA permite un mejor intercambio
gaseoso en las hojas, mejorando el proceso fotosintético. Por consiguiente, la tolerancia
de las plantas micorrizadas ante condiciones salinas (las plantas de chicharo en esta
investigacion), puede atribuirse a la combinacion de mejoras a nivel fisioldgico,
bioquimico y molecular, producto de una mejor absorcién, translocacion de nutrientes y

uso 6ptimo del agua disponible en el suelo.

Sobrevivencia

En las Figuras 4 y 5 se observa el efecto de los tratamientos salinos (0, 100, 150
y 200 mM de NaCl) sobre la sobrevivencia de las plantas de chicharo cultivadas en
suelos inoculados con HMA nativos. A pesar de que esta variable muestra diferencias
estadisticamente no significativas (Figura 4, KW= 0,712431; p>0,05), se registrd en los
primeros 21 dias del ensayo (Figura 5) los mayores porcentajes de sobrevivencia (>80%)
de las plantas sometidas a las distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM).
Adicionalmente, desde el dia 28 hasta el 42 (momento de la cosecha), se muestra una
clara tendencia en la disminucién de la sobrevivencia de los ejemplares pertenecientes al

control natural (0 mM de NaCl), asi como los expuestos a los distintos tratamientos
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(100, 150 y 200 mM de NaCl), la cual no puede ser atribuida al estrés salino, ya que el
pH del suelo empleado en este ensayo permite que el Na sea facilmente lavado de la
superficie durante cada riego, depositandose en el fondo del envase, por lo tanto, no es
facilmente asimilado por las plantas. Los HMA nativos exhiben un efecto protector del
sistema radical de Cajanus cajan, que se caracteriza por una reduccion de su longitud,
pero un aumento o incremento en el volumen radical, que le permite a la planta
aprovechar los nutrientes y el agua disponibles en la superficie del sustrato. Sin
embargo, al observar los datos obtenidos, se evidencid que el menor porcentaje de
sobrevivencia de las plantas de chicharo micorrizadas es registrado por los ejemplares
expuestos a 200 mM de NaCl, durante los 42 dias de experimentacion.
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Figura 4. Porcentaje de sobrevivencia de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en
suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0,
100, 150 y 200 mM).

Por su parte, Medina (2021) sefiala que la sobrevivencia de las plantas en los
suelos poco fértiles (como los empleados en este ensayo), es un claro indicio de la
existencia de compatibilidad exitosa de Cajanus cajan con los HMA nativos inoculados,

ya que la colonizacion de éstos, favorece la captacion y asimilacion de los escasos
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nutrientes disponibles en el sustrato. Sin embargo, este parametro no es definitivo para la

realizacién de tal aseveracion.
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos
inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100,
150 y 200 mM), durante los 42 dias después de la emergencia.

Asimismo, al igual que los parametros de crecimiento y desarrollo, la
sobrevivencia esta intimamente relacionada con la nutricion de la planta, la cual segun
Azcdn-Bieto y Talon (2013), puede aumentar o disminuir la resistencia o la tolerancia de
las plantas a las plagas y a las enfermedades. Mientras que la resistencia se relaciona con
la habilidad del hospedero para limitar la penetracion, el desarrollo y la reproduccion del
patdgeno invasor o para limitar la alimentacion de las plagas, la tolerancia se caracteriza
por la habilidad del hospedero para mantener su crecimiento a pesar de la infeccién o el
ataque de una plaga.

En condiciones de estrés salino, la acumulacion de sales en la zona radical y en
los tejidos de la planta causa estrés osmotico e interrumpe la homeostasis iénica celular

a través de la inhibicion de la toma de nutrientes esenciales y la acumulacion de Na* y
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CI'" hasta niveles potencialmente tdéxicos dentro de las células, lo cual afecta
directamente su indice de sobrevivencia (Marschner, 2002; Rui et al., 2009; Memon et
al., 2010).

Longitud del sistema radical

La longitud del sistema radical de las plantas de C. cajan cultivadas en suelos
inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100,
150 y 200 mM) a los 42 dias de su emergencia (Figura 6), registra diferencias no
significativas (KW= 0,691503; p>0,05), lo que indicaria un rol bioprotector de los HMA
en el crecimiento de las raices de las plantas de chicharo sometidas a estrés salino.
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Figura 6. Longitud del sistema radical de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en
suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0,
100, 150 y 200 mM), a los 42 dias después de la emergencia.

La raiz como principal 6rgano de absorcion de agua e iones, tiene gran
importancia en la respuesta a corto y largo plazo al estrés salino. En este 6rgano se
sintetiza &cido abscisico (ABA), una de las sefiales tempranas de estrés capaz de

producir cambios fisiologicos locales (conductividad hidraulica) y a distancia (cierre
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estomatico) (Hartung et al., 2002; Aroca et al., 2013).

Paellob (2010) sefiala que, a nivel de raices, las sales alteran la absorcion de agua
lo que afecta el crecimiento de estos érganos; disminuye considerablemente la cantidad
de pelos absorbentes, perturbando la absorcién de agua y nutrientes. Sin embargo, los
HMA desarrollan un micelio externo que a modo del sistema radical complementario y
altamente efectivo, coloniza el suelo que rodea a la raiz y ayuda a la planta a adquirir
nutrientes y agua (lldermaro et al., 2017). Por lo tanto, las plantas micorrizadas toleran
mejor el estrés salino que las no micorrizadas (Aroca et al., 2013).

Wang et al. (2018) evaluaron el efecto de la colonizacién de dos especies de
HMA, Funneliformis mosseae y Diversispora versisformis, por separado y en
combinacion, sobre el crecimiento y la absorcion de nutrientes en Chrysanthemun
morifulium bajo condiciones de estrés por NaCl (0, 50 y 200 mM). Estos autores
reportaron que las variables como longitud de la raiz, biomasa seca de brote y raiz y la
concentracion de N en la raiz fueron mayores en las plantas micorrizadas que en las no

inoculadas.

Biomasa seca

Los datos registrados para la biomasa seca de las plantas de chicharo expuestas a
diferentes concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM) e inoculadas con HMA
nativos (Figura 7) a los 42 dias de su emergencia, muestran diferencias no significativas
(KW= 0,613531; p>0,05). Estos resultados pueden atribuirse a que durante el tiempo de
evaluacidn, otras variables como numero de hojas, altura y longitud del sistema radical
presentaron diferencias estadisticamente no significativas; sin embargo, aunque el grosor
del tallo arroj6 diferencias significativas, los promedios de esta variable no repercutieron
en la ganancia de biomasa de Cajanus cajan. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Medina (2011), al evaluar el efecto de la esterilizacion del suelo
(esterilizado o no), fuente de inoculacion (HMA nativos, Funneliformis mosseae y
Scutellospora heterogama) y el nivel de fertilizacion (0, 25 y 50 ppm de P) en el
crecimiento y desarrollo de Petroselinum sativum, a los 75 dias después de la

emergencia; y a los mostrados por Milano (2019), quien evalto el efecto del
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vermicompost (0, 15, 30 y 45%) en el crecimiento vegetativo del frijol pico negro
(Vigna unguiculata) cultivado en suelos inoculados con HMA nativos, bajo condiciones

de vivero.

s 136 [ .
E I i
g
'_Q.‘ - [l = I
z 116 |- -
e i i
GRS
5 . i 1
2 g | N
2§ s 1
55 i ) .
23
2 I ]
3 076 | N
Jar L _
Z
: I i
g i i
[aa]

056 v -

0 100 150 200

Concentracion de NaCl (mM)

Figura 7. Biomasa seca de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados
con HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200
mM), durante los 42 dias después de la emergencia.

Beltrano et al. (2013) y Bhushan et al. (2014) sefialan que las plantas
micorrizadas registran aumentos significativos de volumen y longitud de la raiz, nimero
de hojas por planta, area foliar y biomasa seca, asi como de los niveles de clorofila, en
comparacion con las plantas no micorrizadas sometidas a condiciones de salinidad. Por
su parte, Pirela-Almarza et al. (2018) indican que la capacidad de acumulacion de
biomasa seca en los cultivos, depende de la especie vegetal y de la especie de HMA
asociada a este. Por lo general, la presencia de HMA aumenta la tasa de crecimiento y la
produccién de biomasa de la planta hospedera y este efecto es mayor en suelos de baja
fertilidad o desequilibrados nutrimentalmente, especialmente cuando el contenido de
fosforo asimilable es bajo (Davila et al., 2009), como el reportado en el sustrato

empleado en esta investigacion. Lo expuesto por los autores antes sefialados, permite
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inferir que Cajanus cajan y las especies de HMA que conforman el inoculo nativo
empleado en este bioensayo presentan compatibilidad exitosa.

Aguero-Fernandez et al. (2016) mostraron en su estudio sobre el efecto mitigador
del estrés salino en plantulas de albahaca inoculadas con HMA, que los mejores
resultados se obtenian al inocular las plantas de albahaca con especies de HMA
especificos. Estos resultados les permite concluir, que si bien las plantas pueden hacer
simbiosis con cualquier especie de HMA, existen mayores beneficios cuando ocurre la
simbiosis entre planta-hongo especificos. Por lo tanto, en este bioensayo se puede inferir
que las especies presentes en el pool de HMA nativos inoculados, fueron mas efectivas
en la simbiosis constituida con el sistema radical de Cajanus cajan.

Las micorrizas tienen un mayor efecto en el crecimiento de las plantas en suelos
con baja disponibilidad de P (como el usado en este estudio), al mejorar el mecanismo
de absorcién y transporte de nutrientes en las plantas, al desarrollar un micelio interno
dentro de la corteza de la raiz, que se extiende a través del suelo mediante una red de
hifas que constituyen el micelio externo; ambos micelios conforman un sistema
altamente especializado y eficaz en la toma de minerales de lenta absorcién, como
fosfatos, cobre y zinc, y otros nutrientes del suelo para ser transportados a la planta, la
cual le suministra al hongo fuentes de carbono procedentes de la fotosintesis, proceso
que el hongo no puede realizar por si mismo, y le brinda proteccion (Manjarrez-
Martinez et al., 1999; Pirela-Almarza et al., 2018).

La salinidad ejerce un efecto sobre los nutrientes que la planta necesita para su
desarrollo. En el caso del nitrégeno, la salinizacion de los suelos reduce el contenido de
este macronutriente en los tejidos de la planta, debido a que la presencia de Cl en el
sustrato inhibe la adsorcidon de NO3™ (Aslam et al., 1984; Gorham et al., 1986).

Porcentaje de infeccion micorrizica

La infeccién micorrizica del sistema radical de Cajanus cajan, esta determinada
por dos parametros fangicos: frecuencia de micorrizacion (%F) y riqueza arbuscular
(%A). En la Figura 8 se muestra la frecuencia de micorrizacion (%F) del sistema radical

de plantas de C. cajan cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a
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diferentes concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM). Los resultados obtenidos
muestran diferencias estadisticamente no significativas en la %F (KW= 0,633759;
p>0,05), registrando un 100% de infeccion micorrizica en el sistema radical de las
plantas sometidas a todos los tratamientos. Niveles elevados de infeccién micorrizica
promueven la absorcion de agua y nutrientes, principalmente, fésforo, que garantizan

una buena nutricion de la planta hospedera (Roveda et al., 2007; Cardona et al., 2017).
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Figura 8. Frecuencia de micorrizacion (%F) del sistema radical de las plantas de
Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas
concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM).

Los datos reflejan que la variacion de la concentracion de NaCl a la cual fueron
sometidas las plantas de C. cajan, no representd un factor limitante para la colonizacion
de sus raices por parte de las micorrizas nativas inoculadas en el sustrato empleado en
esta investigacion. Estos resultados son apoyados por Tapia et al. (2010) quienes al
estudiar la capacidad infectiva y efectividad de los HMA nativos en suelos salinos en el
cultivo de lechuga, observaron que estos hongos aun conservaban la capacidad de
colonizar el sistema radical del cultivo estudiado, lo que les permitié concluir que la

salinidad no es un factor limitante para que ocurra la simbiosis micorrizica.
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Aguinaga (2019) indica que la capacidad de los HMA para promover el
desarrollo de los cultivos depende de su infectividad y efectividad; definiendo a la
infectividad como la capacidad del hongo para penetrar e invadir la raiz intensamente y
explorar el suelo, asi como su habilidad de persistir en el sistema productivo; mientras
que su efectividad se demuestra cuando mejora directa o indirectamente el crecimiento y
desarrollo de la planta hospedera. Adicionalmente, Haas y Krikum (1985) indican que
las condiciones de infectividad y efectividad de los HMA, dependen no solo de los
simbiontes, sino también de las condiciones ambientales, lo que aumenta la importancia
de los estudios ecoldgicos realizados con proposito de seleccionar cepas eficientes como
biofertilizantes de tierras agricolas.

Las variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos causadas por la
salinidad influyen directamente en la capacidad infectiva de los HMA, y por
consiguiente en la colonizacion de la planta hospedera, ya que dependiendo del tamafio
poblacional de los HMA nativos, puede ser afectada la probabilidad de que se produzca
la colonizacion del sistema radical, rompiendo las barreras y/o defensas establecidas por
el hospedero. Medina (2011) sefiala que a pesar de que la colonizacion del sistema
radical sea efectiva, ésta no garantiza que la simbiosis establecida sea considerada como
mutualista exitosa, debido a que se ha demostrado que la simbiosis constituida por los
HMA vy la planta hospedera presenta una delgada barrera que separa a estos hongos
mutualistas de los parasitos.

Harris et al. (2011) estudiaron el efecto de indculos mixtos de 7 especies de
HMA nativos del desierto Sonorense asociadas con plantas de Curcubita pepo,
cultivadas en sequia y sometidas a condiciones salinas altas y bajas; sus resultados
mostraron que las variables estudiadas: biomasa seca de vastago Yy raiz, porcentaje de
humedad foliar, potencial hidrico y osmotico y porcentaje de colonizacion radicular se
incrementaron cuando se aplico el inoculo mixto de HMA, reduciendo el estrées
fisioldgico causado por la salinidad y sequia.

En la Figura 9 se muestra la riqueza arbuscular (%A) del sistema radical de
plantas de C. cajan cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a
diferentes niveles de salinidad (0, 100, 150 y 200 mM de NaCl), reportandose
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diferencias estadisticamente significativas (KW= 0,014338; p<0,05), donde las plantas
control (0 mM de NaCl) registran los mayores valores de %A en comparacion con las

plantas sometidas a la concentracion de 200 mM de NaCl.
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Figura 9. Riqueza arbuscular (%A) del sistema radical de las plantas de Cajanus cajan,
cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y sometidas a distintas
concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM).

Los arbusculos son hifas finamente ramificadas, que se dividen dicotomicamente
y son invaginados por la membrana plasmatica de las células corticales (Barrer, 2009;
Camarena, 2012). La diferenciacion del arbusculo estd acompafiada de varios cambios
fisioldgicos en la célula de la planta, cuyas vacuolas se fragmentan, aumentando el
volumen de citoplasma y el nimero de organelos (Bonfante y Perotto, 1995). Las celulas
que contienen arbusculos muestran un nucleo hipertrofiado, numero mayor de
mitocondrias y niveles ligeros de actividad transcripcional (Fester et al., 2001). La vida
media de un arbudsculo en actividad es muy corta y varia, entre dos y quince dias, al cabo
de los cuales se colapsa y permanece rodeado por el plasmalema de la célula vegetal,
siendo encapsulado por material depositado en la zona interfacial proveniente
presumiblemente del hospedero (Sanders et al., 1977; Harley y Smith, 1983; Parniske,
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2008).

A pesar de que se registrd una disminucion significativa en el porcentaje de
arbusculos presentes en el sistema radical de las plantas de chicharo al incrementar la
concentracion de NaCl a 200 mM, este nivel de salinidad parece no afectar al resto de
variables de crecimiento y desarrollo en estudio (altura, niUmero de hojas fotosintéticas,
longitud del sistema radical y biomasa seca), las cuales mostraron diferencias
estadisticamente no significativas, por lo que se puede inferir que aunque la salinidad es
una condicion limitante para el completo desarrollo arbuscular; la simbiosis micorrizica
cumple su papel como agente bioprotector del sistema radical de Cajanus cajan ante el
estrés salino.

Una hipotesis sobre la causa del leve descenso en la %A entre los tratamientos
con NaCl (100, 150 y 200 mM) con respecto al control (0 mM de NaCl), es que las
especies de HMA involucradas en la simbiosis micorrizica, disminuyan el nimero de
arbusculos presentes en el sistema radical de C. cajan para evitar la entrada excesiva de
Na® y su posterior acumulacion en los tejidos. Por otro lado, los porcentajes de
arbasculos obtenidos en todos los tratamientos podrian estar relacionados con las
condiciones ambientales en las cuales fue llevado el estudio, asi como a las condiciones
propias del sustrato utilizado, debido a que la infectividad y efectividad de los HMA,
dependen no solo de los simbiontes, sino también de las condiciones ambientales, las
cuales influyen en la fisiologia de las plantas y por lo tanto en la simbiosis micorrizica,
por lo que es probable que aunque se observe la colonizacién micorrizica, no todas las
estructuras fungicas estén activas (Varela y Estrada-Torres, 1997; Tapia et al., 2010;
Lozano et al., 2015).
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CONCLUSIONES

La aplicacion de las distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM)
no afecta significativamente la altura, namero de hojas fotosintéticas, longitud del
sistema radical, biomasa seca y frecuencia de micorrizacion (%F) de Cajanus cajan, a
los 42 dias de su emergencia.

La concentracion de 200 mM de NaCl perturba la eficiencia de la simbiosis
establecida por los HMA nativos e influye negativamente en el grosor del cuello del
tallo de Cajanus cajan, desde los 21 después de la emergencia hasta la cosecha (42 dias
de experimentacion).

El grosor del cuello del tallo y la riqueza arbuscular (%A) mostraron
diferencias significativas, siendo las plantas control (0 mM de NaCl) las que registran
los mayores valores en ambas variables.

Las cepas nativas de HMA son altamente infectivas y colonizan el 100% del
sistema radical de las plantas de chicharo sometidas a todos los tratamientos.

La micorrizacion temprana de las plantas de chicharo, podria reducir o prevenir
los efectos de la salinidad sobre el crecimiento vegetativo y capacidad fotosintética de
este rubro.

Los HMA nativos del estado Sucre podrian ofrecer cierta proteccion al sistema

radical de las plantas de chicharo cultivadas en suelos salinos.
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RECOMENDACIONES

Transplantar los ejemplares micorrizados de Cajanus cajan a envases de mayor
capacidad o en el campo y aplicar otra fertilizacion fosférica al sustrato, a los 21 después
de la emergencia de las plantas, con el propésito de extender el tiempo de
experimentacion.

Se sugiere comparar los resultados de este bioensayo con trabajos donde se
apliguen concentraciones superiores a 200 mM de NaCl combinadas con la inoculacién
de los HMA nativos evaluados en este trabajo y de cepas micorrizicas comerciales mas
compatibles con la especie vegetal.

Identificar taxonOmicamente las especies fangicas presentes en el pool de HMA
nativos inoculados en el sustrato, mediante el uso de las caracteristicas morfoldgicas de
las esporas y técnicas moleculares disponibles en la actualidad, para entender la relacion
entre la diversidad genética, morfoldgica y funcional de las especies involucradas en la

simbiosis micorrizica.
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APENDICES

Apéndice 1. Anélisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado al grosor del cuello del tallo
de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y
sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM), a los 21 dias
después de su emergencia.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0 mM 16 0,193750 a
100 mM 14 0,190714 ab
150 mM 17 0,185294 bc
200 mM 12 0,183333 c

Apéndice 2. Analisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado al grosor del cuello del tallo
de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y
sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM), a los 28 dias
después de su emergencia.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0mM 16 0,193750 a
100 mM 14 0,190714 ab
150 mM 17 0,185294 bc
200 mM 12 0,183333 c

Apéndice 3. Analisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado al grosor del cuello del tallo
de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y
sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM), a los 35 dias
después de su emergencia.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0 mM 14 0,207 a
100 mM 11 0,192 b
150 mM 5 0,190 ab
200 mM 2 0,185 ab
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Apendice 4. Andlisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado al grosor del cuello del tallo
de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA nativos y
sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM), a los 42 dias
después de su emergencia.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0mM 13 0,202 a
100 mM 9 0,188
150 mM 3 0,183
200 mM 1 0,180

Apéndice 5. Anélisis a posteriori (Duncan 95%) aplicado a la riqueza arbuscular (%A)
del sistema radical de las plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con
HMA nativos y sometidas a distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 200 mM).

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
0 mM 8 40,723 a
100 mM 7 25,476 ab
200 mM 1 12,670
150 mM 3 12,040

Apéndice 6. Raiz de Cajanus cajan tefiida con azul de tripano al 0,05% donde se
evidencia la formacién de arbusculos.
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Apéndice 7. Raices de Cajanus cajan tefiida con azul de tripano al 0,05% donde se
evidencia la formacion de micelio intra y extrarradical.
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Apéndice 8. Plantas de Cajanus cajan, cultivadas en suelos inoculados con HMA
nativos y sometidas a distintas concentraciones de NacCl (0, 100, 150 y 200 mM), a los
42 dias después de la emergencia.
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ANEXOS

0 1 2 3 4 3
(4L < % < [ 1% < 5% =50%G oL
( SCORING ARSUSCULE ABUNDANCE )
None @ A0 @
Few arbrscnles @ AT
Frequent @ AZ E
Abrmdant 1 AS
Al A2 A3

Anexo 1. Estimacion de la infeccion micorrizica y abundancia arbuscular segin
Trouvelot et al. (1986).
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