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Resumen

El objetiva del estudio fue evaluar hongos micorrizicos arbusculares como mitigadores del estrés
salino: respuesta fisiologica, bicguimica y crecimiento de variedades de albahaca (Ol
basilicum L) cv. Nuofar, Genovese v Napoletano con respuesta diferencial al estrés por NaCl. La
investigacion se realizo en condiciones de invernadero. Para las etapas emergencia, crecimiento
inicial vegetativo y produccion, se aplicd un disefio completamente aleatorio con arregle factorial
considerande factor 1, variedades de albahaca, factor 2, la concentracion de sal (0, 50 v 100 mM de
NaCl) v factor 3, la presencia o ausencia de HMA (0 v 1 g de indculo en emergencia y 0y 10 g
indculo en crecimiento inicial vegetativo v produceién), con cuatro repeticiones por tratamiento.
Las variables de respuesta evaluadas fueron, para primera etapa experimental, el porcentaje y lasa
de emergencia, altura de plantulas, longitud de la raiz, la biomasa fresca y seca de la parte aérea v la
raiz, el andlisis quimico del sustrato se realizd para las tres elapas experimentales. En la segunda y
tercera etapa experimental se evalud a cada cosecha, el contenido relativo de agua, potencial
hidrico, drea Toliar, biomasa fresca y seca de parte aérea v de raiz, longitud de raiz, altura de plantas,
tasa fotosintética, nimero de esporas v porcentaje de colonizacion micorrizica. En la tercera etapa
ademias de las variables anteriormente mencionadas se evalud clorofila a, b, v total, contenido de
prolina, proteina total, glutation peroxidasa en hojas v raiz vy contenido de aceite esencial. Los
resuliados revelaron que el sustraio fue adecuado para las tres elapas. En emergencia los resultados
tanto cuando se utilizd Funneliformis mosseae + Clavoideaglomus  etunicatum que con A
Sasciculatum mostraron diferencias en todas las variables siendo Napoletano la variedad que mosird
mayvores valores en 0, 50 v 100 mM MaCl con HMA. La mayoria de las variables disminuyeron al
incrementar las concentraciones de MaCl. Mo se encontrd colonizacidn de la raiz en ninguna
plantula inoculada con HMA en esta etapa. En la etapa crecimiento inicial vegetativo se obtuvo que
los valores mayores en todas las variables de respuesta correspondieron a plantas inoculadas con R,
Sasciculatum (Ta...s0). La interaccion variedad = NaCl = HMA fue mayor en las plantas control,
con 0 mM NaCl inoculadas con HMA v menor en plantas tratadas con 100 mM NaCl sin HMA. En
la etapa produccion se observo los valores mayores en todas las variables de respuesta de plantas
inoculadas con R fasciculanon (T2, ). La interaccion variedad = NaCl = HMA fue mayor en las
plantas conirol, con 0 mM MNaCl con HMA v menor en plantas tratadas con 100 mM MNaCl sin
HMA. Aun cuandoe se observd una disminucidn en el porcentaje de colonizacion de HMA en tejido
radicular de las plantas inoculadas, conforme se incrementd las concentraciones de NaCl en la etapa
crecimiento inicial vegetative v produccion la respuesta para todas las variables estudiadas, en las
plantas inoculadas con HMA fue mayor v+ las no inoculadas. Las micrografias realizadas al tejido
radicular mostraron estructura micorrizica que demuestra una auténtica colonizacion por parte de
los HMA, Tales resultados sugieren que la inoculacion de plantas de albahaca con HMA tiene un
efecto positivo en la mitigacion el estrés saline por NaCl v un beneficio fisiologico, bioguimico, en
el crecimiento y desarrollo fenoldgico del cultivo.
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Summary

The objective of the study was to evaluate arbuscular mycorrhizal fungi as saline stress relicvers:
physiological, biochemical response and growth of basil varieties {Ocimum basilicum L.) ev. Nufar,
Genovese and Napoletano with differential response to stress by NaCl. The research was conducted
under greenhouse conditions. For the stages of emergence, initial vegetative growth and production,
a completely randomized design was applied with a factorial arrangement considering Factor 1,
basil varieties, factor 2, salt concentration (0, 50 and 100 mM NaCl) and factor 3, the presence or
absence of AMF (0 and | g of inoculum in emergence and 0 and 10 g inoculum in iniltial vegetative
growth and production), with four repetitions per treatment. The response variaties evaluated were,
for the [irst experimental stage, the percentage and emergence rate, height of the seedlings, length
of the root, fresh and dry biomass of the acdal part and the root, the chemical analysis of the
substrate was carried out for the three experimental stages. In the second and third experimental
stage, each crop was evaluated, the relative water content, water potential, leaf area, fresh and dry
hiomass of aerial part and root, root length, height of plants, photosynthetic rate, number of spores
and percentage of mycorrhizal colonization. In the third stage, in addition to the previously
mentioned variables, chlorophyll a, b, and total, proline content, total protein, glutathione
peroxidase in leaves and rool and essential oil content were evaluated. The results revealed that the
substrate was adequate for all three stages. In emergencies, results were oblained when
Funneliformis masseae + Claroideoglomus efunicatum was used, which showed differences in £
Sasciculatum in all variables, with Mapoletano being the variety that showed the highest values in O,
S0 and 100 mM NaCl with AMF. Most of the wvariables decreased with inereasing NaCl
concentrations. No colenization of the root was found in any seedling inoculated with AMF at this
stage, In the initial vegetative growth stage it was obtained that the highest values in all the response
variables corresponded to plants inoculated with R, fascicwlatim (T ). The interaction variety =
MaCl = AMF was greater in the control plants, with 0 mM NaCl inoculated with AMF and lower in
plants treated with 100 mM MNaCl without AMF, In the production stage, the highest values werg
ohbserved in all the response variables of plants inoculated with B, favcicwlarim (T z0). The
interaction variety ® NaCl = AMF was higher in the control plants, with O mM NaCl with AMF and
lower in plants treated with 100 mM NaCl without AMF. Even when there was a decrease in the
percentage of AMF colonization in the root tissue of the inoculated plants, as the NaCl
concentrations increased in the initial vegetative growth stage and the response was produced for all
the variables studied, in the plants inoculated with AMF it was higher vs the non-inoeulated ones.
The micrographs made o the rool tissue showed mycorrhizal structure that shows an authentic
colonization by the AMF. These results suggest that the inoculation of basil plants with AMF has a
positive effect in the mitigation of saline stress by NaCl and a physiological, biochemical benefit in
the growth and phenological development of the crop.

Key Words: Arbuscular mycorrhizal fungus, basil, stress, colonization.

.rdff;:f .
Yo, Bo. Dr. Bernard o Amsador v
Dr. Luis Guillermo Hernandez Montiel
Co-Directores de tesis




Dedicatoria

A Dios por ser guia en todo momento de mi vida

Mi Madre: Aida Luisa Fernandez Betancourt por darme la vida, por su sacrificio y trabajo
duro. Un dia como hoy estuviera muy feliz y orgullosa de su hija jGracias mama!

Mi hijo: Carlos Miguel Cabrera Aguero por ser mi alegria, mi motivacion constante de
superacion

Mi esposo: Ismael Cabrera Pacheco por su apoyo y comprension incondicional a lo largo
de mi formacion academica

Mi padre: Miguel Antonio Aguero Carralero, por su apoyo incondicional durante toda mi
vida, por sus sabios consejos cuando mas los necesité

A mis adorados sobrinos: José Luis, Sulenny, José Carlos, Maria Carla, Lian Josue,
Kaleth y Kelly por darme tantos momentos de alegria y hacerme sentir la tia mas orgullosa
del mundo, mis hermanos, Daudelia, Hector, Vladimir, Madelaine y Miguel por estar a mi
lado en momentos dificiles. A mi suegra Amparo por apoyarme durante los momentos mas

duro de mi vida que fue dejar mi hijo en Cuba para venir hacer mi doctorado.



Agradecimientos

El final de toda obra cientifica requiere especial esfuerzo v dedicacion, lo obtenide en este
documento no es mas que ese resultado, Hoy guisiera expresar mi mas profundo agradecimiento
a un grupo de personas que formaron parte de esta obra,

Al Consejo Macional de Ciencia v Tecnologia (COMNACYT), por su apovo para la realizacion de
los estudios del Doctorado, mediante la Beca Macional Mo, 577971,

Al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, 5.C. (CIBNOR) por la oportunidad de
alcanzar esta meta de superacidn profesional.

A los Proyectos AGROT 1 y 143-C: Mecanismos Antagdnicos de Levadura Marinas Hacia
Hongos Fitopatdgenos en Poscosecha de Frutos Tropicales. Ciencia basica SEP-CONACYT
Mo, 236240 v Mo, 258282,

Al Dr. Bernardo Murille Amador, por confiar v darme la oportunidad de realizar esta
investigacidn bajo su direccidn, muy poce pudiera haber hecho sin su ayvuda, entrega v
dedicacion durante los cuatro afios del doctorado, su participacion en cada una de las etapas
influyd de manera notable para la realizacion de esta obra cientifica. A los miembros de mi
Comité Tutorial, Dr. Bernardo Murillo Amador, Dr, Luis Guillermo Hernandez Montiel, Dra.
Alejandra Nieto Garibay, Dr. Enrigue Troyo Diéguez, Dr. Ramdn Zulueta Rodriguez, por sus
sabias ¥ oportunas sugerencias en todo ¢l periodo de realizacion del doctorado. Al Dr. José
Manuel Mazin Sudstegui por su apoyo v valiosos aportes durante la realizacion de la
investigacidn, Al personal del Programa de Posgrado del CIBMOR, Ing. Horacio Sandowval
Gomez, Lic, Leticia Gonrdler Rubio Rivera, Lic, Osvelia lharra Morales, Tania Mafez Valdés,
Lic. Clandia E. Olachea, por su apoyo incondicional para cumplic v llegar al térming del
programa de estudios.

Mo llege al millon de amigos, pero fugron varios los gue me alentaron a seguir adelante cuando
parecia imposible:

A mis queridos amigos: Yisel Yadira Fornaris, Daulemys Batista, Carlos Michel Ojeda, Yarelis
Alvarez, Silvia Edén, Yalina Montecelos, Jorge Luis Maranjo, Manuel Salvador Trasvifia,
Mireydis Pérez, Beatriz Garcia, Rosa Maria Aguilera, Edvardo Manuel Tamayo. ldael Ruiz,
Morberto Capetillo, Kristztina £suzasanna, Reynaldo Gonzdlez v Yanelis Quevedo,

A mis compafieros: Armando Faledn, Claudia Morales, Maritza Lourdes Soberanes, Gregorio
Lucero, Guillermo Portille, Yarelys Férrer, Milagros Garcia, Ariel Socza, Emilio Garcia,
Fernando Abasolo, A toedos mis chachis gracias por soportarme, asi como soy.

Quisiera, con el mismo amor que expuse lo anterior, expresar también mi gratitud al apoyo
téenico del MO, Manuel Salvador Trasvifia Castro, M. C. Margarito Rodriguez Alvarer, Lic.
Mirian Herndndez De Haro, Lic. Alondra Martin Herndndez, Lic. Grizselda Pefia Armenta, Lic.
Lidia Hilares Lucero. Lic. Maria Dolores Rondero Astorga, Lic. Roberto Hermndandez Herrera. Al
personal técnico del Campo Agricola Experimental, José Raymundo Cesefia Mufier, Adrian
Jordan Castro, Pedro Luna Garcla.

A mi familia, por el gran apoyo que de ellos recibi

A TODOS, infinitas v nunea suficiente GRACTAS. .

; \
W A

Yuneisy Milagrd® Agilero Ferndndez
La Paz, Baja California Sur, diciembre de 2008



Contenido
RESUIMEIN . ettt e e e e e e e e e e et b e e e e e sba e e e e ennan s i
RS YU 0] U I
D cTo [ToF=T o] o - SRR I
N | =T [T [ g 1=T 0 (0L RURTPRRN v
LiSta de taDIaS ... IX
I TS 2= R0 [T 10 U= SO X
F N o] oY = L0 | - PSPPI Xi
1. INTRODUGCCION....c.ociititiitiitiiete ettt st 0
2. ANTECEDENTES .....oiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt ettt e e e 3
2.1 La salinidad como problema a nivel mundial ..., 3
2.2 Origen de la salinidad de 10S SUEIOS............uuueuriiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
2.3 Efectos de la salinidad en la fisiologia de las plantas.............ccccooveeeiiiiiiiiiiinnneeenn, 4
2.4 Efecto de la salinidad en el desarrollo de 10S CUltIVOS ............uvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 8
2.5 HONQgOS MICOrTiZiCOS arbUSCUIAIES.......cceiieiiiiiiiiiiiiee e 9
2.6 Fisiologia de la simbiosis micorrizica arbuscular..............cccccuvvvvviiriiinniniiiiinnnnnn. 11
2.7 Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares en condiciones de salinidad.......... 13
2.8 Los HMA como osmoprotectores en plantas en condiciones de estrés salino ......... 13
2.9 Algunos resultados experimentales obtenidos con la inoculacién con HMA .......... 14
2.10 CUltiVO d€ AIDANACA ... .uvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb bbb 19
KN LU 53 [ [07:Y0d [0 ] SRR 21
B, HIPOTESIS ..ottt ettt ettt 22
ST @ = N | I Y 23
5.1 ODJEtIVO GENEIAL.......uuiie e e e 23
5.2 ODjJetiVOS PartiCUIAIES. ... ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
6. MATERIALES Y METODOS.........oiiiiiieeeee ettt 24

6.1 Evaluar el efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etunicatum y Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigadores del

estrés por NaCl en variedades de albahaca en la etapa de emergencia......................... 24
6.1.1 Etapa de eMEIgENCIA......cciiiieieiiiie e e e ee e e e e e e e e 24
6.1.1.1 Andlisis quimico del sustrato y del in6culo utilizados............ccccceeeviiinnnneee. 25
6.1.1.2 Porcentaje y tasa de eMErgenCIa..........uuuuuuuuuurmuniniiiiiiiiiiiiiiiiiiniieeeaeeeeneneeees 26
6.1.1.3 Variables MOrfOMEALIiCaS ........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e eenaeees 26
6.1.1.4 Variables fangicas: Contenido de esporas en el indculo y porcentaje de
(o10] (o] Y= Vol o] 0 W ¢ 1Y o0 £ 4 [ o TR 26
6.1.1.4 ANALISIS ESTA0ISTICO ....uuvueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e eeennnenneee 27

6.2 Evaluar el efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por
NaCl en la morfometria, mecanismos fisiologicos y fungicos de variedades de albahaca

en la etapa de crecimiento inicial VEgEtatiVO ..............uuuuuiuiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaees 27
6.2.1 Etapa de crecimiento inicial VegetatiVo..............uuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 27
6.2.1.1 Analisis quimico del sustrato Utilizad0..............ccoevrerriiiiiieeeeieeee e, 29

6.2.1.2 Variables MOrfOMEALIICAS «....oeneeeee e, 30



vi

6.2.1.3 Variables fisioldgicas (Tasa fotoSiNtEtiCa) ............uuuvrurmrmmmmmvniiiiiiiiiiiiiinnnanns 30
6.2.1.4 Variables hidricas (Contenido relativo de agua CRA y potencial hidrico ¥w) 30
6.2.1.5 Variables fangicas (Contenido de esporas en el in6culo y porcentaje de
(o00] (o] aTV= Vol o] o W 0V o0 £ 4 (o ) [ 31
6.2.1.7 ANALISIS ESTAISTICOS. . .uuuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiitbiiibb bbb 32
6.3 Evaluar Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en el
crecimiento, morfometria, mecanismos fisiologicos, bioquimicos, fungicos, produccién
de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de

albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva ...........cccevveviiiiininieinnnns 32
6.3.1 Etapa PrOUUCTIVA .....uuii e e e et e e e e e e e e e e e 32
6.3.1.1 Andlisis quimico del sustrato utilizado.............ccccceeeiiiiiiiiiiiii 33
6.3.1.2 Variables MOrfOMEALIiCaS .........uuuuuuuurrrririiiiiiiiiiiiiiiiriieeeeaeaennennnnrnnannane 34
6.3.1.3 Variables fisiologicas (Tasa fotosintética (TF) y pigmentos fotosintéticos
(Clorofila a, D Y tOtal) .....ceeveviiiiiiiiiiiiiiieeieeeee e 34
6.3.1.4 Variables hidricas (Contenido relativo de agua CRA y potencial hidrico ¥w) 35
6.3.1.5 Variables bioquimiCas............uiiiiiieiiiiic e 35
6.3.1.5.1 Contenido de proteina total ...........c.eeveiiiiiiiiiiiieee e 35
6.3.1.5.1.1 Contenido de Prolina ...............ueeeeemmmmmmmimiiiiiiiiiiiiiie e 36
6.3.1.5.1.1.1 Actividad de glutation peroxidasa (GPX)...........ceeeviiieeiiiiiiiiiiiiieeeen, 37
6.3.1.6 Variables fungicas: Contenido de esporas en el indculo y porcentaje de
(o70] (o] T 4= Vol o] o 1 0T [0 £ 4 [ o 37
6.3.1.7 EXtraccion de aceites ESENCIAIES .........uuuruuurrrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeaeeeeeeeeaees 37
6.3.1.8 ANALISIS ESTAdISTICO ....uuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiibieeiii bbb 38

CRESULTADOS ..ttt e e e e e e e e e e e e e ae 39
7.1 Efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae + Claroideoglomus
etunicatum y Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigadores del estrés en

variedades de albahaca en la etapa de emergencia.............uueeeeieeeeeiieeiiiiiiieeeeeeeeeeennns 39
7.1.1 Analisis quimico del sustrato (vermiculita) ............cccccvviiiiiiieeiiice e, 39
7.1.2 Andlisis quimico del in6culo (Funneliformis mosseae + Claroideoglomus
Y0 T [or= 101 1) RSO 39
7.1.3 Tasa y porcentaje de eMErgeNCIa........ccevrerruruiiieeeeeeeeeeiiie e e e e e e e e 39
7.1.4 Variables MOrfOMEAIICaS ... ...uuuuuueerieiiiiiiiiiiiiiiiiiaa e eaeeerennannennnnane 40
7.1.5 Colonizacién de raices por HMA especies (Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etuniCatum)...........uuiiieeeiiiiiiece e e 44

7.2 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés en variedades

de albahaca en la etapa de EMErgenCia .........ooeeveuuiieieiiiii e 46
7.2.1 Analisis quimico del sustrato (VErmiculita) .................eeeeeeemeuemimmminiiiiiiiiinnnnns 46
7.2.2 Analisis quimico del indculo (Rhizophagus fasciculatum) .............cccccvveenneee 46
7.2.3 Tasa y porcentaje de EMEergeNCIA........uuieerruruieeeeiiieeee e e e e e e e e eaa e e eeaaans 46
7.2.4Variables MOrfOMEALIICAS ... ..uuuueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i eeeaeennnnane 47
7.2.5 Colonizacion de raices por HMA especie (Rhizophagus fasciculatum)............ 54

7.3 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en
la morfometria, mecanismos fisiologicos y fungicos de variedades de albahaca en la
etapa de crecimiento inicial VEQETAtIVO. ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 55



Vi

7.3.1 Andlisis quimico del sustrato (VErmiculita) ............ccccccuvvmmmmmmrmmmnnnnnnnnnnnnnnnnns 55
7.3.2 Variables morfométricas evaluadas en la etapa de crecimiento inicial vegetativo
....................................................................................................................... 55
7.3.3 Variables hidricas: Contenido relativo de agua (CRA) y potencial hidrico (‘Yw)
....................................................................................................................... 56
7.3.4 Variables fisiologicas (Tasa fotoSiNtELiCa) .........cceeevveeeriuiiiiieeeeeeeeirie e 56
7.3.5 Porcentaje de colonizacion micorrizica en la etapa de crecimiento inicial
VEOBTALIVO. ..o 57

7.4 Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en el
crecimiento, morfometria, mecanismos fisiologicos, bioquimicos, fungicos, produccion
de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de

albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva .............cceevvvvvvvniiinnnneenn. 61
7.4.1 Analisis quimico del sustrato (vermiculita) ...........cccccvviiiiiiiieriiiee e, 61
7.4.2 Variables morfométricas evaluadas en la etapa productiva...............cccceeennn.e. 61
7.4.3 Variables hidricas: Contenido relativo de agua (CRA) y potencial hidrico (‘Yw)

....................................................................................................................... 62
7.4.4 Variables fisioldgicas (Tasa fotosintética (TF) y pigmentos fotosintéticos
(Clorofilaa, b Y total) ..cceeveeeiii e e 62
7.4.5 Variable DIOQUIMICAS........cocvuuiiiii e e 62
7.4.6 Porcentaje de colonizacidon micorrizica en la etapa de produccion .................. 63
7.4.7 Contenido de aceites BSENCIAIES .......cccvvveeiiiiiiie e 63

CDISCUSION ...ttt 67
8.1 Efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae + Claroideoglomus
etunicatum y Rhizophagus fasciculatum como mitigadores del estrés por NaCl en

variedades de albahaca en la etapa de emergencia...........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67
8.1.1 Andlisis quimico del sustrato e in6culo utilizados...............eevvveenimninininnnnnnnnns 67
8.1.2 Tasa y porcentaje de eMErgeNCIA........covvrerruuuiieeeeeeeeeeeiiie e e e e e e 67
8.1.3 Variables MOrfOMEALIICAS .......uuuuuereiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 70
8.1.4 Variables fUNQICAS. .....cuuiiie et 72

8.2 Etapa de emergencia utilizando la especie Rhizophagus fasciculatum de HMA...... 73
8.2.1 Analisis quimico del sustrato e inoculo utilizados............cccoeeeeviiviiiiienneeenn. 73
8.2.2 Tasa y porcentaje de emMergenCIa............uuuuuuuuuurrrnninnneinnniiiniieiinnnennnnnnnnnnnnene 74
8.2.3 Variables MOrfOMEAIICaS .......uuuuuuurrieiiiiiiiiiiiiiiiiri e nnnnennnnnne 76
8.2.4 Variables fUNQICAS........ccciiiieiiiie e e 80

8.3 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en
la morfometria, mecanismos fisioldgicos y fungicos de variedades de albahaca en la

etapa de crecimiento vegetativo inicial.............ooooiiiiiiiii i, 80
8.3.1 Analisis qUIMICO el SUSLIAt0.........uuuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibii e 80
8.3.2 Variables MOrfOMEALIICAS ... ...uuuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnnneees 81
8.3.3 Variables NIAIICAS ... ..uuuuruiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieii e eeneeeeesnnnennnnnnne 85
8.3.4 VariableS fUNGICAS. ... .uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiitib bbb 87
8.3.5 Variable fiSIOIOQICA ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 88

8.4 Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en el
crecimiento, morfometria, mecanismos fisioldgicos, bioquimicos, fangicos, produccion



viii

de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de

albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva .............ccceevvvvvvvniineeennn. 89
8.4.1 Analisis qUIMICO del SUSTIALO .......uuveiieiieeiiiiiiiii e 89
8.4.2 Variables MOrfOMEALIICAS ... ...uuuuuereiiiiiiiiiiriiiiiiiiiii e reeenanennnnnne 89
8.4.3VariabhleS NIAIICAS .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiii bbb nennane 93
8.4.4 Variables fiSIOIOQICAS ......uuuuuuuurreiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e enanennnnane 94
8.4.5 Variables DIOQUIMICAS .....coeiiiiiiiiiiiiie e 96
8.4.6 Variables TUNQICAS. .......ccciiieeiiici e 99
8.4.7 Contenido de aceite ESENCIAL...........uuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 100

9. CONCLUSIONES. . .....coitiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 103
10. LITERATURA CITADA ..o e e 105
11 ANEXOS ... 129

11.1 Articulo publicado en la Revista Nova SCIentia ..........cccvvveeeeeeeeenniiiiiiiiiieeenn. 129

11.2 Articulo aceptado en la Revista Tropical and Subtropical Agroecosistem.......... 129



Lista de tablas

Tabla 1. Solucién nutritiva a utilizar en el experimento de crecimiento inicial vegetativo
para plantas de albahaca. ...........ccceiiiiiiie e 28
Tabla Il. Respuesta de plantulas de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por
NaCl y la inoculacién con HMA como mitigadores del estrés en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfomeEtriCas. ........ccooovviiiiiiiiiie e 42
Tabla Il1. Efecto de las interacciones variedades x NaCl, variedades x HMA y NaCl x
HMA en variables morfométricas de plantulas de albahaca sometidas a estrés por NaCl y
HMA como mitigadores del ESIIES. ........ciiviiiiiiieiieii e 43
Tabla IV. Efecto de la interaccion de variedades x NaCl x HMA en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas de plantulas de variedades de albahaca sometidas a
estrés por NaCl e inoculadas con HMA como mitigadores del eStrés. ..........ccccooevvrernnennen, 44
Tabla V. Tasa, porcentaje de emergencia y variables morfométricas de plantulas de
variedades de albahaca sometidas a estrés salino (NaCl) con semillas inoculadas con una
cepa de HMA especie (Rhizophagus fasciculatum) como mitigador del estrés. .................. 51
Tabla VI. Efecto de las interacciones variedades x NaCl, variedades x HMA y NaCl x
HMA en la tasa, porcentaje de emergencia y variables morfométricas en plantulas de
albahaca sometidas a estrés salino (NaCl) con semillas inoculadas con una cepa de HMA
especie (Rhizophagus fasciculatum) como mitigador del eStrés. .........cccccevveviveveiicieennenne 52
Tabla VII. Efecto de la interaccion variedades x NaCl x HMA en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas en plantulas de albahaca sometidas a estrés por NaCl
con semillas inoculadas con una cepa de HMA especie (Rhizophagus fasciculatum) como
MILIGAOT U1 ESIIES. ..ttt ettt e e st e e e s reesra e teaneenreas 53
Tabla VIII. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus
fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en variables morfométrica de
variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa de crecimiento inicial
VEOETALIVO. ..ottt e et e et e et e e ae e be et e e re e e be e teeneenreeereeneeareenre e 58
Tabla IX. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus
fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en variables morfométrica,
fisiologicas y fungicas, de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa
de crecimiento inicial VEQELatiVO. ...........ccvciiiieie e 59
Tabla X. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus
fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en variables morfométricas,
fisiologicas y fungicas de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa de
O1 L0 0 [0 Tox {17 TSSO SORRURSRS 66
Tabla XI. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus
fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en variables fisioldgicas,
bioquimicas, produccion de compuestos osmoprotectores y contenido de aceite esencial de
variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva........................ 67



Listas de figuras

Figura 1. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con un consorcio de HMA
(Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum) (+ AMF). La Paz, BCS, México.

Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. 2015.........cccccevvvivvviieeiveinerieiienn, 45
Figura 2. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. 2015.........cccccvvvviviviieiveieerieiienn, 45

Figura 3. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum (+
AMF). La Paz, BCS, Meéxico. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.

0 TSRS 54
Figura 4. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. 2015.........cccccovvvivivieiiveieerierienn, 55

Figura 5. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum (+
HMA). La Paz, BCS, México. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.

2006, ittt R Rt ARt r et R Rt e Rt R bt Re Rt e ne et et ereane 60
Figura 6. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- HMA). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. 2016..........ccccccevveveevieiieieciennen, 60

Figura 7. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum (+
AMF). La Paz, BCS, México. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.
0 TSSOSO 66
Figura 8. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C.......c.ccoveveveiiieiiiie e 66


file:///C:/Users/Estudiante.PC19922/Desktop/VERSIÓN%20FINAL%20TESIS-YUNEISY.0512.docx%23_Toc531770278
file:///C:/Users/Estudiante.PC19922/Desktop/VERSIÓN%20FINAL%20TESIS-YUNEISY.0512.docx%23_Toc531770278
file:///C:/Users/Estudiante.PC19922/Desktop/VERSIÓN%20FINAL%20TESIS-YUNEISY.0512.docx%23_Toc531770278

Abreviaturas

CIBNOR Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C.
SEMARNAT Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
USA United States of America

CE Conducividad elétrica

ISTA International Seed Testing Association
HMA Hongo Micorrizicos Arbusculares
NaCl Cloruro de sodio

m Metro

mM Milimoles

Na Sodio

Cl Cloro

K Potasio

Ca Calcio

Mg Magnesio

Cu Cobre

Mo Moligdeno

B Boro

N Nitrogeno

CO, Dioxido de carbono

mg Miligramos

cm Centimetros

mg/g Miligramos por gramo

ROS Especies reactivas de oxigeno

mg/kg Miligramo por kilogramo

NO Oxido nitrico

ABA Acido absicico

mm Milimetro

mL Mililitros

Ca4H28Ng014S4 AzUl de tripano

MO Materia organica

°C

Grado celsius



1. INTRODUCCION

En la naturaleza las plantas se encuentran expuestas a diversas condiciones de estrés que
retardan su desarrollo y disminuyen su rendimiento. Uno de los problemas agricolas mas
extendidos es la acumulacion de sales en la superficie del suelo (Das et al., 2015; Setter et
al., 2016). Se estima que mas de 800 millones de ha en el mundo estan siendo afectadas, lo
que representa una pérdida de mas de 12 mil millones de dolares anuales (Khalig et al.,
2014). Actualmente mas de 74% de los suelos dedicados a la agricultura a nivel mundial
presenta problemas de salinidad (Argentel et al., 2017). En México, el proceso de
salinizacion afecta el 13 % de la tierra irrigada de su territorio (SEMARNAT, 2010) y la
distribucion y extension de los suelos con problemas de salinidad, es mas frecuente en las
zonas aridas, donde el agua presenta concentraciones de sales minerales altas, produciendo
como consecuencia un deterioro progresivo de los suelos, repercutiendo en una
disminucion de la productividad y en la calidad de sus cosechas (Orosco-Alcala et al.,
2018). Algunas alternativas a utilizar para contrarrestar los efectos perjudiciales que causan
estas sales, lo constituye el uso de inoculantes a partir de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) (zZhu et al., 2012). La utilizacion de estos hongos debe considerarse en el disefio de
cualquier sistema de produccion agricola, ya que, ademas de ser componentes inseparables
de los agroecosistemas, realizan diversas e importantes funciones en su asociacion con las
plantas. Entre ellas se destacan un aprovechamiento mas eficiente de los nutrientes en la
zona radical a partir de un aumento en el volumen de suelo explorado, mayor resistencia a
las tdxinas, incremento de la translocacion y solubilizacion de elementos esenciales,
aumento de la tolerancia a condiciones abidticas adversas (sequia, salinidad, etc.) (Evelin et
al., 2013). La inoculacién de las plantas con estos hongos micorrizicos provoca, de manera
general, un incremento en los procesos de absorcion y translocacion de nutrientes tales
como P*3, N*, Ca™?, Mg*™?, zn*?, cu™, Mo* y B*® que son de vital importancia para las
plantas (Viera et al., 2017). Los HMA son enddéfitos que representan un papel importante
en la tolerancia de las plantas a suelos salinos. La interaccion entre los HMA vy las plantas
incrementan la sintesis de compuestos osmoprotectores como prolina (Ouledali et al.,

2018), incrementa la extension del sistema radical, mejora el aporte de nutrimentos y agua



del suelo hacia las plantas (lldermaro et al., 2017). Los HMA se consideran biomejoradores
importantes para suelos salinos; esta documentado que la colonizacion micorrizica
arbuscular mejora el crecimiento y vigor de la planta, mitiga el dafio de las plantas
hospederas causada por la salinizacion del suelo (Di-Barbaro et al., 2017). Cuando las
plantas se asocian en relacion simbiotica con los HMA, ocurren cambios morfoldgicos,
nutricionales y cambios fisiologicos que aumentan la tolerancia de las plantas al estrés
abiotico (Wu et al., 2010a).

Por otro lado, la albahaca (Ocimum basilicum L.) es una especie cultivada altamente
rentable con una demanda alta para la industria farmacéutica, la cosmética y perfumeria, lo
que representa una fuente de ingresos para los productores de esta especie aromatica
(Moncayo Lujan et al., 2015). Entre las limitantes del cultivo esta su establecimiento en
zonas donde la salinidad de los suelos es alta (Batista-Sanchez et al., 2015). Las variedades
que se cultivan en el Estado de Baja California Sur, aunque son comercializadas hacia el
mercado nacional e internacional, presentan una sensibilidad alta a la salinidad (Reyes-
Perez et al., 2013b). La importancia de las micorrizas ha sido ampliamente estudiada por
Elhindi et al. (2017); Hashem et al. (2015); Khalil (2013); Posada et al. (2012); Sinclair et
al. (2014), especialmente lo relacionado con promover el crecimiento de algunas plantas y
su tolerancia a la salinidad mediante diversos mecanismos que favorecen la adquisicién de
nutrientes, la produccion de hormonas de crecimiento vegetal, el desarrollo de la rizosfera,
e incluso las condiciones del suelo. Sin embargo, no existe un estudio sobre el efecto de la
inoculacion de HMA especie Rhizophagus fasciculatum en albahaca en condiciones de
estrés salino. Los beneficios que presenta este enddfito deben considerarses de importancia

en estudios donde se evalué su efecto en plantas cultivadas en condiciones de estrés salino.



2. ANTECEDENTES

2.1 La salinidad como problema a nivel mundial
Entre las condiciones adversas de los sistemas agricolas, la salinidad es el factor que més

influye en el establecimiento de las poblaciones humanas y existen registros historicos de
migraciones provocadas por la salinizacion del suelo cultivable (Wicke et al., 2011). Las
plantas cultivadas en condiciones de salinidad disminuyen su capacidad para absorber agua,
presentan un desbalance nutricional, toxicidad, cambios fisioldgicos y una reduccion en el
crecimiento, entre otros (Mata-Fernandez et al., 2014).

Por su parte, Carillo et al. (2011) coinciden que la salinidad es un problema para la
agricultura, fundamentalmente para las regiones aridas y semiéridas, con un contenido alto
de salinidad en el suelo y precipitaciones insuficientes para su lixiviacion.

La salinidad es un tema que se estudia desde hace muchos afios; sin embargo, cuando se
realizan busquedas en revistas de alto impacto como Science (Tester y Langridge, 2010),
Nature (Schroeder et al., 2013), Environmental and Experimental Botany (Yeduguri et al.,
2016) y Frontier in Plant Science (Bindumadhava et al., 2016), se encuentran articulos
recientes que estudian el efecto de la salinidad en los cultivos, porque cada dia son mas las
areas afectadas por sales lo cual se convierte en un indicador importante a evaluar por los
investigadores y es un reto la busqueda de alternativas ecoldgicas que ayuden a mitigar los
dafios que causa el estrés por salinidad en las especies cultivadas.

2.2 Origen de la salinidad de los suelos
El origen de la salinidad se explica por dos vias, la primera es natural, ya sea por la cercania

y la altura sobre el nivel del mar, la intemperizacién y la existencia de sales también son
causas primarias de salinidad que se agudizan en condiciones heterogéneas de
microtopografia y las propiedades fisico-quimicas del perfil del suelo, como son la textura,
la estructura, la porosidad, la permeabilidad, la capacidad de retencion de humedad y de
intercambio catidnico tienen un papel importante (Smith, 2007). En regiones aridas y
semiaridas esta situacién es predominante, incluso, en areas con promedios anuales altos de

precipitacion, como en los climas trépicos secos y templados secos, la presencia de
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periodos secos mas largos, condiciona la ocurrencia de procesos de salinizacion
(Manchanda y Garg, 2008).

Ademas de las condiciones climaticas adversas, se deben considerar otros factores en la
ocurrencia de salinidad, como son las aguas salinas subterraneas, las tierras bajas cercanas a
las costas, los pantanos y las lagunas litorales, asi como las areas cercanas a minas y
bovedas salinas. La segunda causa es el resultado de las précticas agricolas incorrectas del
suelo y el mal manejo del agua para el riego, lo cual permite la movilidad de las sales
dentro del suelo y el transporte de las mismas a nuevos sitios. Esto es conocido como
proceso de salinidad antréfica o secundaria convirtiéndose la salinizacion de los suelos en

una consecuencia del desarrollo de la sociedad humana (Porcel et al., 2012).

2.3 Efectos de la salinidad en la fisiologia de las plantas
La salinidad afecta cada aspecto de la fisiologia de la planta y su metabolismo. La

concentracion alta de sales le ocasiona un desequilibrio i6nico y un estrés osmotico. Un
estrés salino alto rompe la homeostasis del potencial hidrico y la distribucion de iones
(Alcaraz-Ariza, 2012). EIl estrés salino rompe la homeostasis ionica de las plantas al
provocar un exceso toxico de sodio (Na*) en el citoplasma y una deficiencia de iones como
el potasio (K*). EI Na" inhibe muchas enzimas y por eso es importante prevenir su entrada
al citoplasma (Alcaraz-Ariza, 2012). Los sistemas enzimaticos de la glucdlisis, ciclo de
Krebs y la fotofosforilacién son especialmente sensibles a las soluciones salinas y como
resultado una disponibilidad menor de energia, adquisicion de nutrientes y una disminucion

de la germinacion de la semilla y del crecimiento de la planta.

El efecto osmotico detectado en suelos salinos consiste en concentraciones altas de sales
que incrementan las fuerzas potenciales que retienen al agua en la solucién del suelo y
dificultan la extraccion del agua por las raices de las plantas. Estas sales se acumulan en la
zona radicular ocasionando perdidas en la produccion debido a la disminucion del
crecimiento, su efecto varia con la etapa fenoldgica de las especies cultivadas, siendo mas
notable en las etapas iniciales del crecimiento ya que al reducir el potencial hidrico de la

solucion del suelo, disminuye la disponibilidad de agua y crea un desequilibrio nutritivo



dada la concentracion elevada de elementos (Na* y CI) que interfieren con la nutricion
mineral y el metabolismo celular (Ben-Amor et al., 2010).

Por otra parte, la toxicidad de las sales, inducen alteraciones en el metabolismo de las
plantas, ocasionando la acumulacion de productos téxicos, afectando su balance energético,
porque al aumentar la presion osmatica de la solucion, sus células presentan una adaptacion
osmotica para absorber agua, incrementando el consumo de energia con un crecimiento
menor (Aiazzi et al., 2005).

Existe otra teoria de la division y el crecimiento celular que indica que se produce un
engrosamiento prematuro de las paredes celulares limitando el crecimiento de forma
irreversible. De igual forma la nutricion se afecta, debido a que un aumento en el pH
dificulta la disponibilidad de los nutrientes y las interacciones provocadas por exceso de
elementos tales como, el calcio, sodio, potasio, cloruros, nitratos y fosfatos. La presencia de
ciertos iones provoca toxicidad debido a la acumulacion que se produce en semillas, tallos
y las hojas. La tolerancia a las sales es una habilidad relativa de las plantas para producir
rendimientos satisfactorios o sostenerse en suelos salinos. La concentracion total de iones
en el agua del suelo, generalmente tiene méas influencia afectando las plantas que en la
composicion precisa de la solucion (Basurto et al., 2008). Con el establecimiento de las
plantas en los suelos, la tierra afectada por salinidad puede explotarse en forma sustentable,
utilizando plantas tolerantes a la salinidad y al riego de pozos con agua salada. Existe una
clasificacion generalizada que agrupa las plantas en haléfitas y no hal6fitas. Las primeras se
refieren a aquellas plantas que poseen mecanismos de tolerancia a la salinidad, aunque su
grado de tolerancia es muy variable, ejemplos de estas son los Rhizophora mangle, ademas,
se incluyen varias especies del género Atriplex y algunos pastos del género Chloris. La
mayoria de las plantas cultivadas, se consideran como no haldfitas, siendo mas tolerantes a
sales la mayoria de este grupo e integra a cereales como la cebada (Hordeum vulgare), el

sorgo (Sorgum bicolor) y el mijo (Pennisetum americanum).

La tolerancia a la salinidad es un fenomeno complejo que involucra cambios morfologicos
y de desarrollo, en estrecha relacion con los principales procesos fisioldgicos y

bioquimicos que se presentan en las plantas (Lamz-Piedra et al., 2013) Entre los


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4292236/#B15

mecanismos que explican la capacidad de las especies vegetales para tolerar el estrés por

sales se encuentran:

El ajuste osmotico, donde las plantas al crecer en condiciones de salinidad
disminuyen su potencial osmético interno para compensar el potencial osmotico
externo y mantener la actividad enzimatica y el transporte del floema, de esta
manera evitan la deshidratacion y la muerte. El ajuste osmético esta ligado a la
sintesis de solutos organicos, como la betaina, glicina-betaina, prolina y sacarosa
y/o a la acumulacion de iones inorganicos y en condiciones de salinidad se ha
encontrado que las especies tolerantes acumulan mas que las no tolerantes
(Bargmann et al., 2009).

La exclusion de iones a nivel radicular y la retencién de iones en las vacuolas de
las raices en crecimiento y en los diferentes 6rganos, que permiten que las plantas
toleren concentraciones celulares o extracelulares muy elevadas. Muchas plantas
responden al estrés salino mediante la exclusion del Na* y/o CI” de las hojas. En tal
sentido, se encuentran correlaciones positivas entre la exclusion del Na* y el CI
(De Boer y Volkov, 2003). Algunas glicofitas tolerantes restringen el movimiento
de iones a los brotes mediante la limitacion de la entrada de iones dentro de la raiz,
evitando asi el riesgo de toxicidad de iones, las halofitas facilmente absorben,
translocan y acumulan los iones en las partes aéreas (Flowers y Colmer, 2008). La
capacidad de exclusion de Na* viene dada por el control del flujo neto de absorcion
de Na*, que resulta del balance entre el flujo unidireccional de entrada y el flujo de
salida al medio, asi como del control de su translocacion a la parte aérea, resultado
de su deposicidn en las vacuolas de las raices o en las células proximales del tallo
evitando su acumulacion en las hojas (Apse y Blumwald, 2007). A nivel radicular,
los mecanismos que controlan la absorcion selectiva de iones y su
compartimentacion intracelular inciden en la tolerancia relativa a la salinidad
(Tester y Davenport, 2003). La absorcion por las raices de iones Na* y CI” provoca
la alteracion de la absorcion y, por tanto, del contenido de otros iones,

particularmente K* y Ca® (Medina-Garcia, 2016) resultando de especial



importancia en la tolerancia a la salinidad, el mantenimiento de la selectividad
entre el K y el Na” en el citoplasma. En muchas especies glicofitas, con indices
altos de K*/Na" en la parte aérea, la liberacion preferente de K* en el xilema o la
reabsorcion de Na* de la savia xilematica, conduce a una mejora en la selectividad
K*/Na". Concretamente, en legumbres, existe un mecanismo de exclusion de Na*
de la parte aérea basado en el intercambio K*/Na" en las células parenquimaticas
del xilema, con apariencia de células de transferencia, a nivel de las partes
proximales del tallo y de la raiz (Demidchik et al., 2010). Este mecanismo de
exclusion de Na* de las hojas confiere tolerancia a una salinidad de intensidad y
duracién moderada, ya que las capacidades de almacenamiento de estas células son
rapidamente saturadas. Para evitar la acumulacion excesiva de sales en tejidos
fotosintéticos, algunas plantas acumulan diferencialmente el NaCl en determinadas
zonas de la hoja o en hojas maduras o lo recirculan en direccion a las raices
(Alcézar et al., 2010).

Otras plantas a través de la suculencia desarrollan habilidades para incrementar los
compartimentos celulares de las hojas y retener concentraciones altas de sales en
las vacuolas. Las plantas tolerantes a la salinidad son mas capaces de regular la
toma y translocacion de iones, previendo de esta forma la acumulacion alta de Na*
y CI" en las hojas (Ahmed et al., 2013).

La eliminacion del exceso de sales, directamente a través de glandulas o estructuras
especializadas como los cabellos vesiculares. Algunas especies de plantas
desarrollan estructuras especiales como glandulas y cabellos vesiculares que
permiten la eliminacion del exceso de sales y mantener el equilibrio i6nico-
osmotico del citoplasma y un buen funcionamiento en la permeabilidad de las
membranas (Ahmed et al., 2013). Las plantas son capaces de tolerar el estrés salino
a traves de la eliminacion de sales, mediante la regulacion de la caida de sus hojas y
en casos extremos de sus frutos. De hecho, en la evolucion de los mecanismos de
tolerancia en las plantas al estrés, se observa la existencia de grados de tolerancia

muy diferentes, tanto desde el punto de vista de los mecanismos como de la



amplitud y distribucién entre las diversas especies e incluso variedades o ecotipos
dentro de una misma especie.

= La capacidad de reparacion del dafio de secuestrar ROS y de proteger estructuras
celulares sensibles mediante el incremento de la sintesis de proteinas con funcién
antioxidante. En general, la complejidad en el grado de tolerancia y en el modelo de
respuesta de las plantas al estrés salino, evidencian la diversidad de estrategias que

desarrollan las plantas a través de su curso evolutivo (Tarchoune et al., 2013).

2.4 Efecto de la salinidad en el desarrollo de los cultivos
El dafio causado por la salinidad al vegetal puede ser osmético, toxico o nutricional

(Morales et al., 2010). Los efectos mas comunes son: a) Induccion de estrés hidrico; b)
toxicidad ionica especifica, debido la concentracion alta de sodio y cloro; c) desbalance
nutricional, debido a los niveles altos de sodio y cloro que reducen la captacion de K © NO
" PO 4% d) Incremento de la produccién de especies reactivas de oxigeno que dafian las
macromoléculas (Lamz-Piedra et al., 2013).

Abdel-Latef y Chaoxing (2014) mencionan que el efecto evidente ante el estrés salino es la
reduccion en la capacidad de absorcién de agua que se manifesta en la reduccién de
expansion foliar y perdida de turgencia, es decir una célula vegetal expuesta a un medio
salino equilibra su potencial hidrico perdiendo agua, lo que produce la disminucién del
potencial osmotico y del de turgencia. Esta situacion genera sefiales quimicas (aumenta el
calibre intracelular, sintesis de ABA entre otras) que desempefian respuestas adaptativas,
aparentemente los cambios anatdmicos son respuestas morfogenéticas de la planta para
contrarrestar los efectos negativos de las sales, cambios que pueden ser importantes en la
eficiencia del uso del agua y la tolerancia de la planta al estrés salino (Horie et al., 2012).
La toxicidad metabdlica del Na* se asocia con perturbaciones en la membrana celular y
con la competencia por los sitios de enlace del K* esencial para el metabolismo. Una
concentracion alta de Na* desplaza los iones de Ca** de los sitios de enlace de la
membrana celular de la raiz y altera su permeabilidad, lo que causa una salida de K* de las

células y favorece la entrada de Na* (Porcel et al., 2012).



El CI" por su parte, aun cuando es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas,
causa toxicidad cuando su concentracion en el tejido vegetal es excesiva. Las
concentraciones altas de CI" producen quemaduras en las hojas disminuye la fotosintesis e
inhibe la absorcion de nitratos (Zuccarini y Okurowska, 2008).

La problemética que genera el estrés salino muestra dificultades impuesta por la mayor
osmoregularidad del suelo y el dafio celular infligido por la excesiva acumulacién de iones

en los tejidos de las plantas (Reyes-Pérez et al., 2013a).

2.5 Hongos micorrizicos arbusculares
El vocablo micorriza que significa literalmente “raiz fungosa”, describe la relacion

simbiotica con los sistemas radiculares (Mirabal et al., 2008). Los hongos endomicorrizicos
o arbusculares penetran, sin afectar, a las células de la raiz estableciendo una membrana
para el intercambio de nutrientes. Los hongos micorrizicos arbusculares detentan un gran
potencial como bioprotectores (Deepika et al., 2008). Existen reportes en donde se
mencionan los beneficios que esta simbiosis aporta a la planta hospedera, dentro de los
cuales destacan: a) EI HMA tiene prolongaciones conocidas como hifas que penetran al
interior de las raices del huésped. Lo anterior conforma una interfase entre el suelo y la
planta que favorece la absorcion de nutrientes desde la solucion del suelo, hasta el interior
de las raices (Jurkiewics et al., 2010); b) Los HMA incrementan el area de contacto de la
raiz con el suelo, asegurando la continuidad entre la superficie absorbente radicular y la
solucién del suelo. De esta manera se optimiza la interaccién del suelo con las raices
(Jurkiewics et al., 2010).

Las micorrizas se clasifican en base a su estructura, morfologia y modo de infeccion en tres
tipos principales, ectomicorrizas, ectendomicorriza y endomicorrizas. Este Gltimo se divide
a su vez en varios subtipos, ericoides, orquidaceas y las arbusculares, que son las mas
comunes (Mirabal et al., 2008). Las micorrizas arbusculares (MA) pertenecen al orden
Glomales. El suborden Glominaceae tiene cuatro familias: Glomaceae, que comprende los
géneros Glomus y Sclerocystis; Acaulosporaceae, que incluye dos géneros, Acaulospora y
Entrophospora; Paraglomaceae con los géneros Paraglomus y Archaesporaceae y
Gigasporaceae, la que a su vez incluye los géneros Scutellospora y Gigaspora (Redecker et
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al., 2013).

La importancia de los hongos micorrizicos no estriba sélo en que representan la fraccion
mayor de la biomasa del suelo (Sosa et al., 2006). Su funcién radica en que su micelio
abundante, intra y extraradical, constituye un enlace o puente entre las plantas y el suelo
(Gutjahr et al., 2012; Harrison, 2012).

Cuando se forma la simbiosis micorrizica, se alteran la fisiologia y exudacion de radicales,
lo que a su vez cambia la poblacién microbiana circundante. Esto ha dado lugar a redefinir
la rizésfera, zona de influencia directa de las raices en la biologia del suelo, como
micorrizosfera (Evelin et al., 2012). Ademas, el micelio extraradical, que en si mismo es un
sustrato alimenticio para otros microorganismos, puede extenderse y explorar mayor
volumen de suelo (Nadal y Paszkowski, 2013) transfiriendo asi compuestos de carbono y
ampliando la esfera de influencia de la biota rizosférica a mayor distancia. Desde esta
Optica, la micorriza no s6lo contribuye a la nutricion de la planta, puesto que explora un
volumen de suelo mayor que el de la raiz sola, sino también a la nutricion del suelo (Nadal
y Paszkowski, 2013) por cuanto incrementa la actividad microbiana.

Son mudltiples y variados los efectos benéficos que se le atribuyen a los HMA, los que
poseen aspectos que van desde los nutricionales y del desarrollo vegetativo hasta los
relacionados con la proteccion de las plantas, no todos estudiados de las misma forma, ni
logrando la uniformidad de criterio entre los investigadores, dado esto por la existencia de
interacciones multiples entre los HMA, las plantas, el suelo, la microflora, la microfauna y
el ambiente circundante (Xiao et al., 2010).

Segln Rivera (2003) en la penetracion y distribucion del hongo en las raices ocurren
modificaciones fisioldgicas tales como:

» Incremento de la actividad nuclear de la masa citoplasmatica y del grado de
vacuolacion de las células corticales y generacion de nuevos organelos.

= Aumento de la diferenciacién de los tejidos vasculares.

= Aumento de la tasa fotosintética.

» Incremento de la sintesis de proteinas, clorofila, sustancias de crecimiento y

metabolitos secundarios.
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= Activacion de los sistemas enzimaticos.

= Favorecimiento de la absorcion, traslocacion de nutrientes y agua.

= El establecimiento del hongo representa un drenaje neto de fotosintatos desde la parte
aérea hasta la zona radical, donde, de la parte que toma el simbionte, la mayoria se
utiliza para producir energia metabdlica, lo que asegura a traves de esta via su
mantenimiento y desarrollo, y el resto se moviliza en forma de azlcares y lipidos

dentro de la masa fangica intra y extrarradical (Smith y Read, 2009).

2.6 Fisiologia de la simbiosis micorrizica arbuscular
Los HMA establecen una asociacion mutualista con las raices de las plantas formando las

micorrizas arbusculares. En esta asociacion, el hongo ofrece un beneficio a su huésped a
cambio de recibir otro, es decir, existe un beneficio mutuo producto de un intercambio
bidireccional ‘“hongo-planta”. La planta suministra al hongo fuentes de carbono
procedentes de la fotosintesis (proceso que el hongo no puede realizar) y le brinda
proteccién, mientras que el hongo le facilita a la planta la absorcion de agua y nutrimentos
como fésforo y nitrogeno, recursos del suelo que en condiciones extremas la planta

dificilmente obtendria eficientemente sin la ayuda del hongo (Xie et al., 2014).

Los HMA se caracterizan por desarrollar una estructura en forma de un diminuto arbolillo
en las células del parénquima radical, estructura llamada “arblsculo” que es el sitio de
intercambio entre la planta y el hongo. Ademas, el sistema micorrizico esta formado por un
conjunto de hifas (micelio) que estdn conectadas con el tejido de la raiz y que salen de ella
ramificandose en el suelo. El micelio que se encuentra en el suelo forma una red de hifas
capaces de interconectar a las raices de plantas y de permitir el flujo de agua y nutrimentos

entre las raices de éstas (Hajiboland et al., 2010).

La colonizacion de ecosistemas terrestres por parte de las plantas, se debe en gran parte a la
asociacion de estas con HMA, siendo la colonizacion espacial, el beneficio al hospedero y
la tolerancia ambiental, la explicacion de su importancia en ecosistemas naturales y su

distribucion amplia en todo el planeta (Bonfante y Genre, 2008).
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El hongo inicialmente crece en medio de las células corticales, pero rapidamente penetra en
la pared celular de la célula hospedera, creciendo con ella. A medida que se presenta este
crecimiento, la membrana celular de la célula hospedera sufre una invaginacion que
envuelve al hongo, creando un compartimiento apoplastico, alli se acumula material de alta
complejidad molecular. Esta invaginacién impide el contacto directo del citoplasma de la
célula del hongo con el de la célula de la planta y permite una zona de intercambio de

nutrientes, muy eficiente entre los simbiontes (Rivera, 2013).

Las hifas, estructuras de colonizacion de los HMA con caracteristicas colonizadoras e
infectivas (intraradicales) o exploradoras y de absorcion de nutrientes (extraradicales)
emergen de la raiz y se extienden en el suelo varios centimetros, incluso metros, generando

micelio externo como sistema de absorcion de nutrientes y agua (Wang et al., 2010).

Los compuestos exudados por las raices de las plantas (flavonoides, auxinas, strigolactona)
permiten el reconocimiento de la micorriza, estimulando la germinacién de esporas y el
crecimiento y ramificacion de las hifas (Akiyama et al., 2005). Esto implica que la
diversidad de las plantas y su edad (especialmente en cultivos perennes y semiperennes)
desempefian un papel importante en las comunidades de micorrizas en suelo, siendo
remplazadas las especies de micorrizas segun el estado fenoldgico del cultivo (Arriagada et
al., 2010).

La posibilidad que las micorrizas sean heterocariotes, incluye que estos nlcleos estén o no
presentes en las nuevas generaciones de esporas, lo que implica que cada generacién se
constituye como un individuo genéticamente diferente a sus parentales, lo cual tiene gran
influencia en la simbiosis y eficiencia de la asociacion que se establece con las plantas
(Hijri y Sanders, 2005). Igualmente, al presentar hifas aseptadas hay alta probabilidad de
que estos nucleos puedan moverse a través de ellas (Sanders y Croll, 2010). Esta expresion
génica es observada en los genes del micelio intra y extrarradical de modo diferenciado,
como respuesta inicial al dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) siendo
posiblemente el primer aporte de la simbiosis planta hongo (Hildebrandt et al., 2007).
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Otro efecto benéfico de la tolerancia a los diferentes tipos de estrés (salino) a través del uso
de HMA, es el aumento y proliferacion de raices de tipo secundario (raicillas) con las
cuales la planta simbionte, aumenta el area superficial de exploracion lo que le permite
mayor captacion de elementos importante para el desarrollo fisiologico de las plantas ain

en estas condiciones (Smith et al., 2010).

2.7 Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares en condiciones de salinidad
Los HMA tienen la habilidad de proteger a las plantas del estrés provocado por la salinidad,

pero los mecanismos que ocurren no estdn muy claros. No obstante, los pocos datos
disponibles indican que estos hongos tienen el potencial de aumentar los beneficios
derivados de los cultivos tolerantes a las sales cuando se seleccionan y combinan
adecuadamente (Medina-Garcia et al., 2016). Es conocida su existencia en ambientes
salinos, donde mejoran precozmente el crecimiento de plantas tolerantes a la salinidad
(Medina-Garcia et al., 2016). Se considera que, en suelos salinos, los HMA mejoran el
suministro de nutrientes minerales a las plantas, (Martin y Rivera, 2015). Adicionalmente a
la mejora nutricional, los HMA benefician procesos fisiol6gicos como la capacidad de
absorcion de agua por las plantas, al incrementar la conductividad hidraulica de las raices y
favorecer la adaptacion del balance osmotico y la composicion de carbohidratos, de esta
manera, estos hongos atentan los efectos adversos del exceso de sal acumulada en las
raices (Medina-Garcia et al., 2016).

2.8 Los HMA como osmoprotectores en plantas en condiciones de estrés salino
En todos los ecosistemas, principalmente en los aridos y semiaridos, la salinidad de los

suelos se convierte en una limitante para el desarrollo de las plantas, debido a estas
condiciones las plantas deben ajustar sus procesos fisiologicos para contrarrestar dicho
estrés, como la produccion de compuestos osmoprotectores como prolina, glicina betaina y
glutation y osmosensores como el &cido abscisico, que regulan procesos como la apertura
de estomas y el incremento en la tasa de fijacion de oxigeno mediante fotorrespiracion para
mantener la proporcidon necesaria de ATP/NADPH en el ciclo de reduccion del carbono

fotosintético (Yokota et al., 2006). La simbiosis micorrizica arbuscular estimula cada uno
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de los mecanismos fisioldgicos de las plantas para hacer frente al estrés salino (Ruiz-
Lozano et al, 2012) con relacion a las plantas no micorrizadas.

La inoculacion con HMA en las plantas favorece la acumulacion de prolina y otros solutos
organicos (Aggarwal et al., 2012), al mantener relaciones mas favorables K*/Na*, aumentar
el transporte de agua de la raiz (Aroca et al., 2012) y mejorar la capacidad antioxidante
(Ruiz-Lozano et al, 2012). Los HMA no solamente favorecen la asimilacion de
nutrimentos, sino también la adquisicion de agua en diversas especies vegetales. Por
ejemplo, el desarrollo del micelio externo del HMA en el suelo mejora la absorcion de agua
por la planta (lldermaro et al., 2017) y la presencia de HMA disminuye la peroxidacién de
lipidos, aumentando las relaciones K*/Na* y de Ca?*/Na* e incrementa la produccién de
glicina betaina y prolina (Garg y Manchanda, 2009). La interaccion entre los HMA vy las
plantas incrementan la sintesis de compuestos osmoprotectores (aminoacidos, azUcares,
polialcoholes, entre otros), (Smith et al., 2010). La prolina es un aminoacido que se
encuentra en cantidades pequefias en las plantas cuando estas crecen en condiciones
Optimas. En condiciones de estrés, se reporta que el contenido de prolina aumenta para
actuar como un agente osmotico, protegiendo a la planta de la deshidratacién. Muchas
especies de planta acumulan prolina libre en respuesta a la salinidad cuando son inoculadas
con HMA (Tajdoost et al., 2012). La prolina participa en multiples roles en la tolerancia de
las plantas al estrés, actuando como un mediador del ajuste osmético, estabilizador de
proteinas y membranas, inductor de genes relacionados a estrés osmotico fuente de carbono
y nitrégeno facilmente disponible en la rehidratacion celular, fuente de equivalentes de
reduccion (del catabolismo de prolina) para sostener la fosforilacion oxidativa y la
generacion de ATP durante la recuperacion del estrés, ademas, ayuda al control de la
acidosis del citosol y puede mantener la relacion NADH/NAD(x) a valores compatibles con
el metabolismo en la detoxificacion del exceso de NH** ayuda a las células a superar la

tension oxidativa (cosechador de especies reactivas de oxigeno) (Sharma et al., 2012).

2.9 Algunos resultados experimentales obtenidos con la inoculacién con HMA
Qiang-Sheng et al. (2010) realizaron un estudio para determinar el efecto de micorrizas

arbusculares (AM) especies Glomus mosseae y Paraglomus occultum en condiciones de

estrés salino por NaCl (0 y 100 mM). Las variables evaluadas fueron, fotosintesis, diametro
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del tallo, longitud de la raiz, biomasa total, transpiracion y conductancia estomatica en
plantas de citricos (mandarina Citrus Hort. ex Tanaka) en semillero. Las plantulas de
ochenta y cinco dias de edad se expusieron a concentraciones de 100 mM de NaCl durante
60 dias para inducir estrés salino. La colonizacion micorrizica de las plantulas de semillero
de citricos no fue afectada por la salinidad cuando se asocia con P. occultum, pero
disminuyd significativamente cuando se inocul6 con G. mosseae. Sin embargo, cuando se
compard el resultado de las plantas inoculadas con la no inoculadas (Control) se observo
que las plantulas inoculadas generalmente tenian mayor altura de planta, diametro del tallo,
longitud de la raiz, biomasa total, la tasa de fotosintética, transpiracién y conductancia
estomatica en condiciones de 0 y 100 mM de NaCl resultando ser eficiente el uso de
indculos micorrizicos para mitigar el estrés salino por NaCl en citrico.

Anaya et al. (2011) realizaron un experimento evaluar el efecto de la aplicacion de fuentes
y dosis de fertilizacién fosférica en presencia o no de micorrizas arbusculares en el
desarrollo del cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) en un suelo ferrasol, al
emplear diferentes fuentes de fosforo (superfosfato simple y fosfato de sodio) y tres dosis
de fertilizantes fosférico (0, 30 y 60 kg P,Os. ha™) con las especies micorrizicas Glomus
manihotis y Glomus fasciculatum. Los resultados mostraron que hubo un efecto mayor en
la aplicacion de las distintas dosis de fertilizantes, al aumentar la respuesta de la produccion
a medida que estas se incrementan. Este efecto se vio potenciado con la aplicacion de la

especie Glomus fasciculatum, al encontrar incrementos en el rendimiento de hasta 25 %.

En un estudio desarrollado por Harris et al. (2011) evaluaron el efecto de un in6culo mixto
y un consorcio de siete especies de HMA nativas del Desierto Sonorense asociados con
Cucurbita pepo var. Pepo cultivado en sequia, asi como salinidad alta y baja. La respuesta
de estos indculos se compard con un HMA procedente de una region templada y el testigo.
Los resultados mostraron que las variables evaluadas, peso seco del vastago y raiz,
porcentaje de humedad foliar, potencial hidrico y osmético, porcentaje de colonizacion
radicular incrementaron con el indculo mixto de HMA de cepas nativas en el cual

disminuya el estrés fisiologico en C. pepo var. pepo causado por la sequia y la salinidad.
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Navarro et al. (2012) realizaron un estudio con el objetivo investigar el efecto de diferentes
valores de conductividad eléctrica (CE) (1, 3 y 6 dS m™) del agua de riego sobre las
variables, crecimiento, calidad de las plantas y absorcion de iones en plantas de clavel en
maceta inoculadas con diferentes cepas de HMA de las especies Glomus intraradices, Gl y
GlII, que crecieron en un sustrato comercial (turba). La colonizacién de micorrizas méas alto
fue de 26% Yy se alcanzo en plantas inoculadas con Glll y regadas con agua fresca, mientras
que, con el aumento de la salinidad en el agua de riego, ambas especies demostraron menos
éxito en la colonizacion micorrizica. Los resultados expresan que la tolerancia a la sal en
clavel se incrementa cuando las raices fueron colonizadas por G. intraradices. Un efecto
benéfico se presento en las variables de crecimiento de las plantas, nimero y tamafio de las
flores, hojas y flores de color, resultando ser muy efectivo el uso de micorrizas para mitigar
el estrés salino por NaCl.

Blanco y Salas et al. (2012) obtuvieron en plantaciones de cebolla (Allium cepa L.), 560 kg
ha® adicionales en las plantas tratadas con HMA contra el tratamiento convencional de

produccién empleado por el agricultor.

Estudios desarrollados por Mujica y Fuentes (2012) para determinar el efecto de la
inoculacion con HMA en tomate (Solanum lycopersicum L.) en condiciones de estrés salino
utilizaron la especie Glomus cubense. Se observo que para altura de la planta (cm), nimero
de flores, nimero de frutos y rendimiento (t ha™) hubo mayor resultado en ambas formas de
inoculacion de HMA. Se obtuvo un aumento en el rendimiento del cultivo en funcién de la
época establecida, lo que comprueba que el uso de los HMA en formulacion sélida y
liquida beneficia la siembra del cultivo del tomate alin cuando esta se realiz6 fuera de época

y en condiciones de estrés por salinidad.

La inoculacion con hongos micorrizicos constituye una tecnologia que favorece el
trasplante y el desarrollo posterior de los cultivos y aporta un nivel de proteccion frente a
condiciones adversas. Estos factores redundan en la proteccién del medio productivo y la
conservacion de los recursos naturales porque se reduce el aporte de insumos quimicos,
fertilizantes o productos fitosanitarios. La micorrizacion es un factor esencial para la

fertilidad del suelo. La inoculacion artificial con hongos seleccionados tiene un significado
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especial en cultivos con un alto valor econémico y en practicas viveristas intensivas
(Rivera, 2013).

Estudios realizados por Khalil (2013) con el objetivo evaluar la eficiencia de los hongos
micorrizicos arbusculares especie Rhizophagus intraradices en tres portainjertos de Vitis en
estrés salino, utilizaron tres patrones de Vitis, Dogridge, 1103 Paulsen y armonia, se
regaron con tres concentraciones de NaCl (0.65, 1.56 y 4.68 dS m™). Las variables
evaluadas fueron, altura de planta, didmetro del tallo, area foliar, nimero de hojas
totales/planta y el peso seco total. Las plantas inoculadas con HMA mostraron incremento
significativamente mayor en el crecimiento en comparacion con las plantas no inoculadas.
Al aumentar el nivel de salinidad la tendencia fue aumentar la acumulacién de prolina y las
concentraciones de N*, Na* y CI" en las hojas, mientras que el contenido de clorofila,
hidratos de carbono totales y la concentracion de P* y K* disminuyeron. Por el contrario,
las plantas que se inocularon con HMA aumentaron los niveles en el contenido de clorofila,
prolina, hidratos de carbono totales y las concentraciones P* y K* en las hojas con valores
significativos con respecto a las plantas no inoculadas.

Aroca et al. (2013) evaluaron el efecto de la salinidad en la colonizacion de las raices, el
rendimiento y produccion de plantas de lechuga inoculadas con HMA especie Glomus
intraradices, valoraron utilizaron tres concentraciones de NaCl (0, 40 y 80 mM de NaCl) y
se valoraron las variables, biomasa vegetal, conductancia estomatica, eficiencia
fotosintética, asi como el contenido de ABA y produccién estrigolactona. También se
analizo la expresion de genes de la biosintesis de ABA. Las plantas inoculadas con HMA
mostraron mayor tasa de crecimiento, parametros fisioldgicos superior tales como la
conductancia estomatica y la eficiencia fotosintética que las plantas no micorrizadas en
estrés salino desde etapas muy tempranas. Por otra parte, los niveles de ABA fueron mas
bajos en esas plantas, 1o que sugiere que estaban menos estresadas que las plantas no
colonizadas, también se muestra que tanto la simbiosis micorrizica como la salinidad
influyen sobre la produccion de estrigolactona.

Sinclair et al. (2014) realizaron un estudio para determinar el efecto de los hongos

micorrizicos arbusculares especies Funneliformis caledonius, Funneliformis mosseae y
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Rhizophagus irregularis en la fresa (Fragaria ananassa Duch) cultivares Albion, Charlotte
y Marina, en cuatro concentraciones de NaCl. Los resultados muestran que la biomasa
vegetal disminuy6 con el aumento de la salinidad. Los cultivares respondieron de manera
diferente tanto a la inoculacion con HMA como a la salinidad. Marina resulté ser la mas
tolerante a la salinidad que los otros cultivares. Los tratamientos inoculados con HMA
mostraron incremento en el crecimiento de las plantas y tolerancia al NaCl. La mezcla de
dos especies de HMA aumentd la longitud de la raiz, la biomasa en un grado superior a
cada especie solo en salinidad baja (0-50 mM) pero redujo la calidad del fruto. En los
niveles mas altos (100 y 200 mM de NaCl), la especie Rhizophagus irregularis mostro ser
efectiva para reducir el estrés salino y aumentar la calidad de la fruta respecto a las otras
especies de HMA.

Estudios realizados por Nelson et al. (2015) en el uso y manejo de HMA y humus de
lombriz en Solanum lycopersicum L en sistema protegido, evaluaron altura de las plantas,
biomasa seca, rendimiento final y la calidad bromatoldgica de los frutos. Los resultados
mostraron que la aplicacion de HMA, fue maés eficiente que el humus de lombriz. La
aplicacion combinada de los HMA y humus de lombriz, mejoraron la calidad
bromatoldgica de los frutos de tomate con respecto a los parametros de sélidos solubles
totales (Brix) y vitamina C.

Estudios realizados por Boyer et al. (2015) sobre el efecto de la inoculacion con dos
especies de HMA (Glomus mosseae y Funneliformis geosporus) en el crecimiento y
tolerancia a la sequia de Fragaria ananassa. Se observé una colonizacion mayor de la raiz
en estrés hidrico, este aumento de la colonizacion se acompafia a menudo con cantidades
reducidas de ADN fungico en la raiz. La especie Glomus mosseae mostré ser mas
abundantes en relacion a Funneliformis geosporus en estrés hidrico. La adicion de inoculos
de HMA en plantas en estrés hidrico incremento el crecimiento en las plantas micorrizadas.
La eficiencia del uso del agua de las plantas fue mayor en el régimen de riego deficitario
controlado (RDC) en las plantas inoculadas con HMA. Este estudio demostré que el
aumento de crecimiento de las plantas influyd directamente por un aumento en la

colonizacion de las raices por HMA cuando se examinaron las plantas individuales.
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Hashem et al. (2015) realizaron un estudio para determinar el efecto de los HMA sobre el
crecimiento, la peroxidacion lipidica, actividad de enzimas antioxidantes y atributos fisico-
bioquimicos clave en caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) con estrés salino. El resultado
mostré mayor resultado en los tratamientos inoculados con HMA mitigando el efecto
negativo de la salinidad sobre los parametros de crecimiento estudiados. La actividad de
enzimas antioxidantes tales como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), peroxidasa (POD) y glutation reductasa (GR) aumentdé con la
inoculacion HMA 'y por lo tanto hubo un estimulo en el sistema de defensa de las plantas.
El contenido de prolina aument6é en plantas en condiciones salinas y micorrizadas. Se
observo un aumento de la absorcion de elementos minerales que tienen impacto directo en
la osmorregulacion de las plantas, siendo evidente el efecto benéfico que reporta este
enddfito en Vigna unguiculata L. Walp.

Estudios desarrollados por Elhindi et al. (2017) en albahaca en condiciones de estrés salino
con 5y 10 dS m™, encontré un incremento en las variables de crecimiento, contenido de
clorofila, intercambio de gases, eficiencia fotosintética, contenido de prolina, uso eficiente
del agua y en la absorcion de nutrientes en las plantas de albahaca micorrizadas con HMA
especie Glomus deserticola lo cual mejor6 la productividad en condiciones de estrés salino.
Wang et al. (2018) evaluaron los efectos de la colonizacidon con dos especies de HMA,
Funneliformis mosseae y Diversispora versiformis, solas y en combinacién, sobre el
crecimiento y la absorcién de nutrientes de Chrysanthemum morifolium en condiciones de
estres por NaCl (0, 50 y 200 mM de NaCl). Las variables evaluadas, longitud de la raiz,
peso seco de brote y raiz, peso seco y la concentracién de N en la raiz fueron mayores en
las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas.

2.10 Cultivo de albahaca
La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una especie con diversos usos en la industria

farmacéutica, cosmética y perfumeria, lo que representa una fuente de ingresos para los
productores de esta especie aromatica. Es originaria de Asia Meridional la cultivan varios
paises como Estados Unidos, México y Espafia, presenta cualidades medicinales,
aromatica, ornamentales y meliferas. La albahaca es una de las especies aromaticas mas

cultivadas y esto se debe a su composicién quimica (metil chavicol, eugenol y linalol) y
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cantidad de aceites esenciales que se encuentran en las hojas y otras partes de la planta
(Ramirez et al., 2013).

En la actualidad se producen alrededor de 42.5 t afio™ de aceites esenciales en el mundo.
Los paises donde se producen los volimenes mayores de este cultivo son, Francia, Espafia,
Italia, Egipto y Mexico, en este ultimo constituye gran importancia para la economia
(Fenech, 2008), con una produccién anual de 1723.61 toneladas y un rendimiento de 7.25 t
ha*, distribuidos en los Estados de Nayarit, Morelos, Puebla, Guerrero, Baja California y
Baja California Sur (BCS), este ultimo reporta producciones mayores en México, con
684.28 toneladas con un rendimiento de 7.98 t ha™ al cierre de 2017 (SIAP, 2018). Es
necesario destacar que debido a las condiciones de suelo y clima en BCS, la produccion ha
disminuido con respecto al cierre del 2016, donde Baja Californa Sur reportd 1763.50

toneladas y un rendimiento de 8.44 t ha™.
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3. JUSTIFICACION

La salinidad es unos de los factores abioticos principales que limita la productividad
agricola debido a que la mayoria de las plantas cultivadas son sensibles a estas condiciones.
El efecto mas comun sobre las plantas es la reduccion del desarrollo debido a una
disminucion del potencial osmotico del medio de crecimiento y en consecuencia de su
potencial hidrico, la toxicidad ionica normalmente asociada con la absorcion excesiva de
Na®, CI" y un desequilibrio nutricional debido a la interferencia de iones salinos con la
absorcion de nutrientes esenciales que requiere la planta. La agricultura actual en las
regiones aridas afronta limitantes que hacen que estos sistemas sean insostenibles, siendo
uno de ellos la salinidad de los suelos o del agua para riego, por lo que es necesario
encontrar alternativas bioldgicas que permitan el establecimiento de cultivos de importancia
econdmica en zonas afectadas por la salinidad. Los hongos micorrizicos se consideran
componentes inherentes de las plantas, actian como agentes atenuantes del estrés salino en
los sistemas agricolas. El estudio de los HMA en la agricultura puede mejorar el uso del
agua, disminuir el uso de fertilizantes, agentes quimicos que contaminan suelos, agua y
aire, asi como también el beneficio que reportan para los suelos y su efecto mitigador del

estrés abidtico que es tan perjudicial para el crecimiento y desarrollo de los cultivos.
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4. HIPOTESIS

Si los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) incrementan la tolerancia al estrés abidtico
en especies vegetales, se espera que la inoculacion de HMA estimule el crecimiento, los
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y la produccion de compuestos osmoprotectores en

plantas de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etunicatum y Rhizophagus fasciculatum) como mitigadores del estrés
abidtico en el crecimiento, mecanismos fisiologicos, bioquimicos y produccion de
sustancias osmoprotectoras en variedades de albahaca (Ocimum basilicum L.) sometidas a

estrés por NaCl.

5.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etunicatum y Rhizophagus fasciculatum como mitigadores del
estrés por NaCl en variedades de albahaca en la etapa de emergencia.

2. Evaluar Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl
en la morfometria, mecanismos fisioldgicos y flangicos de variedades de
albahaca en la etapa de crecimiento inicial vegetativo.

3. Evaluar Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl
en el crecimiento, morfometria, mecanismos fisiolégicos, bioquimicos,
fangicos, produccion de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites
esenciales en variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa

productiva.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Evaluar el efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etunicatum y Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigadores del
estrés por NaCl en variedades de albahaca en la etapa de emergencia

6.1.1 Etapa de emergencia
Se realizaron dos experimentos, utilizando diferentes especies de hongos micorrizicos

arbusculares. Un primer experimento se realiz6 del 15 de mayo al 5 de junio de 2015 y un
segundo experimento del 23 de octubre al 13 de noviembre del 2015 en una estructura de
malla sombra (40% de sombreo, color negro, modelo 20 mesh) en el campo experimental
del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) localizado al
noroeste de la Ciudad de La Paz, Baja California Sur, México, a los 24°08'10.03 LN y
110°25'35.31 LO, a 7 m.s.n.m. La temperatura media, maxima y minima dentro de la
malla sombra durante el periodo de experimentacion fueron, 25.57 + 5.96, 41.40 £ 6.06 y
14.40 £ 5.81 °C, respectivamente, con 57.36 + 16.98% de humedad relativa durante el
primer experimento y para el segundo experimento la temperatura media, maxima y
minima fueron 25.59 + 4.14, 34.7 + 4.12 y 16.9 + 4.11°C, respectivamente, con 69.29 *
13.31% de humedad relativa. Los datos de las variables climatoldgicas que se registraron
en ambos experimentos, se obtuvieron de una estacion meteoroldgica portatil (Vantage
Pro2® Davis Instruments, USA) que se colocé dentro de la estructura de malla sombra. El
sitio experimental tiene un clima del tipo Bw (h’) hw (e) considerado como semidrido, con
vegetacion xerofila (Garcia, 2004). Se utilizaron semillas de albahaca de las variedades
Napoletano, Genovese y Nufar (Vis Seed Company®, Arcadia, Cal., USA) con respuesta
diferencial al estrés por NaCl de acuerdo con Reyes-Pérez et al. (2013a, 2013b, 2013c,
2014). Estas semillas se desinfectaron previamente mediante la inmersion por 5 min en
una solucién de hipoclorito de calcio, conteniendo 5% de cloro activo y posteriormente se
lavaron con agua destilada esterilizada. Con el objetivo de evaluar la calidad de las
semillas de las variedades a evaluar, previo al experimento se realizd6 un ensayo de

germinacion mediante la metodologia propuesta por ISTA (2010). Los experimentos se
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establecieron en un disefio completamente al azar con arreglo factorial con tres factores en
estudio, considerando como factor 1 a las variedades de albahaca (Nufar, Genovese y
Napoletano), el factor 2 fue el estrés por NaCl (0, 50 y 100 mM) y el factor 3 los hongos
micorrizicos arbusculares (0 -control- y 1 g del inéculo de HMA) que contenia las
especies Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum en el primer experimento
y Rhizophagus fasciculatum en el segundo experimento, con cuatro repeticiones de 30
semillas cada una. Las semillas se inocularon al momento de la siembra utilizando el
método de recubrimiento de las semillas propuesto por Fernandez et al. (2000). El
contenido de esporas del consorcio Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum
fue de 50-100 esporas g de sustrato y del inéculo que contenia la especie Rhizophagus
fasciculatum fue de 25-50 esporas g™ de sustrato. Las semillas se sembraron en charolas
de poliestireno de 200 cavidades las cuales contenian sustrato comercial previamente
esterilizado (vermiculita, fabricado en México por la Empresa Termolita® S.A de C.V, con
tamafio medio). Para mantener la humedad del sustrato se irrigé todos los dias con el
tratamiento correspondiente, control (agua destilada) o solucién de NaCl correspondiente.
La aplicacion del NaCl (0, 50 y 100 mM) se realizé desde el momento de la siembra de las

semillas en las charolas.

6.1.1.1 Analisis quimico del sustrato y del in6culo utilizados
Se tomaron muestras del sustrato y del in6culo utilizados y se tamiz6 con malla nimero 10

(2 mm). Se midio el pH y la conductividad eléctrica con una relacién suelo solucion de 1:5
y se utiliz6 un potenciémetro (Hanna® modelo 211, USA) (Jackson, 1958). La
conductividad eléctrica (CE, dS m™) se midié con conductimetro (Hach®, Modelo
Sension5, Loveland, Colorado, USA) (Jackson, 1976). El fésforo asimilable (P**, mg kg™)
se midio del extracto acuoso, con una relacion suelo: solucion 1:5 y se utilizd Multiskan
Acent® (Modelo Labsystems, No. 354, Finland) (Jackson, 1976). El potasio extractable
(K™, mg kg se determin por espectrofotémetro de absorcion atémica de flama (GBC®,
modelo Avanta®, Australia) (Van Loon, 1985). El calcio y magnesio (Ca®*, Mg®")
extractable se midieron por complexometria, método volumétrico por titulacion (valoracion

con EDTA 0.01 N), acorde con Cheng y Bray (1951). El contenido de materia organica
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(M.O. en %) se determin6 por el método de Walkley y Black (NOM-021 SEMARNAT
2000 Método AS-07, 12) utilizando la malla nimero 35 (0.5 mm). El nitrégeno total (N™)
se determiné por el método de Dumas (Leco®, modelo FP-528, USA) utilizando la malla
namero 100 (0.150 mm) (Bremner, 1965).

6.1.1.2 Porcentaje y tasa de emergencia
La tasa de emergencia se registro diariamente y el porcentaje final se determiné a los

catorce dias. La tasa de emergencia se calcul utilizando la ecuacién de Maguire (1962):
M= ni/t; + nolty +.. .ngpltia; (l)

donde ny, na,... n3o son el nimero de semillas germinadas en los tiempos ty, to,... t14 (hasta
los 14 dias) y se consideraron emergidas cuando la plantula rompid y surgié a través de la

superficie del sustrato.

6.1.1.3 Variables morfométricas
Después de 21 dias de aplicar los tratamientos salinos, se eligieron al azar 10 plantulas por

repeticion, de las cuales, cinco plantulas se utilizaron para medir variables morfométricas y
las otras cinco para determinar porcentaje de colonizacion en sus raices. Las variables
morfométricas que se midieron fueron altura de las plantulas (cm), longitud de raiz (cm),
biomasa fresca y seca de parte aérea y de la raiz (g), mismas que se determinaron por el
método destructivo al dividir cada plantula en raiz y parte aérea y pesar cada una por
separado, utilizando una balanza analitica (Mettler® Toledo, AG204, USA). El peso fresco
y seco de parte aérea y raiz se obtuvo al colocar estos tejidos en bolsas de papel e
introducirlas en una estufa de secado (Shel-Lab® FX-5, serie-1000203, USA) a una
temperatura de 70°C por 72 horas hasta obtener peso constante. Posteriormente se pesaron
en balanza analitica (Mettler Toledo®, AG204, USA).

6.1.1.4 Variables fangicas: Contenido de esporas en el indculo y porcentaje de colonizacion
micorrizico

La extraccion de esporas de HMA se desarrollo6 mediante la técnica de tamizado humedo y
decantacion descrita por Gerdemann y Nicolson (1963) en combinacion con la técnica de

flotacion en azlcar de Walker (1997) luego con la ayuda de un microscopio de diseccion se
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procedié al conteo de esporas presente en cada inoculo. Para la evaluacion de la
colonizacion de micorrizas se utilizé la metodologia de Phillips y Hayman (1970) y se
aplico como colorante el azul de tripano (CssH2sNgO14S4). La colonizacion se evaluo
tomando en cuenta la presencia de vesiculas, arbasculos y/o hifas cenociticas (hifas) tipicas
de los HMA.

6.1.1.4 Anélisis estadistico
Se realizaron andlisis de varianza y comparaciones multiples de medias (Tukey HSD

p=0.05). Los valores de porcentaje de emergencia se transformaron mediante arcoseno
(Little y Hills, 1989; Steel y Torrie, 1995) para cumplir con el supuesto de normalidad. Los
andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico Statistica v. 10.0 para
Windows (StatSoft®, Inc., 2011).

6.2 Evaluar el efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés
por NaCl en la morfometria, mecanismos fisioldgicos y fangicos de variedades de
albahaca en la etapa de crecimiento inicial vegetativo

6.2.1 Etapa de crecimiento inicial vegetativo
El experimento se realiz6 durante el periodo comprendido del 23 de agosto (fecha del

trasplante) al 23 de octubre de 2015 en una estructura de malla sombra (malla antiafidos de
color blanco, 30% de sombreo, modelo 55 mesh) debajo de la misma se coloc6é una malla
(color negro, 35 % de sombreo, modelo 20 mesh), con un sombreo total de 54.5%,
estructura ubicada en el campo experimental del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C. (CIBNOR) localizado al noroeste de la Ciudad de La Paz, Baja California
Sur, México, a los 24°08'10.03 LN y 110°25'35.31 LO, a 7 m.s.n.m. Durante el periodo de
experimentacion, las temperaturas promedio, méxima y minima fueron 29, 30 y 20°C,
respectivamente; la humedad relativa promedio fue de 69%, el punto de rocio de 22°C, se
presentd una precipitacion total de 14.6 mm y la radiacion solar promedio fue de 293.3 W
m?. Estas variables se registraron con una estacién meteorolégica portatil (Vantage Pro2
Davis® Instruments, USA) que se colocd dentro de la casa de malla. El sitio experimental
tiene un clima del tipo Bw (h’) hw (e) considerado como semiarido, con vegetacion xerofila

(Garcia, 2004). Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial (3x3x2)
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considerando como factor 1 a las variedades de albahaca (Nufar, Genovese y Napoletano),
factor 2, estrés por NaCl (0, 50 y 100 mM) y factor 3, HMA (control y 10 g del indculo)
con la especie Rhizophagus fasciculatum con cuatro repeticiones de cuatro plantas por
repeticion. Estas semillas se desinfectaron previamente mediante la inmersion por 5 min en
una solucion de hipoclorito de calcio, conteniendo 5% de cloro activo, posteriormente se
lavaron con agua destilada esterilizada. Las semillas se sembraron en charolas de
poliestireno de 50 cavidades, las cuales contenian un sustrato comercial esteril (vermiculita,
fabricado en México por la Empresa Termolita® S.A de C.V, con tamafio medio) segin
etiqueta. La inoculacion se realizd al momento del trasplante utilizando 10 g de indculo por
cada maceta (Rivera et al., 2003). Para mantener la humedad, se aplicé riego todos los dias
con el fin de lograr una emergencia homogénea de las plantulas. El trasplante se realizé
cuando las plantulas lograron una altura promedio de 15 cm, estas se establecieron en
macetas de aproximadamente 1 kg, con el sustrato mencionado anteriormente. En cada
maceta se coloc6 una planta con el fin de asegurar el éxito del trasplante. Una vez
transplantadas se inicid con la aplicacion del riego todos los dias, utilizando agua de la
desaladora la misma presenté una conductividad elétrica (CE) de de 0.35 dS m™ y pH de
6.7 la cual contenia una solucion nutritiva preparada de acuerdo a Samperio (1997) segln
se muestra en la tabla | modificada en el contenido de fosforo acorde con Swift (2002).

Tabla I. Solucion nutritiva a utilizar en el experimento de crecimiento inicial vegetativo
para plantas de albahaca.

Sustancias Cantidad (g5 L™)
Nitrato de Potasio 160
Nitrato de Amonio 30.6
Fosfato Mono amonico 26
Nitrato de Calcio 180.6
Sulfato de Magnesio 126
Sulfato Ferroso 6
Sulfato de Manganeso 1.5
Sulfato de Zinc 0.3
Sulfato de Cobre 0.3
Acido Bérico 0.3

Fuente: Samperio (1997)
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Después de una semana de transplantadas, se inicid con la aplicacion de los tratamientos de
NaCl como se describe a continuacion, el tratamiento 1 consistio de agua de la desaladora
mas la solucién nutritiva, este tratamiento fue de 0 mM de NaCl, mientras que a los
tratamientos 2 y 3 se les aplicaron 25 mM de NaCl, por un periodo de dos dias
consecutivos. Los siguientes dos dias a la aplicacion, el tratamiento 1 mantuvo la
concentracion salina asignada, mientras que al tratamiento 2 y 3 se increment6 a una
concentracion de 50 mM de NaCl. Luego de dos dias de la aplicacion, el tratamiento 2
mantuvo 50 mM de NaCl y el tratamiento 3 se increment6 a 75 mM de NaCl. Posterior a
dos dias de aplicacion, el tratamiento 3 se incrementé a 100 mM de NaCl, continuando
posteriormente cada tratamiento con su aplicacion correspondiente, acorde con la
metodologia propuesta por Murillo-Amador et al. (2007). La cantidad aplicada en cada
riego fue de 250 mL, consiguiendo que la solucion aplicada drenara a través de los orificios
de las macetas y con ello evitar efecto residual del NaCl en el sustrato que pudiera alterar
los tratamientos a base de NaCl. Al momento de la preparacion de cada concentracion de
NaCl, se registro el valor del del pH y de la conductividad eléctrica de cada tratamiento de
NaCl y se registraron de nuevo al obtener una muestra del liquido que dren6 de cada
maceta. Se realizaron dos cosechas a los 20 y 50 dias de aplicacion de los tratamientos de
NaCl, las plantas se trasladaron al laboratorio y se procedid a evaluar variables

correspondientes.

6.2.1.1 Anélisis quimico del sustrato utilizado
Se tomaron muestras del sustrato utilizado, el cual se tamiz6 con malla namero 10 (2 mm).

Se midi6 el pH y la conductividad eléctrica con una relacion suelo, solucion de 1:5, se
utilizé un potenciémetro (Hanna®, modelo 211, USA) (Jackson, 1958). La conductividad
eléctrica (CE, dS m™) se medi6 con conductimetro (Hach®, Modelo Sension5, Loveland,
Colorado, USA) (Jackson, 1976). El fésforo asimilable (P*3, mg kg™) se midié del extracto
acuoso, con una relacion suelo, solucion 1:5 y se utilizé Multiskan Acent® (Modelo
Labsystems, No. 354, Finland) (Jackson, 1976). El potasio extractable (K*, mg kg™) se
determiné por espectrofotémetro de absorcién atémica de flama (GBC®, modelo Avanta,

Australia) (Van Loon, 1985). El calcio y magnesio (Ca?*, Mg?*) extractable se medié por
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complexometria, método volumétrico por titulacion (valoracion con EDTA 0.01 N), acorde
con Cheng y Bray (1951). El contenido de materia organica (M.O, %) se determind por el
método de Walkley y Black (NOM-021 SEMARNAT 2000 Método AS-07, 12) utilizando
la malla nimero 35 (0.5 mm). El nitroégeno total (N*) se determind por el método de Dumas
(Leco®, modelo FP-528, USA) utilizando la malla nimero 100 (0.150 mm) (Bremner,
1965).

6.2.1.2 Variables morfométricas
Las muestras de la primera y segunda cosecha de biomasa, se trasladaron al laboratorio de

Fisiotécnia Vegetal y se determind el rea foliar (cm?) mediante un integrador de rea foliar
(Li-Cor®, modelo-LI-3000A, serie PAM 1701, USA). La biomasa fresca y seca (g) de la
parte aérea se midi6 con una balanza analitica (Mettler Toledo®, modelo AG204,
Switzerland). La biomasa seca se obtuvo colocando hojas y tallos en bolsas de papel que se
introdujeron en una estufa (Shel-Lab® modelo FX-5, serie-1000203, USA) a una
temperatura de 70 °C, hasta obtener peso constante (72 h). La cosecha de biomasa total se
realiz6 a los 50 dias e incluyo la colecta de la planta completa y la separacién de hojas,
tallos y raices en el laboratorio, donde previamente se procedié a medir altura de las plantas
(cm), longitud de raiz (cm), biomasa (g) fresca y seca (g) de parte aérea (hoja y tallos) y de

raiz, asi como el area foliar (cm?).

6.2.1.3 Variables fisioldgicas (Tasa fotosintética)
La tasa de fotosintética (A) se determind con el medidor de fotosintesis marca Li-Cor,

modelo 6400XT (Li-Cor®, Lincoln, Nebraska, USA). Las mediciones se realizaron en hojas
completamente expandidas, en horario critico del dia (12:00 horas) dos veces durante el

periodo de desarrollo del experimento.

6.2.1.4 Variables hidricas (Contenido relativo de agua CRA y potencial hidrico ¥w)
El contenido relativo de agua se evalué a los 20 y 50 dias después de aplicar los

tratamientos de NaCl, mediante el método de Yamasaki y Dillenburg (1999). Las hojas se
colectaron de la parte media de cada planta para disminuir el efecto de la edad. Las
muestras se colectaron y trasladaron al laboratorio donde se procedio a cortar de cada hoja

tres discos de 3.14 cm? con un sacabocado (modelo DIN® 7200, México), que



31

posteriormente se pesaron para obtener el peso fresco (PF) y el peso turgente (PT); éste
ultimo se obtuvo al colocar los discos en agua destilada dentro de una caja petri cerrada.
Durante el proceso de imbibicion, los discos se pesaron periodicamente, después de
eliminar el agua de la superficie con papel absorbente. Al final del periodo de imbibicion,
los discos se colocaron en un horno a 80°C por 48 h, con el fin de obtener el peso seco
(PS). EIl peso fresco, peso turgente y peso seco se obtuvieron utilizando una bascula
analitica con precision de 0.0001 g (Marca Mettler Toledo®, Modelo AG204, Switzerland).
Los valores de PF, PT y PS se utilizaron para calcular el contenido relativo de agua

utilizando la siguiente ecuacion:

(PF-PS)

CRA (%) = (PT-PS

x100  (2)

El potencial hidrico (¥w) se midio a los 20 y 50 dias después de aplicar los tratamientos de
NaCl. Las hojas se tomaron a la hora mas critica (12:00 horas), considerando el intervalo en
el cual se presentaron las temperaturas méas altas del dia. El ¥w (MPa) se determind con
medidor de potencial hidrico (Dewpoint Water Potential Meter modelo WP4-T, Decagon®
Devices, USA) de suelos y muestras botanicas (granos, semillas, hojas, tejidos vegetales en
general) el cual funciona mediante el principio de punto de rocio, con sensores, un espejo
de condensacion y temperatura infrarroja. a partir de las hojas colectadas se obtuvieron
discos de 9.60 cm? utilizando un sacabocado (modelo DIN® 7200, México) y

posteriormente cada disco se colocé dentro de la cubeta del equipo.

6.2.1.5 Variables fungicas (Contenido de esporas en el in6culo y porcentaje de colonizacién
micorrizico)

La inoculacion de R. fasciculatum se realiz6 al momento del trasplante, aplicando 10 g de
HMA a cada plantula, equivalentes a un contenido promedio de 20-50 esporas por gramo
del producto. Previo a la inoculacion se procedié a la extraccion de esporas mediante el
método de tamizado himedo y decantacion, descrito por Daniels y Skipper (1982) y
modificado por Utobo et al. (2011). EIl porcentaje de colonizacion se calculé mediante la

metodologia descrita por Hashem et al. (2014), utilizando la férmula siguiente:

Total de segmentos colonizados

Porcentaje de colonizacién = x100 (3)

Total de segmentos estudiados
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6.2.1.7 Andlisis estadisticos
Se realizaron andlisis de varianza y comparaciones multiples de medias (Tukey HSD

p=0.05). Los valores de porcentaje de colonizacion se transformaron mediante arcoseno
(Little y Hills, 1989; Steel y Torrie, 1995) para cumplir con el supuesto de normalidad. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico Statistica v. 10.0 para
Windows (StatSoft®, 2011).

6.3 Evaluar Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en
el crecimiento, morfometria, mecanismos fisiologicos, bioquimicos, fingicos,
produccion de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en
variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva

6.3.1 Etapa productiva
El experimento se realizd en el periodo del 16 de enero al 15 de mayo de 2017 en una

estructura de casa de malla (malla antiafidos de color blanco, 30% de sombreo, modelo 55
mesh) debajo de la misma se coloc6 una malla (color negro, 35 % de sombreo, modelo 20
mesh) con un sombreo total de 54.5%. La estructura de casa de malla se ubica en el campo
experimental del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR)
localizado al noroeste de la Ciudad de La Paz, Baja California Sur, México, a los
24°08'10.03 LN y 110°25'35.31 LO, a 7 m.s.n.m. Las temperaturas promedio, maxima y
minima fueron 29, 30 y 25°C, respectivamente; la humedad relativa promedio fue de 67%,
el punto de rocio de 21°C, se presentd una precipitacion total de 14.6 mm y la radiacion
solar promedio fue de 293.3 Wm? variables que se registraron por una estacion
meteorolégica portétil (Vantage Pro2® Davis Instruments, USA) que se colocd dentro de la
estructura de casa de malla. El sitio experimental tiene un clima del tipo Bw (h’) hw (e)
considerado como semiarido, con vegetacion xeréfila (Garcia, 2004). Se utilizaron semillas
de las variedades de albahaca con mejor respuesta a NaCl (0, 50 y 100 mM) en las etapas
fenoldgicas anteriores y a la inoculacién con HMA especie Glomus fasciculatum. Estas
semillas se desinfectaron previamente mediante la inmersion por 5 min en una solucion de
hipoclorito de calcio, conteniendo 5% de cloro activo. Posteriormente se lavaron con agua
destilada esterilizada. Las semillas se sembraron en charolas de poliestireno de 50

cavidades, con un sustrato comercial ésteril (vermiculita, fabricado en México por la
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Empresa Termolita® S.A de C.V, con tamafio medio) segln etiqueta, para la obtencién de
las pléntulas. El riego se aplicé a las bandejas diariamente con el fin de lograr una
emergencia homogénea de las plantas. El disefio experimental fue completamente al azar
con arreglo factorial, donde el factor 1, fueron variedades de albahaca (Napoletano y
Nufar), el factor 2 las concentraciones de NaCl (0. 50 y 100 mM) vy el factor 3 los HMA
especie Rhizophagus fasciculatum (control y 10 g del in6culo) mismo que se aplicé al
momento del trasplante segun (Rivera et al., 2003). El trasplante se realiz6 cuando las
plantulas presentaron una altura promedio de 15 cm, colocandolas en macetas de
aproximadamente 10 kg, que contenia un sustrato comercial antes descrito. En cada maceta
se sembré una planta con el fin de asegurar el éxito del trasplante. Una vez trasplantadas, se
inicié con la aplicacion diaria del riego, utilizando para ello agua de la desaladora del
CIBNOR con soluciéon nutritiva preparada para albahaca segin Samperio (1997). La
solucidn nutritiva utilizada se muestra en la tabla I. Después de una semana del transplante,
cuando las plantas estaban establecidas, se inici6 con la aplicacion gradual de los
tratamientos de NaCl, de la misma manera que en el experimento de la etapa de crecimiento
inicial vegetativo. La cantidad aplicada en cada riego fue de 500 mL, consiguiendo con esto
que la solucidn aplicada drenara a través de los orificios de las macetas, con el fin de evitar
la acumulacion de sales en el sustrato. Para evitar la acumulacion del NaCl en las macetas,
cada vez que se preparaba la solucion salina con sus respectivos nutrientes, se tomaron
lecturas del pH y de la conductividad eléctrica de cada tratamiento y después de regar cada
maceta, se tomaron muestras de cada solucién drenada por las macetas para comparar tanto

el pH como la conductividad eléctrica de cada solucion.

6.3.1.1 Andlisis quimico del sustrato utilizado
Se tomaron muestras del sustrato utilizado, que se tamiz6 con malla nimero 10 (2 mm). Se

midié el pH y conductividad eléctrica con una relacion suelo, solucion de 1:5 y se utilizé un
potenciémetro (Hanna®, modelo 211, USA) (Jackson, 1958). La conductividad eléctrica
(CE, dS m™) se medi6 con conductimetro (Hach®, Modelo Sension5, Loveland, Colorado,
USA) (Jackson, 1976). El fésforo asimilable (P**, mg kg™) se midié del extracto acuoso,

con una relacion suelo, solucién 1:5 y se utilizé Multiskan Acent® (Modelo Labsystems,
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No. 354, Finland) (Jackson, 1976). El potasio extractable (K*, mg kg™) se determiné por
espectrofotémetro de absorcién atémica de flama (GBC®, modelo Avanta, Australia) (Van
Loon, 1985). El calcio y magnesio (Ca™, Mg*?) extractable se medi6 por complexometria,
método volumeétrico por titulacion (valoracion con EDTA 0.01 N), acorde con Cheng y
Bray (1951). El contenido de materia organica (M.O., %) se determind por el método de
Walkley y Black (NOM-021 SEMARNAT 2000 Método AS-07, 12) utilizando la malla
nGmero 35 (0.5 mm). El nitrégeno total (N*) se determind por el método de Dumas (Leco®,
modelo FP-528, USA) utilizando la malla namero 100 (0.150 mm) (Bremner, 1965).

6.3.1.2 Variables morfométricas
Las muestras de las cuatro cosechas de biomasa, se trasladaron al laboratorio de Fisiotecnia

Vegetal y se determind el area foliar (cm?) mediante un integrador de érea foliar (Li-Cor®,
modelo-L1-3000A, serie PAM 1701, USA). La biomasa fresca y seca (g) de la parte aérea
se midi6 con una balanza analitica (Mettler Toledo®, modelo AG204, Switzerland). La
biomasa seca se obtuvo colocando hojas y tallos en bolsas de papel que se introdujeron en
una estufa (Shel-Lab®, modelo FX-5, serie-1000203, USA) a una temperatura de 50 °C,
hasta obtener peso constante (72 h). La cosecha de biomasa total se realiz6 a los 120 dias e
incluyd la colecta de la planta completa y la separacién de hojas, tallos y raices en el
laboratorio, donde previamente se procedié a medir altura de las plantas (cm), longitud de
raiz (cm), biomasa (g) fresca y seca (g) de parte aérea (hoja y tallos) y de raiz, asi como el

area foliar (cm?).

6.3.1.3 Variables fisioldgicas (Tasa fotosintética (TF) y pigmentos fotosintéticos (Clorofila
a, b y total)

La tasa fotosintetica (TF) se determiné con el medidor de fotosintesis marca Li-Cor,
modelo 6400XT (Li-cor®, Lincoln, Nebraska, USA). Las mediciones se realizaron en hojas
completamente expandidas, en un muestreo en horario critico del dia (12:00 horas) cuatro

veces durante el periodo de desarrollo del experimento.

Se utiliz6 una planta por repeticion para determinar la clorofila (a, b y total) a las muestras
de las 4 cosechas realizadas despues de aplicar los tratamientos de NaCl. La concentracion
de clorofila se calculd usando las ecuaciones (2 y 3) propuestas por Strain y Svec (1966).
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6.3.1.4 Variables hidricas (Contenido relativo de agua CRA y potencial hidrico ¥w)
El contenido relativo de agua se evalué en las cuatro cosechas realizadas, mediante el

método de Yamasaki y Dillenburg (1999). Las hojas se colectaron de la parte media de
cada planta para disminuir el efecto de la edad. Las muestras se colectaron y trasladaron al
laboratorio donde se procedié a cortar tres discos de 3.14 cm? de cada hoja con un
sacabocado (modelo DIN® 7200, México), que posteriormente se pesaron para obtener el
peso fresco (PF) y el peso turgente (PT); éste ultimo se obtuvo al colocar los discos en agua
destilada dentro de una caja Petri cerrada. Durante el proceso de imbibicion, los discos se
pesaron peridédicamente, después de eliminar el agua de la superficie con papel absorbente.
Al final del periodo de imbibicion, los discos se colocaron en un horno a 80°C por 48 h,
con el fin de obtener el peso seco (PS). El peso fresco, peso turgente y peso seco se
obtuvieron utilizando una béascula analitica con precision de 0.0001 g (Marca Mettler
Toledo®, Modelo AG204, Switzerland). Los valores de PF, PT y PS se utilizaron para

calcular el contenido relativo de agua utilizando la ecuacion 2.

El potencial hidrico (¥w) se evalud en las cuatro cosechas realizadas. Las hojas se tomaron
a la hora més critica (12:00 horas), considerando el intervalo en el cual se presentaron las
temperaturas mas altas del dia. EI ¥w (MPa) se determind con medidor de potencial hidrico
(Dewpoint Water Potential Meter modelo WP4-T, Decagon Devices®, USA) de suelos y
muestras botanicas (granos, semillas, hojas, tejidos vegetales en general) el cual funciona
mediante el principio de punto de rocio, con sensores, un espejo de condensacion y
temperatura infrarroja. A partir de las hojas colectadas se obtuvieron discos de 9.60 cm?
utilizando un sacabocado (modelo DIN® 7200, México) y posteriormente cada disco se

colocé dentro de la cubeta del equipo.

6.3.1.5 Variables bioquimicas

6.3.1.5.1 Contenido de proteina total

El contenido de proteinas totales se determind en muestras de tejidos vegetales de cada
tratamiento mediante la técnica del &cido bicinconinico o BCA (Fujimoto et al., 1985) que
se basa en el principio que las proteinas reducen los iones cupricos a iones cuprosos bajo

condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el acido bicinconinico, sal sddica
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(verdoso) para formar un color morado. El color formado es proporcional al contenido
proteico de la muestra. Se utilizdé una solucion reactiva comercial de Sigma (solucion de
acido bicinconinico B9643 y solucidon de sulfato de cobre 11 C2284).

Una alicuota de 25uL del homogeneizado se puso a digerir en 500uL de NaOH 0.1N
durante 120 minutos, posteriormente se tomaron 25uL del digerido o muestra diluida, se
coloco en el fondo de una microplaca y se le agrego el reactivo preparado de BCA. Luego
se incubd a 60°C durante 15 minutos y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro de
placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 562 nm. Se utiliz6 una solucién
estandar con una concentracion de 1mg/mL de albumina bovina, la cual se diluyé en
proporcion 1:2 en solucion salina hasta tener concentraciones, de 1, 0.5, 0.25, 0.125, .0625
y 0.03125 mg/mL de proteina y solucién salina como blanco. Cada muestra se analiz6 por

triplicado, los resultados se expresaron en mg/g.

6.3.1.5.1.1 Contenido de prolina
La prolina se determind acorde al método descrito por Bates et al. (1973). Se tomaron

muestras de 100 mg de tejido vegetal de cada tratamiento, se depositaron en tubos
eppendorf de 2 mL y se homogenizaron en 2 mL de &cido sulfosalicilico al 3%.
Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min para evitar interferencia por
solidos. Luego se pipetearon en tubos de boro silicato de 5 mL, limpios y etiquetados, 0,5
mL de muestra del sobrenadante y se le agregdé a cada tubo 0.5 mL de reactivo de
ninhidrina (1.25g ninhidrina + 30 mL 4&cido acético + 20 mL &cido fosférico 6M).
Posteriormente los tubos se calentaron en bafio maria a ebullicion durante 1 h. Enseguida se
enfrié en bafio de agua, se agregé 1 mL de tolueno a cada tubo y se mezcl6 con vortex. Se
separ6 la fase de tolueno midiéndose la absorbancia a 520 nm utilizando un
espectrofotometro (Termo Helios Omega, Vantaa-Finlandia) con celdas de cuarzo de 1 cm
de paso de luz, se utiliz6 como blanco tolueno.

Para la curva de calibracion se utilizé una solucion de prolina a partir de 0.5 mg/mL, la cual
se diluyd en proporcion 1:2 en agua destilada hasta tener concentraciones, de 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.03125 y 0.015625 mg/mL de prolina y solucion de acido sulfosalicilico al

3% como blanco. Cada muestra se analizé por triplicado, los resultados se expresaron en
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ma/g.

6.3.1.5.1.1.1 Actividad de glutation peroxidasa (GPx)
La actividad de glutatién peroxidasa se determiné de acuerdo al método descrito por Folhé

y Gunzler (1984). Esta enzima cataliza la reaccion del peréxido de hidrégeno con glutation
reducido. El principio consiste en monitorear el decremento continuo de NADPH al
mantener constantes los niveles de glutation reducido. La mezcla de ensayo se compuso por
100 pL de solucién amortiguadora de fosfatos 500 mM, 10 pL de EDTA 60 mM, 100 pL
de azida de sodio 20 mM, 100 pL de glutatién reductasa 15 U mL™, 100 puL de NADPH 1.5
mM, 500 uL de agua desionizada, 20 pL de glutatiéon reducido 250 mM, 50 puL de muestra
y 20 pL de H ;0. Se midio6 el cambio de absorbancia a 340 nm (Beckman Coutler DU 800)
cada 3 s durante 40 s. Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima que oxida
1 pumol de NADPH por minuto. Cada muestra se analizd por triplicado. Los resultados se

expresan como unidades de GPx en mg de proteina.

6.3.1.6 Variables fungicas: Contenido de esporas en el indculo y porcentaje de colonizacién
micorrizico

La inoculacion de R. fasciculatum se realiz6 al momento del trasplante, aplicando 10 g de
HMA a cada plantula, equivalentes a un contenido promedio de 20-50 esporas por gramo
del inéculo. Previo a la inoculacion se procedio a la extraccion de esporas mediante el
método de tamizado himedo y decantacion, descrito por Daniels y Skipper (1982) y
modificado por Utobo et al. (2011). El porcentaje de colonizacion se calculé mediante la

metodologia descrita por Hashem et al. (2014), utilizando la féormula 3.

6.3.1.7 Extraccion de aceites esenciales
Se realiz6 mediante hidrodestilacion con el equipo (D-18 Clevenger®, USA) que se

compone por un matraz redondo con capacidad de 1.5 L, donde se depositaron 60 g de
materia prima triturada (hojas de albahaca deshidratada producto de las cuatro cosechas
realizadas), se le agregaron 600 mL de agua destilada y se calentd constantemente con la
ayuda de una mantilla de base redonda. Un condensador va acoplado al matraz y una
conexion en forma de D; el vapor circundante es “arrastrado”, corriente arriba hacia el tope

del hidrodestilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia el condensador,
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mediante un “cuello de cisne” o prolongacion curvada del conducto de salida del
hidrodestilador. En el condensador, la mezcla se condensa y enfria, hasta la temperatura
ambiental. A la salida del condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable la cual se
separa en un decantador dinamico. Este equipo esta lleno de agua fria al inicio de la
operacion y el aceite esencial se va acumulando, debido a su casi inmiscibilidad en el agua
y a la diferencia de densidad y viscosidad con el agua. Posee un ramal lateral, por el cual, el
agua se desplaza para favorecer la acumulacion del aceite. Se colectd la muestra de aceite
esencial de cada tratamiento y se registré el volumen (mL), se vertieron en viales &mbar
con tapon de rosca y se agreg6 una porcion de BHT (1:10 v/v) posteriormente se resguardd
en refrigeracion a 5 °C, evitando la exposicién prolongada de luz.

6.3.1.8 Anélisis estadistico
Se realizaron analisis de varianza y comparaciones multiples de medias (Tukey HSD

p=0.05). Los valores de variables expresadas en porcentaje, se transformaron mediante
arcoseno (Little y Hills, 1989; Steel y Torrie, 1995) para cumplir con el supuesto de
normalidad. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico Statistica v.
10.0 para Windows (StatSoft®, 2011).
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae + Claroideoglomus
etunicatum y Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigadores del estrés en
variedades de albahaca en la etapa de emergencia

7.1.1 Analisis quimico del sustrato (vermiculita)
Al sustrato (vermiculita) se le realiz6 analisis quimico previo a la siembra, que si bien no

era parte del objetivo del experimento si es de vital importancia para el estudio con HMA.
El sustrato present6 una fertilidad quimica muy baja con un contenido medio de Mg?* (4.9
mg kg?), disponibilidad baja de K* intercambiable (18.2 mg kg'), muy baja de P
asimilable (10.0 mg kg™), contenido bajo de N (0.02%), cero contenidos de materia
organica, cero contenido de calcio, pH ligeramente acido a neutro (6.4) y conductividad
eléctrica muy baja (0.015 dS m™).

7.1.2 Anélisis quimico del indculo (Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum)
El andlisis quimico del in6culo no forma parte del objetivo del experimento, pero revierte

gran importancia para este estudio. El indculo presentd una fertilidad quimica media con un
contenido de 3.5 mg kg™ de Mg?*, disponibilidad media de K* intercambiable (23.44 mg
kg™), media de P asimilable (20.0 mg kg™), bajo en Ca®* (1.00 mg kg™), contenido bajo de
N (0.20%), 3.7% de materia organica, pH practicamente neutro (7.3) y conductividad

eléctrica muy baja (0.088 dS m™).

7.1.3 Tasa y porcentaje de emergencia
Para tasa de emergencia (TE) se encontraron diferencias significativas entre variedades

(F2,54=107.96, p<0.0001), NaCl (F;54=15.91, p<0.0001), HMA (F;5,=170.70, p<0.0001) y
en la triple interaccion variedades x NaCl x HMA (F454=2.60, p<0.04), mientras que para
las interacciones variedades x NaCl (F454=0.76, p>0.55), variedades x HMA (F,54=0.008,
p>0.99), NaCl x HMA (F,54,=2.28, p>0.11) no se encontraron diferencias significativas. Al
analizar el factor variedades se observé que Napoletano mostro tasa de emergencia mayor,
seguida por Nufar y Genovese (Tabla Il). Para el factor NaCl, se observo que la tasa de

emergencia disminuyd significativamente conforme los niveles de NaCl incrementaron,
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registrandose la TE mayor en 0 mM de NaCl (Tabla Il). El analisis del factor HMA mostrd
que la TE fue mayor en aquellas semillas inoculadas con HMA (CM) con respecto al
control (SM) (Tabla Il). En relacion a la triple interaccion de los factores, variedades x
NaCl x HMA, los resultados revelaron que la TE fue mayor en Napoletano en los tres
niveles de NaCl y con HMA, mientras que los valores inferiores se observaron en la
variedad Genovese en 100 mM NaCl y sin HMA (Tabla IV).

El porcentaje de emergencia (PE) mostro diferencias significativas entre variedades
(F2,54=31.69, p<0.0001), NaCl (F54=20.04, p<0.0001), HMA (F154=78.25, p<0.0001) y en
la triple interaccion variedades x NaCl x HMA (F454=3.26, p<0.01), mientras que para las
interacciones variedades x NaCl (F45,=1.88, p>0.12), variedades x HMA (F,54,=0.75,
p=>0.47) y NaCl x HMA (F,5,=2.17, p>0.12) no se encontraron diferencias significativas.
La respuesta de las variedades fue diferencial, aunque Napoletano y Nufar mostraron
igualdad estadistica en esta variable, mientras que Genovese mostré el PE menor (Tabla I1).
Conforme se incrementaron los niveles de NaCl se observo un decremento del PE, siendo
el tratamiento control (0 mM de NaCl) el de mayor porcentaje de emergencia (Tabla I1) y
en el mismo sentido, esta variable (PE) mostré valores superiores en aquellas semillas
tratadas con el consorcio de HMA (Tabla Il). En relacién a la interaccion de los factores
variedad x NaCl x HMA mostr6 porcentaje de emergencia mayor Napoletano con 0 mM de
NaCl y con HMA y menor en Genovese en 100 mM de NaCl y sin HMA (Tabla IV).

7.1.4 Variables morfométricas
Altura de plantulas (AP) mostro diferencias significativas entre variedades (F,54=42.14,

p<0.00001), HMA (F;54=59.52, p<0.0001), la interaccion variedades x NaCl (Fj54=3.45,
p<0.014), mientras que para NaCl (F,s5,=0.61, p=>0.54), las interacciones variedades X
HMA (F254,=0.90, p>0.41), NaCl x HMA (F;5,=1.48, p>0.23) y variedades x NaCl x
HMA (F45,=1.96, p>0.11) no se presentaron diferencias significativas. La AP entre
variedades fue mayor en Napoletano y Genovese, mientras que Nufar presentd valor
inferior (Tabla I1). Respecto a la inoculacion con HMA, la altura fue mayor en aquellas
plantulas procedentes de semillas inoculadas con HMA (Tabla I1). En la interaccion
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variedades x NaCl, la AP fue mayor en Napoletano y Nufar con respecto a Genovese
(Tabla I11).

Longitud de la raiz (LR) mostro diferencias significativas entre variedades (F,, 54=28.77,
p<0.00001), NaCl (F,, 5,=7.73, p<0.001), HMA (F; 5,=63.87, p<0.00001), las interacciones
variedades x NaCl (F4 54=3.018, p<0.025), NaCl x HMA (F; 5:=6.01, p<0.004) y
variedades x NaCl x HMA (F4, 54=3.61, p<0.01). La interaccion variedades x HMA (F,
54=1.73, p>0.186) no mostr6 diferencias significativas para esta variable. El analisis del
factor variedades mostré a Napoletano con LR mayor respecto a las otras dos variedades en
estudio (Tabla Il). Esta variable mostr6 valor superior en 0 mM de NaCl y disminuy6
conforme los niveles de NaCl incrementaron (Tabla Il). Asimismo, la LR fue mayor en
aquellas plantas cuyas semillas se inocularon con HMA (Tabla I1). Al descomponer la
interaccion variedades x NaCl para esta variable, se observé que las plantulas de
Napoletano en 0 y 50 mM de NaCl mostraron LR mayor, seguido de Napoletano en 100
mM de NaCl, mientras que Genovese en 100 mM de NaCl mostré el valor inferior de esta
variable (Tabla I11). La interaccion NaCl x HMA mostr6 que la LR fue superior en aquellas
plantulas del control (0 mM de NaCl) con HMA, seguido de aquellas plantas sometidas a
50 y 100 mM de NaCl, ambas con HMA (Tabla IIl). La interaccién variedades x NaCl x
HMA mostré que las plantulas de Napoletano sometidas a 100 mM de NaCl cuyas semillas
se inocularon con HMA mostraron LR mayor, mientras que las plantulas de la variedad
Genovese presentaron LR menor en 100 mM de NaCl y sin HMA (Tabla V).

Para la variable biomasa fresca de parte aérea (BFPA) se observaron diferencias
significativas entre variedades (F,5,=31.50, p<0.00001), NaCl (F;54=16.18, p<0.000001),
HMA (F15,=87.84, p<0.00001), las interacciones variedades x NaCl (F454=19.39,
p<0.00001), variedades x HMA (F;5,=9.81, p<0.0002) NaCl x HMA (F;5,=5.34,
p<0.00076) y para la triple interaccion variedades x NaCl x HMA (F454,=8.40, p<0.00001).
El analisis del factor variedades mostré que la BFPA fue mayor en Napoletano seguida por
Nufar (Tabla Il). La BFPA no disminuyd conforme los niveles de NaCl se incrementaron,
ya que ésta fue mayor en 50 y 100 mM de NaCl (Tabla Il). La BFPA fue superior en las

plantulas provenientes de semillas inoculadas con HMA (Tabla II). El analisis de la
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interaccion variedades x NaCl mostro que la BFPA fue mayor en Napoletano en 50 y 100
mM de NaCl (Tabla Il1).

Tabla Il. Respuesta de plantulas de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por
NaCl y la inoculacién con HMA como mitigadores del estrés en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas.

Variedades TE PE (%) AP (cm) LR (cm) BFPA (g)
Genovese 2.62¢ 63.33b 1.38a 433b 0.178 b
Napoletano 414 a 81.66 a 142a 549 a 0.234a
Nufar 3.11b 75.97a 1.17b 441b 0.187 b
NaCl (mM) TE PE (%) LR (cm) BFPA (g) BFR (9)
0 3.59a 80.69 a 512a 0.175b 0.094 a
50 3.29b 73.75b 4.64b 0.214a 0.089 a
100 2.99¢c 66.52 ¢ 447D 0.210a 0.069 b
HMA TE PE (%) AP (cm) LR (cm) BFPA (g) BFR(g)
CM 3.85a 82.22a 142a 530a 0.229 a 0.100 a
SM 2.73b 65.09 b 1.23b 4.19b 0.171b 0.068 b

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongos micorrizicos arbusculares, SM= sin HMA (control), CM= con HMA
(1 g del in6culo de HMA), TE= Tasa de emergencia, PE= Porcentaje de emergencia (%), AP= Altura de plantulas
(cm), LR= Longitud de raiz (cm), BFPA= Biomasa fresca de parte aérea (g), BFR= Biomasa fresca de raiz (g).
Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05).

En la interacciéon variedades x HMA, la BFPA fue mayor en Napoletano con HMA y
menor en Genovese sin HMA (Tabla 1l1). Considerando la interaccion NaCl x HMA, la
BFPA fue mayor en 50 y 100 mM de NaCl con HMA, mientras que el valor inferior se
presentd en 0 mM de NaCl con HMA (Tabla IlI). Con respecto a la triple interacion
variedades x NaCl x HMA la BFPA fue mayor en Napoletano en 50 mM de NaCl y con
HMA, mientras que la BFPA menor la presentd Genovese en 0 mM de NaCl sin HMA
(Tabla IV).

Para biomasa seca de parte aérea (BSPA) no se observaron diferencias significativas entre
variedades (F;54=1.13, p>0.33), NaCl (F;5,=0.92, p>0.40), HMA (F;5,=0.029, p>0.86),
las interacciones variedades x NaCl (Fj54=1.04, p>0.39), variedades x HMA (F254=0.80,
p>0.45) NaCl x HMA (F,54=0.72, p>0.48) y para la triple interaccion variedades x NaCl x
HMA (F454=0.67, p>0.61). Igualmente, biomasa seca de raiz (BSR) no mostro diferencias
significativas entre variedades (F;5,=2.06, p>0.13), NaCl (F;54=2.03, p>0.14), HMA
(F154=0.43, p>0.51), las interacciones variedades x NaCl (F454,=2.39, p>0.06), variedades
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x HMA (F254=0.58, p>0.56) NaCl x HMA (F,5,=1.28, p>0.28) y para la triple interaccion
variedades x NaCl x HMA (F454=0.80, p>0.52).

Tabla I11. Efecto de las interacciones variedades x NaCl, variedades x HMA y NaCl x
HMA en variables morfométricas de plantulas de albahaca sometidas a estrés por NaCl y
HMA como mitigadores del estrés.

Variedades NaCl (mM) AP (cm) LR (cm) BFPA (g) BFR(g)
Genovese 0 1.13¢c 5.02 ab 0.156 b 0.079c¢c
50 1.17c¢ 4.19 bed 0.180b 0.086 abc
100 1.20¢ 3.79 cd 0.171b 0.069 ¢
Napoletano 0 1.37 ab 555a 0.182b 0.081 bc
50 1.43 ab 5.71a 0.283 a 0.124 a
100 147 a 523 ab 0.264 a 0.072¢c
Nufar 0 1.43 ab 4.80 abc 0.188 b 0.123 ab
50 1.43 ab 4.03 cde 0.177b 0.055 ¢
100 1.29 bc 4.41 abcd 0.197b 0.068 ¢
Variedades HMA BFPA (g) NaCl HMA BFPA (g) LR (cm)
Genovese CM 0.188 ¢ 0 CM 0.154 c 5.74a
SM 0.167 cd 0 SM 0.196 b 451c
Napoletano CM 0.278 a 50 CM 0.258 a 4.88 bc
SM 0.190 bc 50 SM 0.170 bc 441c
Nufar CM 0.220b 100 CM 0.233a 5.30 ab
SM 0.154d 100 SM 0.188b 3.65d

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongos micorrizicos arbusculares, SM= sin HMA (control), CM= con HMA (1 g
del inéculo de HMA), AP= Altura de plantulas (cm), LR= Longitud de raiz (cm), BFPA= Biomasa fresca de parte aérea
(9), BFR= Biomasa fresca de raiz (g). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey
HSD, p=0.05).

Para biomasa fresca de la raiz (BFR) se observaron diferencias significativas entre NaCl
(F2554=5.79, p<0.0052), HMA (F154=26.15, p<0.00001) vy la interaccion variedades x NaCl
(F454=9.47, p<0.00001), mientras que entre variedades (F25,=1.83, p=>0.16), las
interacciones variedades x HMA (F,54=0.66, p>0.52), NaCl x HMA (F,5,=0.013, p>0.98)
y variedades x NaCl x HMA (F;5,=0.49, p>0.73) no se presentaron diferencias
significativas. El andlisis de este variable considerando el factor NaCl mostr6 que la BFR
fue mayor en 0 mM de NaCl y disminuy6 conforme se incrementaron los niveles de NaCl
(Tabla II). Esta variable también fue superior en aquellas plantulas cuya semilla se inoculd
con HMA (Tabla I1). El anlisis de la interaccion variedades x NaCl mostré que la BFR fue
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superior para Napoletano en 50 mM de NaCl, seguido por Nufar en 0 mM de NaCl,
mientras que la BFR menor la mostré Nufar en 50 mM de NaCl (Tabla Il1).

Tabla V. Efecto de la interaccion de variedades x NaCl x HMA en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas de plantulas de variedades de albahaca sometidas a
estrés por NaCl e inoculadas con HMA como mitigadores del estrés.

Variedades NaCl HMA TE PE BFPA LR
(mM) () (%) © (cm)
Genovese 0 CM 3.51cd 71.66 bcde 0.191 cdefg 6.08 ab
50 CM 3.18 cdef 63.33 de 0.191 cdefg 4.69 bedef
100 CM 2.8 cdef 73.33 bede 0.183 cdefg 4.27 cdef
0 SM 2.53 efg 65.83 cde 0.134 g 3.96 ef
50 SM 2.28fg 60.83 e 0.189 cdefg 3.70 ef
100 SM 1.37 hi 3750 f 0.159 efg 3.32f
Napoletano 0 CM 4.95a 99.16 a 0.172 defg 6.10 ab
50 CM 4.66 ab 87.50 abc 0.377 a 5.75 abc
100 CM 4,51 ab 83.33 abcd 0.280 b 6.49 a
0 SM 3.79 bc 80.83 abcd 0.191 cdefg 5.00 abcde
50 SM 3.53cd 79.16 abcde 0.172 defg 5.67 abcd
100 SM 3.38 cde 67.50 bcde 0.248 bc 3.96 ef
Nufar 0 CM 3.76 bed 87.50 abc 0.219 bcde 5.04 abcd
50 CM 3.90 bc 88.33 ab 0.205 cdef 4.21 def
100 CM 3.35cde 78.33 abcde 0.238 bed 5.13 abcde
0 SM 2.97 cdefg 71.66 bede 0.157 efg 4.57 bedef
50 SM 2.53 efg 70.83 bede 0.150 fg 3.86 ef
100 SM 2.14h 59.16 ef 0.155 efg 3.69 ef

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongos micorrizicos arbusculares, SM= sin HMA (control), CM= con HMA (1 g
del inéculo de HMA), TE= Tasa de emergencia, PE= Porcentaje de emergencia (%), BFPA= Biomasa fresca de parte
aérea (g), LR= Longitud de raiz (cm). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey
HSD, p=0.05).

7.1.5 Colonizacion de raices por HMA especies (Funneliformis mosseae +
Claroideoglomus etunicatum)

En esta etapa fenoldgica, ninguna de las raices de las plantulas de las variedades en estudio
mostraron presencia de vesiculas, arbusculos y/o hifas cenociticas (hifas) tipicas de los
HMA. Sin embargo, a los 21 dias después de la siembra, en aquellas plantulas cuyas
semillas se inocularon con HMA se mostro un inicio del proceso observandose el micelio
del hongo estableciendo contacto en el interior de las raices de las plantulas, pero no una
autentica colonizacion (Fig. 1). En las raices de las plantulas cuya semilla no se inoculé con

HMA, no se observé ningun indicio de colonizacion (Fig. 2).
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Figura 1. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con un consorcio de HMA
(Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum) (+ AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. 2015.

Figura 2. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. 2015.
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7.2 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés en
variedades de albahaca en la etapa de emergencia

7.2.1 Anélisis quimico del sustrato (vermiculita)
Al sustrato (vermiculita) se le realiz6 analisis quimico previo a la siembra que si bien no era

parte del objetivo del experimento si es de vital importancia para el estudio con HMA. La
vermiculita utilizada como sustrato present fertilidad muy baja con un contenido promedio
de 4.9 mg kg de Mg?*, disponibilidad baja de K* intercambiable (18.2 mg kg™), muy baja
de P asimilable (10.0 mg kg™), contenido bajo de N (0.02%), cero contenidos de materia
orgénica y de calcio, pH ligeramente acido a neutro (6.4) y conductividad eléctrica muy
baja (0.015 dS m™).

7.2.2 Anédlisis quimico del inéculo (Rhizophagus fasciculatum)
El anélisis quimico del indculo no forma parte del objetivo del experimento, pero revierte

gran importancia para este estudio. EI mismo presentd una fertilidad media con 9.7 mg kg™
de Mg?, disponibilidad media de K* intercambiable (20.24 mg kg™), media de P asimilable
(30.0 mg kg™, contenido bajo de Ca®* (72.1 mg kg™) contenido bajo de N (0.065%), 2.7%
de materia organica, pH practicamente neutro (7.7) y conductividad eléctrica muy baja
(0.023 dS m™). El sustrato contenido en el indculo se caracterizd como apto para el

desarrollo de la especie presente en el mismo de acuerdo con Swift (2002).

7.2.3 Tasa y porcentaje de emergencia
La tasa de emergencia (TE) mostro diferencias significativas entre variedades

(F254=224.99, p<0.00001), NaCl (F;5,=31.55, p<0.00001), HMA (F154=541.22,
p<0.00001), la interaccion variedades x NaCl (F45,=10.39, p<0.00001), NaCl x HMA
(F254= 7.38 p<0.0014) y variedades x NaCl x HMA (F;54=5.17, p<0.0013). La TE no
mostro diferencias entre la interaccion variedades x HMA (F,54=0.49, p>0.61). El andlisis
de las variedades indic6 que Napoletano mostré una TE mayor, seguida por Nufar y

Genovese (Tabla V). Para el factor NaCl, la TE fue mayor en 0 y 50 mM de NaCl y menor
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en 100 mM de NaCl (Tabla V) Las semillas inoculadas con HMA mostraron TE mayor
(Tabla V). La interaccion variedades x NaCl mostré TE mayor en Napoletano y Nufar con
0 y 50 mM de NaCl mientras que Genovese en 50 mM NaCl mostré TE menor (Tabla VI).
La interaccién NaCl x HMA mostré TE mayor en 0 mM NaCl con HMA, mientras que la
TE menor fue con 100 mM sin HMA (Tabla V1). El andlisis de la interaccion variedades x
NaCl x HMA mostr6 que la TE fue mayor en Napoletano con 0 mM NaCl con HMA y
Nufar con 0 mM de NaCl con HMA, mientras que la variedad Genovese en 100 mM NacCl
sin HMA fue la que mostré TE menor (Tabla VII).

Porcentaje de emergencia (PE) mostré diferencias significativas entre variedades
(F254=115.46, p<0.00001), NaCl (F254=7.06, p<0.001), HMA (F15:=168.23, p<0.00001),
las interacciones variedades x NaCl (F4,54=10.86, p<0.000002), variedades x HMA
(F2,54=15.08, p<0.000006), NaCl x HMA (F, 5= 8.71 p<0.0005), mientras que interaccion
variedades x NaCl x HMA no mostrd diferencias significativas (Fs5,=1.20, p>0.32). El
analisis de las variedades mostr6 a Napoletano con PE mayor, seguida por Nufar y
Genovese (Tabla V). En el factor NaCl, el PE fue mayor en 0 y 50 mM y menor en 100
mM (Tabla V). ElI PE fue mayor en aquellas semillas tratadas con HMA (Tabla V). La
interaccion variedades x NaCl mostr6 el PE mayor en Napoletano en 0 y 50 mM, pero
disminuyé para Genovese en 50 mM (Tabla VI). La interaccion variedades x HMA mostro
a Napoletano con HMA con mayor PE mientras este disminuy6 en Genovese sin HMA
(Tabla VI). La interaccion NaCl x HMA mostr6 PE mayor en 0 mM con HMA,
disminuyendo en 100 mM sin HMA (Tabla VI).

7.2.4 Variables morfométricas
Altura de plantulas (AP) mostr6 diferencias significativas entre variedades (F;, 54=222.85,

p<0.00001), NaCl (F,;5,=228.46, p<0.00001), HMA (F15,=161.38, p<0.00001), las
interacciones variedades x NaCl (F45,=103.79, p<0.00001), variedades x HMA
(F2,54=65.38, p<0.00001), NaCl x HMA (F,s4= 46.86 p<0.00001) y variedades x NaCl x
HMA (F454,=64.30, p<0.00001). Respecto a variedades, Napoletano mostré AP mayor
seguida por Nufar y Genovese (Tabla V). La altura mayor se presentd en 0 mM de NaCl y

disminuy6 conforme la concentracién de NaCl increment6 (Tabla V). La AP fue mayor en
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las plantulas cuyas semillas se inocularon con el HMA (Tabla V). En la interacion
variedades x NaCl la AP fue mayor en Napoletano en 0 mM de NaCl y en todas las
variedades disminuyd conforme la concentracion de NaCl inrementdé (Tabla VI). La
interaccion variedades x HMA mostré a Napoletano con HMA con AP mayor mientras que
Genovese sin HMA presentd AP menor (Tabla VI). Respecto a la interaccién NaCl x HMA
la AP fue mayor en 0 mM con HMA, pero disminuy6 en 100 mM sin HMA (Tabla VI).
Para la interaccion variedades x NaCl x HMA, Napoletano en 0 mM con HMA mostré AP
mayor, mientras que la variedad Genovese en 100 mM sin HMA disminuyd

significativamente la AP (Tabla VII).

Longitud de la raiz (LR) presento diferencias significativas entre variedades (F», 54=172.39,
p<0.00001), NaCl (F;5,=37.00, p<0.00001), HMA (F154=59.20, p<0.00001), las
interacciones variedades x NaCl (F45,=6.52, p<0.0002) y variedades x NaCl x HMA
(F4,54=3.24, p<0.018). Esta variable no mostro diferencias entre las interacciones variedades
x HMA (F,54=2.66, p>0.078) y NaCl x HMA (F;54= 2.75 p>0.072). La LR fue mayor en
Napoletano seguida por Nufar y Genovese (Tabla V). La LR fue mayor en 0 mM de NaCl y
disminuyé conforme las concentraciones de NaCl incrementaron (Tabla V). Los
tratamientos inoculados con HMA mostraron mayor LR (Tabla V). Al analizar la
interaccion variedades x NaCl la LR fue mayor en 0 mM de NaCl tanto en Nufar como en
Napoletano, disminuyendo en las tres variedades conforme las concetraciones de NaCl
incrementaron (Tabla VI). Para la interaccion variedades x NaCl x HMA la LR fue mayor
en la variedad Napoletano con 0 mM de NaCl y con HMA y menor LR en la variedad
Genovese con 100 mM de NaCl y sin HMA. (Tabla VII).

Biomasa fresca de parte aérea (BFPA) mostrd diferencias significativas entre variedades
(F254=387.04, p<0.00001), NaCl (F;5,=64.01, p<0.00001), HMA (F;5,=113.03,
p<0.00001), las interacciones variedades x NaCl (F45,=30.19, p<0.00001), variedades x
HMA (F254=108.87, p<0.00001), NaCl x HMA (F;54= 97.77 p<0.00001) y variedades x
NaCl x HMA (F454=26.08, p<0.00001). La BFPA fue mayor en Napoletano seguido por
Nufar y Genovese (Tabla V). La BFPA fue mayor en 0 mM de NaCl, pero disminuyd

conforme las concentraciones de NaCl incrementaron (Tabla V). Asimismo, esta variable
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fue superior en plantulas cuya semilla se inocul6 con HMA (Tabla V). En la interaccién
variedades x NaCl, la BFPA fue superior en Napoletano en 0 mM disminuyendo en todas
las variedades conforme las concentraciones de NaCl incrementaron (Tabla VI). La BFPA
en la interaccion variedades x HMA fue superior en Napoletano con HMA y disminuyé en
Genovese sin HMA (Tabla VI). La interaccion NaCl x HMA mostré mayor BFPA en 0
mM con HMA y disminuy6 en 100 mM sin HMA (Tabla VI1). En la interaccion variedades
x NaCl x HMA la BFPA fue superior en Napoletano con 0 mM con HMA e inferior en
Genovese con 50 mM con HMA (Tabla VII).

Biomasa seca de parte aerea (BSPA) mostrd diferencias significativas entre variedades
(F254=16.47, p<0.00001), NaCl (F;54=7.84, p<0.001), HMA (F154=4.61, p<0.03), las
interacciones variedades x NaCl (F45,=19.31, p<0.00001), variedades x HMA (F,54,=3.26,
p<0.04), NaCl x HMA (F;5:= 3.25 p<0.04) y variedades x NaCl x HMA (F454=2.81,
p=<0.03). La BSPA fue mayor en Napoletano mientras que Nufar y Genovese mostraron lo
contrario (Tabla V). La BSPA fue superior en 0 mM, pero disminuy6 en 100 mM (Tabla
V). Esta variable también se increment6 en aquellas plantulas cuya semilla se inocul6 con
HMA (Tabla V). Respecto a la interaccion variedades x NaCl, la BSPA fue superior en
Napoletano en 0 mM y disminuy6 en todas las variedades conforme se incrementaron las
concentraciones salinas (Tabla VI). La interaccion variedades x HMA mostr6 una BSPA
mayor en Napoletano con y sin HMA y en Nufar con HMA (Tabla VI). La BSPA
considerando la interaccion NaCl x HMA fue mayor en 0 mM con HMA, siguiendo una
tendencia de incrementar en aquellas plantas inoculadas con HMA (Tabla VI). En la
interaccidn variedades x NaCl x HMA la BSPA mostro valores altos en Napoletano con 0y
50 mM NaCl con HMA y en Nufar en 0 mM con HMA (Tabla VI1).

Biomasa fresca de raiz (BFR) presento diferencias significativas entre variedades
(F254=82.46, p<0.00001), NaCl (F,54=74.19, p<0.00001), HMA (F;5,=22.07, p<0.00001),
las interacciones variedades x NaCl (F;5,=20.28, p<0.00001), variedades x HMA
(F2554=4.31, p<0.01), NaCl x HMA (F;5,= 12.88 p<0.00002) y variedades x NaCl x HMA
(F454=3.59, p<0.01). Napoletano se destaca del resto de las variedades con valor superior
de BFR (Tabla V). Esta variable fue mayor en 0 mM y disminuy0 conforme las
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concentraciones de NaCl incrementaron (Tabla V). Asimismo, BFR fue superior en las
plantulas cuyas semillas se inocularon con HMA (Tabla V). Para la interaccion variedades
x NaCl, la BFR present6 una tendencia de disminuir en las tres variedades conforme las
concentraciones de NaCl incrementaron, siendo Napoletano en 0 mM la que mostr6 valor
superior (Tabla VI). La interaccion variedades x HMA mostrd que todas las variedades
incrementaron BFR con HMA, con valor superior en la variedad Napoletano (Tabla VI). La
BFR respecto a la interaccion NaCl x HMA siempre fue superior en las plantulas cuya
semilla se inocul6 con HMA aunque el promedio mayor fue en 0 mM (Tabla VI). Para la
interaccion variedades x NaCl x HMA, Napoletano en 0 mM de NaCl y con HMA mostr6
un valor superior de BFR mientras que Genovese en 100 mM de NaCl y sin HMA mostro

valores inferiores (Tabla VII).

La biomasa seca de raiz (BSR) mostrd diferencias significativas entre variedades
(F254=8.95, p<0.0004), NaCl (F;54=5.21, p<0.008), HMA (F154=6.00, p<0.01), las
interacciones variedades x NaCl (F454=4.14, p<0.005), variedades x HMA (F;54=4.59,
p<0.01) y variedades x NaCl x HMA (F45,=4.85, p<0.002) mientras que la interaccion
NaCl x HMA no presentd diferencias significativas (F,s4= 3.11 p>0.052). La BSR fue
superior en Napoletano respecto a Nufar y Genovese (Tabla V). Esta variable presentd un
valor promedio mayor en 0 mM y disminuy6 conforme las concentraciones de NaCl
incrementaron (Tabla V). Aquellas plantulas inoculadas con HMA mostraron BSR mayor
(Tabla V). En la interaccién variedades x NaCl Napoletano en 0 mM mostré un valor
promedio superio de BSR (Tabla VI). La BSR en la interaccion variedades x HMA mostrd
a Napoletano con HMA con el valor promedio superior respecto a Nufar y Genovese (Tabla
VI). El andlisis de la interaccién variedades x NaCl x HMA mostr6 que BSR fue superior
en Napoletano 0 mM de NaCl con HMA con respecto a las demas variedades donde la BSR

obtuvo resultados inferiores (Tabla VI11).
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Tabla V. Tasa, porcentaje de emergencia y variables morfométricas de plantulas de
variedades de albahaca sometidas a estrés salino (NaCl) con semillas inoculadas con una
cepa de HMA especie (Rhizophagus fasciculatum) como mitigador del estrés.

Variedades TE PE (%)  AP(cm) LR(cm) BFPA(g) BSPA(@) BFR(g) BSR(g)
Genovese 259¢ 61.66 c 118¢c 2.02c¢c 0.148 ¢ 0.018 b 0.041c¢ 0.013b
Napoletano 401 a 81.94 a 212a 4.32a 0.334a 0.121a 0.163a 0.049a
Nufar 3.63b 78.05b 1.60b 3.97b 0.223b 0.059 b 0.096b 0.010b
NaCl (mM) TE PE (%) AP (cm) LR(cm) BFPA(g) BSPA(Q) BFR (g) BSR(g)
0 364a 75.69 a 2.18a 4.07a 0.278 a 0.099 a 0.166 a 0.043a

50 348a 75.13a 1.40b 3.28b 0.219b 0.071 ab 0.081b 0.017b

100 3.10b 70.83b 1.32b 296b 0.208 b 0.028b 0.054 ¢ 0.012b
HMA (g) TE PE (%) AP (cm) LR (cm) BFPA(g) BSPA(g) BFR (g) BSR (g)
CM 4.07a 81.38a 1.86a 3.86a 0.264 a 0.088 a 0.119a 0.034a
SM 2.75b 66.38 b 1.40b 3.02b 0.206 b 0.050 b 0.082b 0.014b

NaCl=Cloruro de sodio (mM), HMA=Hongo micorrizico arbuscular, SM=sin HMA (control), CM=con HMA (1 g del
inéculo de HMA). TE=Tasa de emergencia, PE=Porcentaje de emergencia (%), AP=Altura de plantulas (cm),
LR=Longitud de raiz (cm), BFPA=Biomasa fresca de parte aérea (g), BSPA=Biomasa seca de parte aérea (g),
BFR=Biomasa fresca de raiz (g), BSR=Biomasa seca de raiz (g). Medias con letras distintas en una misma columna
difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05).



Tabla VI. Efecto de las interacciones variedades x NaCl, variedades x HMA y NaCl x HMA en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas en plantulas de albahaca sometidas a estrés salino (NaCl) con semillas inoculadas con
una cepa de HMA especie (Rhizophagus fasciculatum) como mitigador del estres.

Variedades NaCl (mM) TE PE (%) AP (cm) LR (cm) BFPA (g) BSPA (g) BFR (9) BSR (g)
Genovese 0 2.62d 62.08 ¢ 1.34 cd 2.26¢ 0.180c 0.023 c 0.052d 0.010b
50 2.51d 59.16 ¢ 1.08d 1.98¢e 0.098 d 0.021c 0.036d 0.016 b
100 2.63d 63.75¢ 1.12 cd 18le 0.167c 0.010c 0.033d 0.012b
Napoletano 0 4.30a 87.50 a 340a 4.83 ab 0.414 a 0.274 a 0.292 a 0.101 a
50 424 a 86.66 a 1.53¢c 4.22 bc 0.325b 0.049bc 0.127 bc 0.025 b
100 3.47 bc 71.66 b 142¢ 391c 0.263 ¢ 0.040 bc 0.072d 0.020 b
Nufar 0 3.99ab 7750 b 1.80 b 5.14a 0.242 ¢ 0.141b 0.153b 0.017b
50 3.70 ab 79.58 b 1.59 be 3.63 cd 0.236 ¢ 0.024 c 0.081 cd 0.009 b
100 321c 77.08 b 142¢ 3.15d 0.192c 0.012c 0.056 d 0.004 b
Variedades HMA(g) PE (%) AP (cm) BFPA (9) BSPA (g) BFR (g) BSR (g)
Genovese CM 73.05¢c 1.22d 0.130d 0.020 b 0.043c 0.015b
SM 50.27 d 1.13d 0.167 ¢ 0.016 b 0.038¢c 0.010b
Napoletano CM 89.44 a 2.64a 0.415a 0.124 a 0.189a 0.077 a
SM 7444 c 1.60 bc 0.253b 0.118a 0.138b 0.021b
Nufar CM 81.66 b 1.73b 0.249b 0.101a 0.124 b 0.010 b
SM 7444 c 147¢ 0.198b 0.017b 0.069 c 0.010b
NaCl (mM) HMA (g) TE PE (%) AP (cm) BFPA (g) BSPA (g) BFR (9)
0 CM 444 a 86.38 a 2.66 a 0.360 a 0.113a 0.212a
SM 2.83 de 65.00 cd 1.70b 0.197 cd 0.029 bc 0.119b
50 CM 410b 80.00 b 1.52 be 0.209 bed 0.031 bc 0.083 bc
SM 2.87d 70.27c 1.27d 0.230 b 0.025¢ 0.079 bc
100 CM 3.65¢c 77.77h 1.41 cd 0.224 bc 0.101 ab 0.061c
SM 255e 63.88 d 1.23d 0.191d 0.097 bc 0.047c

NaCl=Cloruro de sodio (mM), HMA=Hongo micorrizico arbuscular, SM= sin HMA (control), CM=con HMA (1 g del in6culo de HMA). TE=Tasa de emergencia,
PE=Porcentaje de emergencia (%), AP=Altura de plantulas (cm), LR=Longitud de raiz (cm), BFPA=Biomasa fresca de parte aérea (g), BSPA=Biomasa seca de parte
aérea (g), BFR=Biomasa fresca de raiz (g), BSR=Biomasa seca de raiz (g). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD,
p=0.05).

¢S



53

Tabla VII. Efecto de la interaccion variedades x NaCl x HMA en la tasa, porcentaje de
emergencia y variables morfométricas en plantulas de albahaca sometidas a estrés por NaCl
con semillas inoculadas con una cepa de HMA especie (Rhizophagus fasciculatum) como

mitigador del estreés.

Variedades (’\'nfl\cﬂ') HMA(Q)  TE AP(cm)  LR(cm) BFPA(g) BSPA(g) BFR(g) BSR(g)
Genovese 0 CM 3.29f 1.36 defgh 2.52 fgh 0.185fgh 0.026b 0.059 def 0.009 b
50 3.10 ef 1.10 gh 2.04 hi 0.019i 0.022b  0.034ef 0.021Db

100 3.41 ef 1.21 fgh 2.40 ghi 0.185fgh 0.013b  0.036ef 0.016b

0 SM 1.94¢ 1.32 fgh 2.00 hi 0.174gh 0.021b 0.045ef 0.011b

50 1.92¢g 1.06 gh 1.92 hi 0.176 gh  0.019b  0.039ef 0.011b

100 1.85¢g 1.02 h 1.23] 0.150h  0.008b  0.031f 0.008b

Napoletano 0 CM 5.15a 4.75a 5.88a 0.581a 0.275a 0.373a 0.181la
50 484Db 1.72 bede 4.70 abc 0.377b  0.273a 0.118cde 0.027b

100 4.06 cd 1.45 defg 4.17 cd 0.286cd  0.042b 0.077def 0.022b

0 SM 3.46 def 2.06 b 3.78 cde 0.247de 0.056b  0.211b 0.022b

50 3.65 de 1.34 efgh 3.75 cde 0.273cd 0.038b 0.135bcd 0.022b

100 2.88 f 1.40 defgh 3.65cdef  0.241def 0.042b 0.067def 0.018b

Nufar 0 CM 4.89 ab 1.87 bc 5.62 ab 0.313c¢c  0.259a 0.204bc 0.013b
50 4.36 bc 1.76 bed 3.98cde 0.232defg 0.031b 0.098 def 0.013b

100 3.49 def 1.56 cdef 3.42defg 0.202efgh 0.014b 0.069def 0.005b

0 SM 3.08 ef 1.73 bed 4.66 bc 0.171gh 0.022b 0.102def 0.021b

50 3.03 ef 1.42 defgh 3.28defg  0.240def 0.017b 0.064 def 0.006 b

100 2.92f 1.28 fgh 2.88efgh  0.183fgh 0.011b 0.042ef 0.003b

NaCl=Cloruro de sodio (mM), HMA=Hongo micorrizico arbuscular, SM=sin HMA (control), CM=con HMA (1 g del
indculo de HMA). TE=Tasa de emergencia, AP=Altura de plantulas (cm), LR=Longitud de raiz (cm), BFPA=Biomasa
fresca de parte aérea (g), BSPA=Biomasa seca de parte aérea (g), BFR=Biomasa fresca de raiz (g), BSR=Biomasa seca de
raiz (g). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05).
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7.2.5 Colonizacion de raices por HMA especie (Rhizophagus fasciculatum)

El nimero de esporas encontrado en el in6culo fue de 25-50 esporas por gramo de sustrato.
Respecto al porcentaje de colonizacion, no se observaron raices colonizadas en esta etapa
fenoldgica de plantulas de albahaca, determinandose que los 21 dias fue un periodo muy
corto para que se estableciera la simbiosis micorrizica, aunque se observd un inicio del
proceso donde el micelio de Rhizophagus fasciculatum establece contacto con las raices de
las plantulas (Fig. 3). En aquellas raices de las plantulas procedentes de semilla no
inoculada con Rhizophagus fasciculatum, no se observaron indicios de colonizacion (Fig.
4).

Figura 3. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum
(+ AMF). La Paz, BCS, México. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S.C. 2015.
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Figura 4. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. 2015.

7.3 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en
la morfometria, mecanismos fisioldgicos y fungicos de variedades de albahaca en la
etapa de crecimiento inicial vegetativo

7.3.1 Analisis quimico del sustrato (vermiculita)
La vermiculita utilizada mostro fertilidad quimica muy baja con un contenido promedio de

18.20 mg kg™ de Mg?*, disponibilidad baja de K* intercambiable (37.43 mg kg™), muy baja
de P asimilable (0.95 mg kg™?), contenido bajo de N (0.14 %), 0 contenido de materia
orgénica, 90.2 mg kg™ de calcio, pH ligeramente acido a neutro (7.21) y conductividad
eléctrica baja (0.17 dS m™). Con estos analisis se confirmé que este sustrato es adecuado
para el desarrollo de la cepa de HMA utilizado (Castellanos et al., 2000).

7.3.2 Variables morfométricas evaluadas en la etapa de crecimiento inicial vegetativo
Altura de planta (AP) para la interaccion variedad x NaCl x HMA (Tabla VIII) mostrd

diferencias significativas, donde el valor mayor lo obtuvo Nufar en 0 mM de NaCl con
HMA y el valor menor Genovese en 100 mM de NaCl sin HMA.



56

La longitud de la raiz (LR) (Tabla VIII) para los factores en estudio mostr6 diferencias
significativas, donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA y Genovese en 100 mM NaCl sin
HMA mostraron los valores mayores y menores, respectivamente.

La biomasa fresca de la parte aérea (BFPA) (Tabla VI1II) no mostro diferencia significativa
para la interaccion de los factores; sin embargo, numéricamente se observaron diferencias,
donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostrd valores mayores y Genovese en 100 mM
de NaCl sin HMA los valores menores Biomasa seca parte aérea (BSPA) (Tabla VIII)
mostré diferencias significativas en la interaccion de los factores en estudio, observandose
los valores mayores en Nufar en 0 mM de NaCl con HMA y valores menores en Genovese
en 100 mM de NaCl sin HMA.

Area foliar (AF) (Tabla 1X) mostré diferencias significativas en la triple interaccion donde
los valores mayores los presenté Nufar en 0 mM de NaCl con HMA vy valores menores
Genovese en 100 mM de NaCl sin HMA.

Biomasa fresca y seca de la raiz (BFR) (Tabla IX) mostraron diferencias significativas para
la triple interaccion donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA presentd valor mayor

mientras lo contrario lo mostré Genovese en 100 mM de NaCl sin HMA.

7.3.3 Variables hidricas: Contenido relativo de agua (CRA) y potencial hidrico (Yw)
Contenido relativo de agua y potencial hidrico (Tabla 1X) mostraron diferencias

significativas en la triple interaccion donde el valor mayor de CRA lo mostré Nufar en 0
mM de NaCl con HMA y Genovese en 100 mM de NaCl sin HMA el CRA menor. El
potencial hidrico menos negativo lo presenté Nufar en 0 NaCl con HMA y el mas negativo
Genovese en 100 mM sin HMA.

7.3.4 Variables fisiologicas (Tasa fotosintética)
La tasa fotosintética (Tabla IX) no mostré diferencias significativas en la triple interaccion;

sin embargo, numéricamente la tasa fotosintética fue mayor en Napoletano y Nufar en 0
mM de NaCl con HMA.
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7.3.5 Porcentaje de colonizacion micorrizica en la etapa de crecimiento inicial vegetativo
El porcentaje de colonizacion micorrizica mostro diferencias significativas en la triple

interaccion de los factores en estudio (Tabla 1X), donde Nufar y Napoletano incrementaron
el porcentaje de colonizacion en 0 mM de NaCl con HMA mientras que lo contrario
presentd Genovese. En la fig. 5 se observa la estructura micorrizica, lo cual indica que hubo
una autentica colonizacion. La fig. 6 no mostro estructura micorrizica debido a que los
tratamientos no inoculados estuvieron libres de cepas capaces de colonizar el sistema

radicular de las plantas de albahaca.



Tabla VIII. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del
estrés por NaCl en variables morfometrica de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa de crecimiento inicial

vegetativo.
Variedades NaCl (mM) HMA () AP (cm) LR (cm) BFPA () BSPA (g)
Genovese 0 CM 36.75+0.96b 29.25+0.50cde 71.43+4.57a 10.50+0.44ef
50 CM 28.25+0.96¢d 27.00+0.82¢f 47.74+2.70a 8.81+0.11ghi
100 CM 25.75+0.50de 25.00+0.82fg 37.27+1.76a 7.7240.23ijk
0 SM 32.75+2.22hc 26.75+0.96ef 53.42+3.38a 8.60+0.34hij
50 SM 16.50+1.00gh 22.00+1.41gh 40.48+3.33a 6.63+0.37k
100 SM 13.00+0.82h 19.25+1.71h 29.18+1.22a 5.38+0.30I
Napoletano 0 CM 35.00+5.23b 33.50+1.91b 90.32+4.30a 15.38+0.26b
50 CM 27.25+2.22d 29.50+1.73cde 60.67+2.88a 9.78+0.50fg
100 CM 20.50+1.00fg 28.00+2.16def 42.57+2.36a 8.45+0.25hij
0 SM 27.00+2.16d 29.75+0.96cde 73.55+2.73a 11.41+0.43de
50 SM 21.75+1.50ef 27.75+0.50def 53.76+3.48a 7.62+0.36jk
100 SM 16.50+3.42gh 25.50+0.58f 37.45+2.81a 6.76+0.40k
Nufar 0 CM 45.25+0.96a 40.50+0.58a 121.66+3.63a 26.55+0.74a
50 CM 35.75+0.50b 31.50+1.29bc 80.31+2.06a 13.91+0.38c
100 CM 29.75+0.50cd 29.75+0.50cde 71.53+0.78a 11.70+0.56d
0 SM 36.75+0.96b 32.00+0.82bc 93.51+4.36a 14.42+0.91bc
50 SM 26.75+0.50de 30.25+0.50cd 63.891+2.96a  11.35+0.14de
100 SM 25.00+2.22def 27.50+1.29def 54.83+3.52a 9.46+0.23fgh
- vael de - *k*k *k*k ns ok
significancia

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongo micorrizicos arbusculares (CM= Con HMA, SM= Sin HMA) (g), AP= Altura de planta (cm), LR= Longitud de raiz (cm), BFPA=
Biomasa fresca de parte aérea (g), BSPA= Biomasa seca de parte aérea (g). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05).
Nivel de significacion: *= P <0.05. **=P <(.01. ***= P < 0.001 (medias + desviacion estandar).

8S



Tabla IX. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés
por NaCl en variables morfométrica, fisioldgicas y fangicas, de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa de

crecimiento inicial vegetativo.

Variedades NaCl (mM) HMA () BFR() BSR (@) AF (em’) Fw (MPa) CRA (%) ggz(#]?sc.)l) Col (%)

Genovese 0 CM 70.67+8.63de 8.75+0.95bcd 1413.19429.14d -1.22+0.23cde  67.31+0.86fg  3.24+0.94a 43.75+0.96cd
50 CM 47.32+4.78g 4.12+1.09fg 1070.12+97.53ij -1.74+0.16fgh 61.82+3.06hi  3.45+0.79a 40.75+0.96de
100 CM 47.25+4.47g 3.5240.67fg 805.05+41.80m -2.14+0.11hij 56.94+1.40ij  2.48+0.77a 32.50+1.912f

0 SM 60.05+2.46¢f 7.1240.33cde 1185.08+27.26ghi -1.94+0.09ghi 59.66+1.40hi  2.41+0.71a  0.00%0.00g

50 SM 46.85+6.449 4.42+0.99¢fg 849.80+73.90Im -2.30+0.33ij 53.19+0.81jk  1.90+0.08a  0.00+0.00g

100 SM 40.80+3.47g 3.35+0.649 537.67458.17n -3.17+0.16k 43.29+295I| 1.95+0.31a  0.00+0.00g

Napoletano 0 CM 92.32+3.82bc 10.92+0.99b 1656.69+42.04c -0.58+0.20ab 85.36+1.37b  6.98+0.93a 64.25+2.22a
50 CM 81.05+1.90cd 8.90+0.36hbc 1439.22+37.46d -1.15+0.10cd 76.25+2.39cd  6.00+1.24a 53.75+1.71b

100 CM 62.82+6.01ef 8.10+0.24bcde 978.68+50.83jkl -1.60+0.07efg  64.78+4.49gh  4.26+0.33a  39.25+1.71e

0 SM 86.42+2.78bc 10.45+1.08bc 1347.78+41.72¢f -1.36+0.08def ~ 75.30+0.28cde  4.16+0.50a  0.00+0.00g

50 SM 61.42+3.39¢f 7.05+1.63cdfg 881.67+53.69klm -1.90+0.10ghi 70.20+2.63ef  1.91+1.27a  0.00+0.00g

100 SM 50.57+1.06fg 5.1240.41defg 649.28+53.16n -2.51+0.16j 51.49+1.86k  2.85+0.72a  0.00+0.00g

Nufar 0 CM 125.08+6.60a 27.534.79+a 2186.41+87.88a -0.18+0.03a 96.55+1.49a  6.11+0.61a 64.50+3.00a
50 CM 95.65+4.59b 10.75+0.74bc 1310.75+33.29¢fg -1.02+0.14cd 80.33+0.98bc  4.06+0.68a 56.25+4.35b

100 CM 81.07+2.60cd 10.02+0.53bc 1117.86+28.86hij -1.42+0.06def ~ 72.53+1.96def 3.26+0.52a 46.50+2.08c

0 SM 97.95+1.43b 11.35+1.27b 1833.86+106.43b -0.84+0.15bc 84.72+1.90b  4.52+0.77a  0.00+0.00g

50 SM 92.4245.31bc 9.5240.74bc 1234.34+43.18fgh -1.26+0.11de 72.90+1.11de  3.24+0.95a  0.00+0.00g

100 SM 69.87+7.32de 8.00£1.30bcde 1014.45+65.29jk -1.98+0.23ghi 61.60+1.28hi  3.04+1.31a  0.00+0.00g

Nivel de significancia

*k*k

*k*k

**kx

**k*k

**k*k

ns

*kx

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongo micorrizicos arbusculares (CM= Con HMA, SM= Sin HMA) (g), BFR= Biomasa fresca de raiz (g) BSR= Biomasa seca de raiz (g),
AF= Area Foliar (cm?), ¥w= Potencial hidrico (MPa), CRA = Contenido relativo de agua (%), TF= Tasa fotosintetica (umol CO, m™s’), Col (%)= Porcentaje de colonizacién
micorrizica (%). Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05). Nivel de significacion: *= P < 0.05. **= P < 0.01. ***=P <

0.001 (medias + desviacion estandar).
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Figura 5. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum (+
HMA). La Paz, BCS, México. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.
2016.

Figura 6. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- HMA). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. 2016.
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7.4 Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en el
crecimiento, morfometria, mecanismos fisiolégicos, bioquimicos, fiungicos, produccion
de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de
albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva

7.4.1 Andlisis quimico del sustrato (vermiculita)
La vermiculita utilizada mostrd fertilidad quimica muy baja con un contenido promedio de

12.20 mg kg™ de Mg?*, disponibilidad baja de K* intercambiable (34.43 mg kg™), muy baja
de P asimilable (12.95 mg kg™), contenido bajo de N (0.059 %), O contenido de materia
orgénica, 40.10 mg kg™ de calcio, pH ligeramente 4cido a neutro (7.46) y conductividad
eléctrica baja (0.15 dS m™). Con estos analisis se confirmé que este sustrato es adecuado

para el desarrollo de la cepa de HMA utilizado (Castellanos et al., 2000).

7.4.2 Variables morfométricas evaluadas en la etapa productiva
Altura de planta (Tabla X) mostro diferencias significativas en la triple interaccion de los

factores en estudio donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostré valores mayores,
mientras que Napoletano los valores menores en 100 mM de NaCl sin HMA.

Biomasa fresca y seca de parte aérea (Tabla X) mostraron diferencias significativas en la
interaccion de los factores variedad x NaCl x HMA, donde Nufar en 0 mM de NaCl con
HMA obtuvo valores mayores mientras Napoletano mostrd lo contrario en 100 mM de
NaCl sin HMA.

El area foliar mostrd diferencias significativas en la triple interaccion de los factores en
estudio (Tabla X) donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostr6é valores mayores y
Napoletano los valores menores en 100 mM de NaCl sin HMA.

La longitud de la raiz mostr6 diferencias significativas para la triple interaccion de los
factores en estudio (Tabla X) donde Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostré valores
mayores mientras que Napoletano presentd los valores menores en 100 mM de NaCl sin
HMA.

La biomasa fresca y seca de la raiz mostraron diferencias signifiativa para la triple
interaccidn de los factores en estudio (Tabla X) siendo Nufar en 0 mM de NaCl con HMA
la que mostrd valores mayores y lo contrario lo presentd Napoletano en 100 mM de NaCl
sin HMA.
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7.4.3 Variables hidricas: Contenido relativo de agua (CRA) y potencial hidrico (Yw)
El contenido relativo de agua y el potencial hidrico mostraron diferentcias significativas en

la triple interaccion de los factores (Tabla X). Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostrd
valores mayores en el CRA y Napoletano en 100 mM de NaCl sin HMA los valores
menores. Para el potencial hidrico (Tabla X) Nufar en 0 mM de NaCl con HMA mostro el
potencial hidrico menos negativo, mientras que lo contrario lo mostré Napoletano en 100
mM de NaCl sin HMA.

7.4.4 Variables fisiologicas (Tasa fotosintética (TF) y pigmentos fotosintéticos (Clorofila a,
by total)

La tasa fotosintética no mostro diferencias significiativas en la interaccion de los factores
en estudio (Tabla XI); sin embargo, numéricamente se presentaron mayores valores de la
tasa fotosintética en las plantas inoculadas con HMA respecto a las no inoculadas.

La clorofila a, b y total, no mostraron diferencias significativas en la interaccion de los
factores en estudio (Tabla XI); sin embargo, se presenté una tendencia de incrementar el
contenido de clorofila en las plantas inoculadas con la cepa del HMA, respecto a las plantas

no inoculadas.

7.4.5 Variable bioquimicas
El contenido de prolina mostré diferencias significativas para la triple interaccion (Tabla

XI). Se observo en parte aérea que, Nufar en 50 mM de NaCl con HMA mostré los valores
mayores y Napoletano en 0 mM de NaCl sin HMA presento los valores menores, mientras
que en raiz Nufar en100 mM de NaCl con HMA mostré un incremento de esta variable y

Napoletano en 0 mM de NaCl con y sin HMA experimenté un decremento.

El contenido de proteina total (PT) mostré diferencias significativas para parte aérea en la
triple interaccion de los factores (Tabla XI). La variedad Nufar en 0 mM de NaCl con
HMA incrementé PT y Napoletano en 100 mM de NaCl sin HMA disminuy6 el contenido
de PT. Para raiz no se encontro diferencia significativa en esta variable, pero si numérica, el

valor mayor se observé en Nufar y Napoletano en 0 mM de NaCl con HMA.
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La actividad de glutation peroxidasa mostré diferencias significativas para la triple
interaccion (Tabla XI). Para la parte aérea Napoletano en 50 y 100 mM de NaCl con HMA
presento un incremento de glutation peroxidasa. Mientras que, para raiz, Napoletano en 100
Mm de NaCl con HMA mostré mayor actividad de glutation peroxidasa, de forma general
hubo una tendencia al incremento de la actividad de glutatién peroxidasa cuando aumentd

las concentraciones salinas.

7.4.6 Porcentaje de colonizacién micorrizica en la etapa de produccion
El porcentaje de colonizacion micorrizica mostro diferencias significativas en la triple

interaccion (Tabla X) donde Nufar y Napoletano en 0 mM de NaCl con HMA mostraron
los valores mayores. En la fig. 7 se muestra una micrografia de raices de albahaca
inoculada con HMA donde se observa estructura micorrizica, lo cual demuestra que hubo
colonizacion de esta especie al tejido radicular de albahaca. En la fig. 8 se muestra la
ausencia de estructura micorrizica lo cual corobora que no habia cepas presentes en el

sustrato que pudieran colonizar el cultivo.

7.4.7 Contenido de aceites esenciales
El contenido de aceite esencial (Tabla XI) mostro diferencias significativas para la triple

interaccion donde Nufar increment6 el contenido de aceite esencial en 100 mM con HMA.



Tabla X. Interaccién variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del
estrés por NaCl en variables morfométricas, fisioldgicas y fungicas de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la

etapa de productiva.

Variedades NaCl HMA AP BFPA BSPA AF2 LR BFR BSR CRA Yw Colonizacion
(mM) @ (cm) @ @ (cm?) (cm) ()] @ () (MPa) ()

Napoletano 0 CM  3350+0.50e 149.72+2.12c 23.95+0.27b 1293.17+15.19c 44.67+0.56b 194.88+9.20c  56.36+6.33c 84.06+1.69b -1.31+0.24b 64.50+0.58a

50 28.05+0.58fg 127.63+0.14f 20.06+0.27d 1062.45+13.78f 29.25+0.13fg 139.72+0.66ef 38.47+0.07ef 70.56+1.83c -2.08+0.09c 50.00+0.00c

100 25.67+0.15gh 116.44+1.04g 16.09+0.02g 811.84+9.52h  25.50+0.58hi 131.60+1.80f 28.92+0.42hi 55.63+2.53f -2.78+0.06e 37.75+0.50e

0 SM  29.07+0.13f 132.13+0.66e 19.04+0.06e 1113.79+2.66e 35.77+0.82e 166.89+4.06cde 30.25+0.69hi 70.10+1.53c -3.15+0.14f  0.00+0.00f

50 26.00£0.34gh 113.72+0.07h 15.59+0.37g 903.53+30.75g 28.37+0.25gh 131.35+0.53f 24.73+0.31ij 55.72+2.33f -3.53+0.20g  0.00+0.00f

100 24.67£0.55h  104.41+1.09i 14.28+0.10h  717.59+4.78i  24.47+0.427i 119.69+0.90f 21.32+1.16j 36.15+2.62g -4.10+0.19h  0.00+0.00f

Nufar 0 CM  5452+2.66a 184.12+1.48a 30.04+0.34a 1835.76+27.68a 54.48+1.71a 324.62+36.55a 75.54+1.99a 94.80+1.11a -0.35+0.02a 65.25+2.06a

50 37.94+0.43c 149.83+1.34c 23.75+0.11b 1458.36+10.38b 40.80+0.54cd 234.23+4.68b  49.35+0.70d 82.55+0.51b -1.29+0.04b 58.50+0.58b

100 36.23+0.25cd  143.52+0.64d 19.27+0.29e 1082.84+13.16ef 38.97+0.15de 165.17+3.21de 36.92+0.90fg 73.05+0.92c -1.35+0.04b 44.00+1.15d

0 SM  40.81+0.52b 160.45+0.86b 22.09+0.08c 1463.85+8.54b 42.30+2.12bc 253.81+14.11b 64.55+0.33b 82.65+2.31b -2.25+0.06cd 0.00+0.00f

50 34.05+0.47de 133.32+0.52e 17.25+0.32f 1167.63+17.38d 38.70+0.74de 184.07+4.59cd 44.14+4.27de 65.32+1.08d -2.45+0.09d  0.00+0.00f

100 33.23+1.75e  133.62+0.27e 17.20+0.31f 925.66+37.71g 31.82+3.457f 162.98+3.47de 31.40+1.05gh 60.64+0.22e -3.13+0.09f  0.00+0.00f

KKk

Nivel de significancia

*kk

KKk

KKk

*

*%

*kk

*kk

*kk

*kk

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongo micorrizicos arbusculares (CM= Con HMA, SM= Sin HMA) (g), AP= Altura de plantas (cm), BFPA= Biomasa fresca de
parte aérea (g), BSPA= Biomasa seca de parte aérea (g), AF= Area Foliar (cm?), LR= Longitud de raiz (cm), BFR= Biomasa fresca de raiz (g), BSR= Biomasa seca de raiz
(9), CRA= Contenido Relativo de agua (%), ¥w= Potencial hidrico (MPa), % de colon= Porcentaje de colonizacion micorrizica (%). Medias con letras distintas en una
misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05). Nivel de significacion: *= P < 0.05. **=P <0.01. ***= P <0.001 (medias * desviacidn estandar).
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Tabla XI. Interaccion variedad x NaCl x HMA en respuesta al efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del
estrés por NaCl en variables fisioldgicas, bioquimicas, produccioén de compuestos osmoprotectores y contenido de aceite esencial
de variedades de albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva.

Prolina  Proteina T Glutation ProlinaR ProteinaT R Glutation R TF Clorofila  Clorofila  Clorofila

Variedades NaCl (mM) HMA(g) Aceite(ml) PA(mg/g) PA(mg/g) PA (U/mg (mg/g) (mg/g) (U/mg (umol (a) pg/em’®  (b) pg/em? Total

proteina) proteina) CO,m?%™) ng/em’
Napoletano 0 CM 0.30£0.00c  0.244+0.00d 22.59+0.13b 0.96+0.00c 0.21+0.00i 16.37+0.109a 0.83+0.02e 12.73+1.49a 25.40+1.50a 8.63+0.55a 34.03+2.02a
Napoletano 50 CM 0.40+0.00b  0.35+0.00b 9.56+0.03g 1.45+0.03ab 0.28+0.00de 6.55+0.36a 2.23+0.00b 12.06+1.56a 26.64+2.05a 9.07+0.57a 35.72+2.59a
Napoletano 100 CM 0.40+0.00b  0.36+0.00b 9.48+0.00g 1.50+0.02a 0.30+0.00c  6.13+0.0la 3.19+0.0la 11.21+0.93a 22.70+3.45a 8.13+1.32a 30.84+4.73a
Napoletano 0 SM 0.36£0.06bc  0.22+0.00e 22.20+0.14c 0.97+0.01c 0.21+0.00i 16.17+0.06a 0.74+0.19¢ 10.71+1.19a 18.50+1.60a 6.82+1.10a 25.32+2.68a
Napoletano 50 SM 0.30£0.00c  0.29+0.00c 9.29+0.00gh 1.43+0.03b 0.21+0.00i  6.40+0.13a  2.02+0.04c 9.26+1.28a 16.83+1.32a 6.07+0.57a 22.91+1.86a
Napoletano 100 SM 0.30£0.00c  0.30+0.01c 9.14+0.00h 1.44+0.04b 0.26+0.01fg 6.10+0.00a 2.10+0.04bc 10.30+1.32a 20.17+1.86a 7.19+0.88a 27.37+2.73a
Nufar 0 CM 0.36+0.06bc  0.25+0.01d 24.96+0.15a 0.98+0.01c 0.26+0.00g 16.48+0.06a 0.83+0.0le 14.50+1.19a 31.70+1.82a 10.37+0.84a 42.08+3.66a
Nufar 50 CM 0.40+0.00b  0.46+0.0la 19.44+0.11d 0.44+0.01d 0.32+0.01b 12.86+0.09a 1.71+0.07d 13.02+0.99a 28.08+1.81a 8.94+0.66a 37.03+2.46a
Nufar 100 CM 0.50+0.00a 0.3740.01b 18.85+0.11e 0.45+0.01d 0.44+0.00a 12.60+0.27a 1.74+0.02d 12.33+0.91a 26.08+0.94a 8.51+0.32a 34.60+1.25a
Nufar 0 SM 0.30£0.00c  0.25+0.00d 22.59+0.13b 0.96+0.00c 0.25+0.00h 16.42+0.03a 0.82+0.0le 12.37+1.24a 21.84+4.76a 7.62+1.77a 29.47+6.52a
Nufar 50 SM 0.30£0.00c  0.30+0.01c 18.22+0.12f 0.44+0.02d 0.27+0.00ef 12.55+0.31a 1.76+0.05d 12.22+0.80a 21.73+1.72a 7.44+0.62a 29.17+2.33a
Nufar 100 SM 0.40+0.00b  0.30+0.00c 18.51+0.12f 0.45+0.00d 0.29+0.00d 12.15+0.09a 1.75+0.02d 10.47+0.58a 25.55+1.30a 8.73+0.75a 34.78+2.71a

Nivel de significancia

*%k

KKk

KKk

*%k

*kk

ns

*kk

ns

ns

ns

ns

NaCl= Cloruro de sodio (mM), HMA= Hongo micorrizicos arbusculares (CM= Con HMA, SM= Sin HMA) (g), Prolina PA = Prolina en la parte aérea (mg/g), Proteina T
PA = Proteina total en la parte aérea (mg/g), Glutation PA = Glutation en la parte aérea (U/mg de proteina), Prolina R= Prolina en la raiz (mg/g), Proteina T R = Proteina
total en la raiz (mg/g), Glutatién R = Glutatién en la raiz (U/mg de proteina), TF: Tasa fotosintetica (umol CO,m?s™). Medias con letras distintas en una misma columna
difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05). Nivel de significacion: *= P < 0.05. **= P <0.01. ***=P <0.001 (medias * desviacion estandar).
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Figura 7. Micrografia de raices de albahaca inoculadas con Rhizophagus fasciculatum (+
AMF). La Paz, BCS, Meéxico. Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.
2016.

Figura 8. Micrografia de raices de albahaca sin inocular (- AMF). La Paz, BCS, México.
Centro de Investigaciones Biol6gicas del Noroeste, S.C.
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8. DISCUSION

8.1 Efecto de las especies de HMA, Funneliformis mosseae + Claroideoglomus
etunicatum y Rhizophagus fasciculatum como mitigadores del estrés por NaCl en
variedades de albahaca en la etapa de emergencia

8.1.1 Analisis quimico del sustrato e inoculo utilizados
El sustrato contenido en el inoculo que se utilizd en este estudio se caracterizé como apto

para el desarrollo de las especies de HMA evaluadas (Swift, 2002) y para albahaca de
acuerdo con Castellanos et al. (2000). Un aspecto importante al momento de utilizar suelo
0 sustratos comerciales para estudios con HMA depende del contenido de P*3, ya que éste
se relaciona con la colonizacién radicular por HMA. Si existe un nivel bajo de P*™ se
reduce el nivel de fosfolipidos en la membrana vegetal que conduce a una exudacion
radicular mayor lo cual trae como consecuencia una estimulacion en la colonizacién del
endofito (Smith y Read, 2008). Desde el punto de vista nutricional, el beneficio mayor de
las plantas por la micorrizacion deriva en un crecimiento superior por un incremento de la
absorcion de P* cuando este elemento es limitante en el suelo, mientras que cuando no es
limitante, el beneficio es nulo o reducido, segun el grado de dependencia micorrizica de la
planta. Swift (2002) estiman que los niveles de P** contenidos en un suelo donde se
pretende conocer esencialmente la eficiencia de los HMA deben mantenerse alrededor de
50 ppm, para lo cual insisten en la necesidad de realizar de manera anticipada un analisis
del sustrato que se utilizard. Fernandez-Martin (2003) reporta que niveles altos de P*
inhiben el proceso simbiotico. En un estudio se evalué un concentrado de cepas de HMA
en diferentes tipos de suelos y encontraron que en los suelos donde el P** fue inferior de 50

ppm se presentd mayor actividad micorrizica (Fernandez et al., 1999).

8.1.2 Tasa y porcentaje de emergencia
Las diferencias mostradas entre las variedades para tasa y porcentaje de emergencia se

atribuyen a la respuesta de éstas al estrés salino, porque al incrementarse la concentracion
de NaCl impide la imbibicion correcta y la emergencia se ve inhibida. Gomes-Filho et al.
(1983) establecen que existe una gran variabilidad entre variedades en respuesta al estrés

salino, esta es una caracteristica que desde el punto de vista del mejoramiento genético
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debe aprovecharse. Los resultados de este estudio demuestran que la tolerancia de las
plantulas al estrés salino por NaCl no solo varia entre especies sino entre variedades de la
misma especie y que debe considerarse al momento de realizar estos estudios. De acuerdo
con Reyes-Pérez et al. (2013) es importante seleccionar y clasificar las variedades de
especies de plantas por su tolerancia o sensibilidad a la salinidad en las primeras etapas
fenoldgicas porque una comparacion de tolerancia durante la emergencia da pauta para
utilizar diferentes criterios y condiciones para efectuar la evaluacion de la respuesta de la
planta en posteriores etapas fenoldgicas. Asimismo, es importante considerar que los
criterios potenciales y mejores de seleccion para tolerancia a salinidad son entre otros el
porcentaje de emergencia, la sobrevivencia de plantulas y las variables morfométricas
(Reyes-Pérez et al., 2013). La disminuciéon de la tasa y porcentaje de emergencia de
plantulas conforme las concentraciones de NaCl incrementaron, coincide con los resultados
reportados en otras especies de plantas halofitas y glicéfitas, en las cuales se encontré una
emergencia mayor en los tratamientos de concentracion de NaCl menor (Gorai y Neffati,
2007). Resultados similares encontré Batista-Sanchez et al. (2015) en tres variedades de
albahaca donde la tasa y el porcentaje de emergencia disminuyeron conforme la
concentracion de NaCl se increment6. Asimismo, coinciden con lo reportado por Gonzalez
et al. (2000) quienes en una investigacion con estrés salino (NaCl) en cultivares de Vigna
unguiculata L., encontraron que a medida que incrementaron las concentraciones de NaCl
se redujo la tasa y porcentaje de emergencia de las plantulas, confirmando que el NaCl
tiene un efecto adverso en esta etapa fenoldgica. Uno de los efectos primarios del estrés por
NaCl es retardar la emergencia de plantulas (Batista-Sanchez et al., 2015) debido a la
inhibicion del crecimiento del eje embrionario por un retraso de la movilizacion de reservas
y a los disturbios de la membrana causado por la salinidad, el cual es evidenciado por el
incremento de la pérdida de materiales del eje embrionario (Lamz-Piedra et al., 2013; Van,
2015). Segun Pares et al. (2008) la salinidad reduce el crecimiento al afectar negativamente
la germinacion y/o la capacidad de emerger de las plantulas. La salinidad es uno de los
factores abidticos principales que limitan la germinacion y emergencia de las semillas, el
efecto mas comun sobre las plantas es la reduccion del desarrollo debido a una disminucién

del potencial osmdtico del medio de crecimiento y, en consecuencia, de su potencial
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hidrico, la toxicidad i6nica normalmente se asocia con la absorcion excesiva de Na* y de
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 hecho de que la tasa y el porcentaje de emergencia de plantulas de albahaca fueron
mayores en los tratamientos inoculados con HMA se atribuye a la fertilidad del sustrato del
indculo, pues en esta etapa no se encontro colonizacion. En estudios realizados por Colla et
al. (2008) encontraron que el arbusculo, estructura micorrizica que garantiza el intercambio
de sustancias esenciales durante la simbiosis, debe estar presente para que la planta obtenga
los beneficios del endofito. En el presente estudio no se encontrd arbusculo por lo que en
esta etapa no hubo beneficio de los HMA en las plantulas. El hecho que la tasa y el
porcentaje de emergencia se incremento en aquellas plantulas cuyas semillas se trataron con
el consorcio de HMA, se atribuye a la capacidad de respuesta de cada variedad y no como
un producto de la inoculacién con los HMA, pues en esta etapa no se encontré colonizacion
en la raiz de las plantulas. Estos resultados coinciden con los reportados por Fernandez-
Martin (2003) quien indica que los HMA requieren de un periodo considerable para su
establecimiento y reconocimiento de las raices que estd en dependencia de la edad del
cultivo y del proceso de fotosintesis. El presente estudio se realizé en la etapa fenoldgica de
emergencia, por lo que indudablemente el tiempo no fue suficiente para que se estableciera
una simbiosis micorrizica (Fernandez-Martin, 2003), aunque se observd un inicio del
proceso con la presencia de micelio vegetativo penetrando en las raices (Figura. 1).
Napoletano mostro valores superiores en la tasa y porcentaje de emergencia en la
interaccion de los factores, resultado que se relaciona con la capacidad de respuesta de esta
variedad a la salinidad, la cual se clasifico previamente como tolerante al NaCl (Batista-
Sanchez et al., 2015; Reyes-Pérez et al., 2013a, 2013b, 2013c, 2014). En este estudio,
Genovese mostro valores inferiores de tasa y porcentaje de emergencia. Reyes-Pérez et al.

(2013a) también reporto que la variedad Genovese fue la mas sensible al estrés por NaCl.
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8.1.3 Variables morfométricas
También las variedades mostraron diferencias en las variables morfométricas con respuesta

diferencial a los tratamientos de NaCl y HMA aplicados. La altura de las plantulas fue
mayor en Napoletano y Nufar y menor en. La altura de la plantula es el resultado de la
asimilacion de nutrientes y los procesos de division y elongacion celular de manera normal,
su respuesta en condiciones de salinidad alude a la tolerancia de la planta ante la
interferencia en la nutricion mineral, la toxicidad idnica y a los dafios en el aparato
fotosintético (Paellob, 2010). La altura de plantula fue mayor en aquellas que procedian de
semillas inoculadas con HMA; sin embargo, este resultado pudiera estar relacionado con
las caracteristicas propias de la variedad y no a la inoculacién pues en esta etapa no se
manifesto el beneficio dado por este simbionte debido a la etapa fenoldgica del cultivo ya
que fue muy poco tiempo para que se estableciera la simbiosis. Las afectaciones en el
crecimiento y la acumulacion de biomasa en las plantas en condiciones salinas, se
mantienen a través de todo su ciclo vegetativo. Sin embargo, se requiere atencion especial
durante el periodo inicial de crecimiento de las plantulas, una vez aplicado el estrés
abiotico, el cual se caracteriza por las variaciones que ocurren en los procesos del
metabolismo de las plantulas (Khaliq et al., 2014). Estos resultados se atribuyen a la
restrincion en el crecimiento celular que provoca el estrés salino a las plantulas, debido a la
interferencia de los iones salinos con la nutricion de las plantulas o a la toxicidad de iones
acumulados que conducen a la muerte celular y esto a su vez afecta la biomasa fresca de la
raiz (Chavez y Gonzales, 2009). Argentel et al. (2006) en plantas de trigo, encontraron que
conforme se incrementaban los niveles de salinidad se redujo la altura de las plantulas,
biomasa fresca y la longitud de la raiz, lo cual se atribuye a una disminucion del
crecimiento celular debido a una sequia fisioldgica de la planta y a la interferencia de los
iones salinos como son el Na* y el CI" (Bray et al., 2000). Por su parte, Batista-Sanchez et
al. (2017) plantean que la biomasa y la altura de la plantula son caracteristicas importantes
para conocer la tolerancia a la salinidad, a su vez la morfometria es uno de los principales
factores que influyen en el crecimiento de las plantas. Los resultados del presente estudio
muestran como tolerantes a la salinidad en la etapa de emergencia a Napoletano y

Genovese como la mas sensible. Las disminuciones en la altura de las plantulas es el
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resultado de una pérdida de turgencia a nivel celular, provocada por la disminucion del
potencial osmético en el medio de crecimiento de los cultivares (Heidari y Jamshid, 2010).
Estos dafos son el resultado de los trastornos provocados en el metabolismo de las
plantulas, principalmente por los cambios en el potencial osmotico del suelo, el desbalance
nutricional por la interaccion entre los iones toxicos y los nutrientes esenciales para el
crecimiento y desarrollo, asi como el estrés oxidativo, inducido a partir de los diferentes
efectos por el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en los componentes

celulares (Nawaz et al., 2010).

La acumulacion de biomasa fresca de parte aérea en estudios relacionados con la salinidad
se atribuye al efecto osmotico que resulta de las concentraciones elevadas de sales disueltas
que disminuyen el potencial osmético de la solucién del suelo y consecuentemente la
disponibilidad del agua para la planta, tal efecto negativo trae como resultados una
disminucion de la biomasa fresca en las plantulas (Tadeo y Gdémez-Cadena, 2008). El
hecho que la biomasa fresca de parte aérea fue mayor en 100 mM de NaCl con respecto a 0
mM de NaCl se atribuye a que al analizar por separado el factor NaCl, se consideran los
valores de las tres variedades y en este caso los valores de Napoletano fueron superiores
para esta variable lo que ocasiona que se incrementen estos valores por ser una variedad
tolerante al estrés por NaCl. Esta respuesta también se debe a que la biomasa fresca de
parte aérea se considera una variable representativa en los estudios de estrés abidtico, ya
que un valor alto de ésta, indica que la planta fue capaz de tolerar el estrés a que fue

sometida.

Los resultados del presente estudio en relacion a la biomasa fresca de la raiz estan en
correspondencia con los obtenidos por Meloni (2012) quién reportdé en algoddn, que a
medida que se incrementan los niveles de NaCl, disminuy6 el crecimiento de las raices y de
la biomasa fresca. El efecto de la salinidad retarda el crecimiento de las plantulas a traves
de su efecto sobre varios procesos fisioldgicos tales como fotosintesis, conductividad
estomatica, ajuste osmotico, absorcion de iones, sintesis de acidos nucleicos, actividad
enzimatica y balance hormonal; ademas afecta el proceso de transporte de agua e iones, lo

que promueve toxicidad idnica y desbalance nutricional y en consecuencia las variables de
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crecimiento como son altura de la planta y biomasa fresca de la raiz son afectadas (Evelin
et al., 2012). Uno de los principales efectos fisioldgicos que provoca el estrés salino en las
plantas es la reduccion del crecimiento debido a una disminuciéon en la capacidad de
absorber agua por estas, por lo que la variable altura de las plantas se convierte en un
indicador muy importante para evaluar la capacidad de tolerancia de las plantas ante este
tipo de estrés (Nufiez et al., 2007). Por su parte, Paellob (2010) sefiala que, a nivel de
raices, las sales alteran la absorciéon de agua por lo que afectan el crecimiento de estos
organos; disminuye considerablemente la cantidad de pelos adsorbentes, afectando la
absorcion de agua y nutrientes. Los resultados del presente estudio coinciden con lo
reportado por Deinlein et al. (2014) quien afirma que la salinidad es un fenémeno que
afecta en gran medida el crecimiento de la parte aérea y el desarrollo de las raices, al
restringir la absorcion de agua lo cual se relaciona con la disminucion del potencial
osmatico y a la vez el dafio que ésto provoca al desarrollo general de las plantulas. La raiz
como principal érgano 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 acido abscisico (ABA), una
de las sefiales tempranas de estrés capaz de producir cambios fisioldgicos locales
(conductividad hidraulica) y a distancia (cierre estomatico) (Hartung et al., 2002). Las
caracteristicas anatomicas y morfométricas de la raiz tienen gran influencia en la capacidad
de adaptacion a la salinidad, el efecto de las sales sobre las raices de las plantas siempre
resulta negativo y se expresa en un crecimiento menor de estos érganos y afecta el
crecimiento general de la planta al reducir el volumen de suelo que exploran las raices
(Bazzaz y Hossain, 2015). Tambien las sales afectan el crecimiento al alterar la absorcion
de agua por las raices, fendmeno que se denomina componente osmotico y es el efecto

inicial que reciben las plantas (NUfiez-Vazquez et al., 2017).

8.1.4 Variables fungicas
El nimero de esporas presente en el indculo se considerd adecuado (Karen et al., 2018).

Respecto a la colonizacion de raices por HMA, en este estudio no se presentaron evidencias
de la aparicion de vesiculas, arbusculos y/o hifas cenociticas (hifas) tipicas de los HMA. Lo

anterior es probable que se deba a que, en la etapa fenoldgica de emergencia, no fue
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suficiente la edad o el desarrollo de las plantulas para que ocurra el proceso simbiotico
entre la planta y el hongo, ya que sino existe exudacion radical no hay reconocimiento entre
el hongo v las raices y el proceso se ve limitado por lo que es de gran importancia el estado
fenolégico en que se encuentre el cultivo (Arriagada et al.,, 2010). De acuerdo con
Ferndndez-Martin (2003) el proceso simbidtico se inicia a partir de una hifa de penetracion,
originada desde una espora germinada (propdgulo de HMA mas resistente), raicilla
infectada o segmento de hifa que se encuentran en el suelo o sustrato y activan su
crecimiento en condiciones de humedad y temperatura adecuadas o sefiales quimicas
favorables. Al hacer contacto con la planta en los pelos absorbentes o células epidérmicas
situadas detrds de la region meristeméatica, se forma una hifa especializada Ilamada
apresorio que funciona como sostén en la fase primaria de penetracion a la raiz. Por su
parte, Colla et al. (2008) mencionan que la colonizacion fangica ocurre de manera continua
y en dos sentidos, hacia el interior y exterior de la raiz. Una vez dentro de la raiz, se origina
una hifa infectiva denominada haustorio, la cual penetra en el interior radical ramificAndose
intensamente de manera dicotomica para formar el arbusculo, estructura micorrizica que
garantiza el intercambio de sustancias esenciales durante la simbiosis y que debe estar
presente para que la planta obtenga los beneficios que reporta este endéfito. Se sabe que los
compuestos exudados por las raices de las plantas (flavonoides, auxinas, strigolactona)
permiten el reconocimiento de los HMA, estimulando la germinacion de esporas, el
crecimiento y ramificacion de las hifas. Para que ocurra este proceso, las plantas realizan el
proceso fotosintético del cual la planta utiliza los elementos necesarios para su desarrollo y
otros compuestos son desechados por las raices a través de los exudados radicales
(Akiyama et al., 2002), por lo que la diversidad de las plantas y su edad son importantes en

este proceso simbidtico (Arriagada et al., 2010).

8.2 Etapa de emergencia utilizando la especie Rhizophagus fasciculatum de HMA

8.2.1 Analisis quimico del sustrato e inoculo utilizados
El sustrato que contenia el indculo utilizado mostré una composicion quimica adecuada por

lo que se considera apropiado para el desarrollo de Rhizophagus fasciculatum (HMA)
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(Swift, 2002). Asimismo, el analisis del sustrato (vermiculita) utilizado en la investigacion
es ideal para albahaca de acuerdo con Castellanos et al. (2000). El anélisis del sustrato
previo a la siembra es importante cuando se realizan estudios relacionados con los HMA,
porque su uso depende del contenido de fosforo que se relaciona con la colonizacion
radicular por HMA. Si existe un nivel alto de P, disminuye el porcentaje de infeccion
micorrizico (Perez et al., 2011). La asociacion simbidtica que se establece entre los HMA y
la planta hospedera se favorece en concentraciones bajas de P, en tal sentido esta situacion
proporciona ventajas a las plantas micorrizadas en cuanto a la absorcion de agua y
nutrientes con respecto a las plantas no micorrizadas, debido a que el micelio externo o
hifas extraradicales que producen estos microorganismos, se extiende a una distancia mayor
en el suelo permitiéndole a las plantulas mayor absorcion de nutrimentos esenciales lo cual
le crea condiciones favorable para su desarrollo (Xie et al., 2014). El crecimiento de la
planta se presenta debido al aumento en la absorcion de P, por la disponibilidad reducida de
este elemento, caracteristico en los suelos tropicales; sin embargo, la simbiosis se reduce o
inhibe si el nivel de P en el suelo es alto y la raiz de la planta lo absorbe por si misma
(Miransari, 2011). Una vez que el hongo establece contacto con las plantas, emite sefiales
que reconoce la planta para que esta no inicie una reaccién de defensa (Gadkar, 2001).
Adicionalmente, la planta libera compuestos de naturaleza volatil o difusible (exudados)
que estimulan el crecimiento de las hifas en diferentes puntos de control mientras se
presenta la colonizacién fangica (Gadkar, 2001). Estudios con HMA muestran diferencias
en cuanto al crecimiento hifal en plantas con ausencia de este elemento, por lo que se
recomienda utilizar sustrato donde el contenido de P sea inferior a las 50 ppm (Swift, 2002)
para que no se afecte el proceso simbi6tico, lo cual resulta acorde con el sustrato utilizado
en este estudio, el cual se caracteriz6 como idoneo para el desarrollo de este

microorganismo.

8.2.2 Tasa y porcentaje de emergencia
Los resultados mostrados para tasa de emergencia (TE) se relacionan con las caracteristicas

propias de la variedad Napoletano al estrés salino, porque esta variedad se caracteriza por

ser tolerante al estrés salino, mientras que Genovese estd clasificada como variedad
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sensible (Reyes et al., 2013a; Batista-Sanchez et al., 2015). Uno de los efectos primarios
del estrés salino es retardar la emergencia de plantulas (Martinez-Villavicencio et al.,
2011). Los resultados de este estudio coinciden con los descritos por Khan et al. (2006)
quienes reportan una tasa de emergencia mayor en las concentraciones menores de NaCl, la
cual disminuy6 conforme se incrementaron las concentraciones de NaCl. Este estudio
mostré una disminucion significativa de TE en las tres variedades conforme se incremento
la concentracion salina resultado que se atribuye al efecto perjudicial que provoca la
salinidad a los cultivos en etapas tempranas (Tavakkoli et al., 2011). En este estudio se
registr6 mayor TE en las plantulas cuya semilla se inocul6 con Rhizophagus fasciculatum
(HMA) lo cual se relaciona con las caracteristicas propias de las variedades al estrés salino
y no a la inoculacion del HMA, pues en esta etapa fenoldgica de la albahaca no se
encontraron arbusculos, estrutura micorrizica que debe estar presente para que la planta
obtenga los beneficios que resporta este endofito (Colla et al., 2008); Mata-Fernandez et al.
(2014) mencionan que el efecto mas comun del estrés salino es la reduccion en la capacidad
de absorcidn de agua, lo cual se manifesta en la capacidad de germinacién y emergencia de
las plantulas, igualmente retarda el crecimiento de las plantulas, ya que afecta varios
procesos fisioldgicos tales como el ajuste osmotico, absorcion de iones, sintesis de proteina,
sintesis de acido nucleicos, actividad enzimatica y balance hormonal; ademas perjudica el
procesos de transporte de agua e iones, lo que promueve toxicidad i6nica y desbalance
nutricional, efecto que se expresa en la respuesta de las variedades a las diferentes

concentraciones de NaCl.

Los resultados del porcentaje de emergencia (PE) mostraron reduccién en concentraciones
de 100 mM de NacCl, resultado que se atribuye al efecto dafiino que causa la salinidad en la
emergencia de plantulas sobre todo en etapas tempranas del desarrollo. Garcia y Jaurequi
(2008) plantean que la salinidad es uno de los factores abioticos que limitan la germinacion,
emergencia y crecimiento debido a que la mayoria de las plantulas son sensibles a esta
condicion. Respecto a la inoculacion con Rhizophagus fasciculatum (HMA) mostraron PE
mayor las plantulas cuya semilla se inoculé con este microrganismo; sin embargo, este

resultado se atribuye mayormente a la tolerancia de las variedades al estrés salino y no
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precisamente a la inoculacion, pues en el periodo de evaluacion no se encontrd
colonizacion radicular. EI PE disminuy6 al incrementarse las concentraciones de NacCl,
resultado que coincide con lo reportado por Pares et al. (2008). Napoletano mostré PE
mayor ya que se considera una variedad tolerante al estrés salino (Reyes et al., 2013 a, b y
c). Las diferencias encontradas en las variedades corroboran que existe una gran
variabilidad como respuesta de estas al estrés salino.

8.2.3 Variables morfométricas
La altura de plantula (AP) fue mayor en Napoletano por ser una variedad tolerante a la

salinidad; sin embargo se observo que a medida que se incrementaron las concentraciones
de NaCl la AP disminuyo, lo cual se relaciona con el efecto del NaCl sobre el crecimiento y
produccion de los cultivos al reducir el potencial hidrico de la solucion del suelo, la
disponibilidad de agua, crea un desequilibrio nutritivo dada la concentracion elevada de
elementos Na’ y CI" que interfieren con la nutricion mineral y el metabolismo celular
(Amini et al., 2007). Las afectaciones en el crecimiento de las plantulas en estadios
tempranos del desarrollo se explican por una reducciéon de la absorcion de agua en el
endospermo, en los ejes embrionarios y una disminucion de la traslocacion de los
carbohidratos hacia estos ejes o por la inhibicion de los procesos de divisidn, alargamiento
y diferenciacion celular asociado al déficit hidrico o al efecto toxico de los iones salinos
(Argentel et al., 2006). Las plantulas de semilla inoculada con Rhizophagus fasciculatum
(HMA) mostraron AP mayor, que se atribuye a la tolerancia de las variedades al estrés y no
a la inoculacion, ya que en esta etapa no hubo desarrollo en el proceso simbiético debido a
la edad del cultivo (Rivera et al., 2003). El hecho de que la AP disminuyd conforme las
concentraciones de NaCl incrementaron se debe a que las sales afectan el crecimiento al
alterar la absorcién de agua por las raices, fendmeno que se denomina componente
osmotico. (Lépez-Sanchez et al., 2018). Resultados similares encontré Batista-Sanchez et
al. (2017) en plantulas de albahaca que disminuyeron su altura conforme los niveles de

NaCl incrementaron.

La longitud de raiz (LR) se afecto por el estres salino, debido a que es el primer érgano que
hace contacto con el medio salino y en las plantas C3 y C4, afecta de muchas formas el
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crecimiento radical, al reducir el alargamiento de las células corticales, epidérmicas y la
longitud radical, causa cambios estructurales en las células meristematicas e induce
cambios estructurales en las raices y escape de iones, lo cual se correlaciona con
alteraciones de las membranas celulares (Munns y Gilliham, 2015). Los resultados de esta
investigacion coinciden con lo afirmado por Hasegawa et al. (2000) quienes mencionan
que, como resultado del estrés osmotico causado por salinidad, las plantas responden con
amplio rango de respuestas fisiologicas a nivel molecular y celular, incluyendo cambios en
el desarrollo y morfologia de las plantas como incremento o disminucion en el crecimiento
de las raices y cambios en el ciclo de vida. Es importante destacar que el funcionamiento
normal de una planta se determina por la proporcion de distintos aniones y cationes en la
solucion nutritiva; ya que tanto el crecimiento de los 6rganos aéreos de las plantas como el
desarrollo del sistema radicular dependen del equilibrio fisiologico de la solucion nutritiva
(Orosco-Alcala et al., 2018) Cuando no existe esta relacion nutrimental debido a efectos
osmaticos ocasionados por salinidad, el desarrollo de la planta en general disminuye, y este
se acentla cuando la salinidad se incrementa (Goykovic y Saavedra, 2007). En estudios con
albahaca, el efecto de las sales en raices disminuyo el crecimiento de éstas, reduciendo
también el crecimiento general de la planta (Aguero-Fernandez et al., 2016). Especies
como Oryza sativa L. también es afectado al reducir 50% el crecimiento de la raiz en
condiciones elevadas de salinidad (Morales et al., 2006) y en Phaseolus acutifolius la
salinidad redujo de 41 a 62 % el sistema radical en concentraciones de 60 y 90 mM de
NaCl (Bahena et al., 2008). Los resultados del presente estudio coinciden con lo sefialado
por Pares y Basso (2013), quienes encontraron al estudiar el efecto del NaCl en el
crecimiento y estado nutricional de plantas de papaya (Carica papaya L.) que a mayores
niveles de NaCl se presentd mayor afectacién negativa en el crecimiento de las plantas

debido al efecto negativo de la salinidad en el desarrollo de los cultivos.

Respecto a la biomasa fresca de parte aérea (BFPA) estudios sefialan que la adaptacion de
una planta a las condiciones salinas depende de la activacion de multiples mecanismos que
se manifiestan macroscopicamente como un crecimiento menor, modificacion de la

relacién parte aérea/raiz, limitacion de la expansion foliar (biomasa fresca) y son
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consecuencia de cambios bioquimicos como el incremento de la sintesis de acido abscisico
y solutos osmoprotectores, fisiologicos como la alteracion de la permeabilidad de la
membrana, los iones y el agua, disminucion de transpiracion y fotosintesis, entre otros
(Chavez y Gonzalez, 2009). La respuesta de la BFPA en este estudio se relaciona con el
efecto que provoca el estrés por salinidad lo cual se manifiesta en una acumulacion menor
de biomasa fresca y seca en las plantulas sometidas al estrés por NaCl, debido al efecto que
resulta de la concentracion elevada de sales disueltas que disminuyen el potencial osmotico
de la solucion y consecuentemente la disponibilidad del agua para las plantas (Tadeo y
Gomez, 2008). Otros estudios atribuyen este efecto al impacto del estrés salino en el
crecimiento y al efecto del estrés osmético en la zona radicular de las plantulas lo cual trae
consigo una reduccion del peso del vastago que coincide con una reduccion de la biomasa

fresca (Urrestarazu, 2004).

La biomasa seca de parte aérea (BSPA) fue mayor en Napoletano en 100 mM y con HMA,
lo cual se atribuye a la capacidad de tolerancia de esta variedad a la salinidad (Reyes et al.,
2013a). Sin embargo, las otras variedades dimisnuyeron la BSPA conforme las
concentraciones de NaCl aumentaron. Este resultado coincide con lo reportado por Pares et
al. (2008) quienes mencionan que la salinidad retarda el crecimiento de las plantas
influyendo en varios procesos fisioldgicos como fotosintesis, ajuste osmotico, absorcion de
iones; en consecuencia, las variables del crecimiento como materia seca, altura de las
plantulas, entre otras, son severamente afectadas. Asimismo, estudios realizados por Posada
et al. (2006) al evaluar el efecto del NaCl en la distribucion de materia seca de Furcraea sp.
Vent utilizando concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 mM de NaCl encontraron que el NaCl
en los sustratos, redujo la cantidad de biomasa seca en las plantas, en el orden de 16.8, 17,
29.8 y 41.7%, para los niveles de 20, 40, 60 y 80 mM de NaCl, respectivamente, en

comparacion con las plantas control.

La reduccion de la biomasa fresca de raiz (BFR) de plantulas conforme se incrementan los
niveles de salinidad, se ha evidenciado en otro estudios que indican que la reduccién del
rendimiento de cultivares de Chloris gayana sometidos a estrés por salinidad se explican

por disminucion en la germinacion y el peso seco del tallo y la raiz, asi como aumento de la
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relacion véstago/raiz (Céccoli et al., 2011), por lo que BFR se convierte en un indicador
importante a evaluar en estudios donde se aplique estrés salino. En presencia de sales, los
niveles elevados de Na" y CI en la planta causan la muerte prematura de tejidos jovenes y
producen clorosis marginal en las hojas, lo cual modifica el area fotosintética activa de las
plantulas, el crecimiento del véstago y la raiz y el contenido de iones en la planta
(Rodriguez, 2006). Por su parte, Batista-Sanchez et al. (2015) reporta que la BFR en
plantas de albahaca se reduce conforme las concentraciones de NaCl incrementan. La
disminucion de la biomasa fresca y seca tanto de parte aérea como de raiz se atribuye al
efecto de la concentracion de sales disueltas que disminuyen el potencial osmético de la
solucion y consecuentemente la disponibilidad de agua para la planta (Khaliq et al., 2014).
Los resultados de este estudio mostraron que el estrés salino limito la absorcion de agua por
las raices, ocasionando cambios similares a los que ocurren ante un estrés hidrico, como la
reduccion inmediata de la velocidad de crecimiento de sistema radicular (Deinlein et al.,
2014). Las afectaciones en el crecimiento y la acumulacion de biomasa en las plantas en
condiciones salinas, se mantienen a través de todo su ciclo vegetativo; sin embargo, se
requiere atencion especial durante el periodo inicial de crecimiento de las plantulas, una vez
aplicado el estrés abidtico, el cual se caracteriza por las variaciones que ocurren en los
procesos del metabolismo de las plantas (Khaliq et al., 2014). La acumulacion de biomasa
seca se utiliza ampliamente como una medida de crecimiento de la planta, porque expresa
un balance entre la produccidn total de fotoasimilados y la respiracion. Segun Shani y Ben-
Gal (2005) esta reduccion como consecuencia de la salinidad se asocia con disminuciones
equivalentes en la absorcion de agua debida a un efecto osmoético. Estudios relacionados
con la biomasa seca de raiz (BSR) de Chloris gayana en condiciones de salinidad (0, 100 y
200 mM de NaCl) disminuyd en un 43% en concentraciones de 200 mM de NaCl respecto
al control (Céccoli et al., 2011). Los valores de Biomasa seca en raiz obtenida en los
tratamientos salinos en este estudio se atribuyen a la restriccion en el crecimiento celular
que provoca el estrés salino en las plantulas, debido a un estrés fisiologico, a la
interferencia de los iones salinos con la nutricion de las mismas y a la toxicidad de iones
acumulados que conducen a la muerte celular que a su vez afecta la biomasa seca de la raiz

(Chavez y Gonzales, 2009). Otros estudios demuestran que el desarrollo de las raices y
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otras variables del crecimiento como la biomasa seca, longitud de células corticales y el
area superficial y radical de O. ficus-indica disminuyen al aumentar la salinidad (Murillo-
Amador et al., 2001). Segun Suwa et al. (2006) mostraron que tratamiento con
concentraciones crecientes de NaCl disminuyeron el crecimiento de las plantas de tabaco

(Nicotiana tabacum SR1) y con ello la acumulacion de biomasa seca.

8.2.4 Variables fungicas
Se consider6 adecuado el numero de esporas presente en el indculo utilizado para este

estudio (Hernandez-Acosta et al., 2018). Respecto a la colonizacion de raices por HMA, en
este estudio no se presentaron evidencias de la aparicion de vesiculas, arbusculos y/o hifas
cenociticas (hifas) tipicas de los HMA. Lo anterior es probable que se deba a que, en la
etapa fenoldgica de emergencia, no fue suficiente la edad o el desarrollo de las plantulas
para que ocurra el proceso simbiotico entre la planta y el hongo (Rivera et al., 2003), pero
si se observd micelio vegetativo de HMA en contacto con las raices de las plantulas de
albahaca (Figura. 3). Los testigos sin inocular no presentaron evidencia de colonizacion
esto se debe a las condiciones que se trabajo ya que se utilizd sustrato con previa
esterilizacion (Figura. 4).

8.3 Efecto de Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en
la morfometria, mecanismos fisioldgicos y fungicos de variedades de albahaca en la
etapa de crecimiento vegetativo inicial

8.3.1 Anélisis quimico del sustrato
La calidad del sustrato elegido es el principal factor del cual depende el éxito de un cultivo.

Los sustratos empleados para el cultivo de plantas en maceta tienen una composicion muy
variable, desde suelo mineral u otros componentes inorganicos, hasta materiales organicos
naturales o sintéticos; cominmente se usan mezclas de ambos tipos de ingredientes, en
proporciones variable pero cuando se van a utilizar en estudio con HMA se debe ser muy
cuidadoso al momento de escoger el sutrato (Callejas-Ruiz et al., 2009). El sustrato
(vermiculita) utilizado en la investigacion es ideal para albahaca de acuerdo con
Castellanos et al. (2000).
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8.3.2 Variables morfométricas
La altura de las plantas fue mayor en Nufar, seguido por Napoletano y por ultimo

Genovese. Tal resultado pudiera estar relacionado con la capacidad de respuesta de estas
variedades al estrés y a la inoculacion con HMA. Las plantas inoculadas mostraron altura
mayor aun cuando las concentraciones de sales estuvieron en 100 mM de NaCl. Esta bien
documentado que los HMA estimulan mecanismos fisioldgicos que incrementan la
tolerancia de las plantas y tienen el potencial de mejorar su crecimiento en condiciones
ambientales normales y de estrés inducido (Abd-Allah et al., 2015a, b; Hameed et al.,
2014; Wu et al., 2014). Las plantas colonizadas con HMA presentan en general un
crecimiento y vigor mayor (Ahanger et al., 2014; Abd-Allah et al., 2015a), lo cual esta
estrechamente relacionado con los cambios morfométricos, nutricionales y fisioldgicos
inducidos en las plantas colonizadas, que contribuyen a incrementar su resistencia a las
tensiones abioticas. Los HMA modifican la raiz, permitiendo un alcance mayor al agua y a
elementos esenciales que se encuentran en el suelo y son vitales para el buen desarrollo de
los cultivos, superando a las plantas no micorrizadas en condiciones de estrés (Algarawi et
al., 2014).

Mujica y Fuentes (2012) inocularon plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
sometidas a estrés salino, utilizando la especie Glomus cubense, observando incrementos en
altura de las plantas, nimero de flores, nimero de frutos y rendimiento (t ha™), aun cuando
el estudio se realizd fuera de época y en condiciones de estrés por NaCl. Por su parte,
Navarro et al. (2012) estudiaron el efecto de la conductividad eléctrica (CE) (1, 3,y 6 dSm’
1) sobre variables de respuesta del crecimiento, calidad de las plantas y absorcién de iones
en clavel cultivado en maceta, e inoculado con diferentes cepas de HMA (Glomus
intraradices, GIl y GIII). Las plantas crecieron en un sustrato comercial (turba) y los
resultados mostraron que la halotolerancia se increment6 cuando las raices se colonizaron
con G. intraradices. Estos resultados mostraron que los usos de los HMA inducen un efecto
benéfico en el crecimiento de las plantas, nimero y tamafio de las flores, hojas y concluyen

que es muy efectivo el uso de micorrizas para mitigar el estres salino por NaCl en clavel.
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Estudios similares encontré Khalil (2013) al evaluar la eficiencia de los hongos
micorrizicos arbusculares especie Rhizophagus intraradices en tres portainjertos de Vitis
vinifera L. (Dogridge, 1103 Paulsen y armonia) como mitigador del estrés salino, se
regaron a tres concentraciones de NaCl (0.65, 1.56 y 4.68 dS m™). Las variables evaluadas
fueron, altura de planta, didmetro del tallo, area foliar, nUmero de hojas totales/planta y el
peso seco total. El resultado mostré que los tratamientos inoculados con HMA tenian
parametros de crecimiento significativamente mayores en comparacion con los no
inoculados. Los resultados muestran que la longitud de la raiz se increment6 lo cual pudiera
estar relacionado con los mecanismos de accion de estos microorganismos para mitigar el
estrés salino al mejorar la absorcion y captacion de nutrientes (Evelin et al., 2012). Estudios
realizados por Vega et al. (2000) muestran que en plantas de tomate inoculadas con el
HMA especie G. fasciculatum, la longitud de la raiz fue superior respecto a las plantas
testigo sin inocular, lo cual esta en correspondencia con lo obtenido en este estudio donde
el sistema radical de las plantas se estimulé por la accion de los HMA. Uno de los
beneficios reportado por los HMA esta dado por el abundante micelio intra y extrarradical

que desarrollan las plantas inoculadas.

En este estudio se observd una tendencia a disminuir los valores de BFPA, conforme se
incrementaron las concentraciones de NaCl. Sin embargo, a pesar de este resultado se
observo una respuesta favorable de la variedad Nufar que pudiera estar relacionada con las
caracteristicas propias de esta variedad, por la capacidad de respuesta ante el estrés por
NaCl, pero también se hizo evidente un efecto favorable, asociado a la inoculacién con
HMA vy su accion atenuante del estrés por NaCl. Se considera que, en suelos salinos, los
HMA mejoran el suministro de nutrientes minerales a las plantas, especialmente el
suministro de fésforo que es precipitado por iones como Ca?*, Mg?* y Zn** (Porras-Soriano
et al., 2009). Ademas, se ha reportado un efecto nutricional, debido a que los HMA
benefician procesos fisioldégicos como la capacidad de absorcion de agua por las plantas, al
incrementar la conductividad hidrica de las raices y favorecer la adaptacion del balance
osmotico y la composicion de carbohidratos (Sharifia et al., 2007). De esta manera, los

resultados del estudio confirman que los HMA atendan los efectos adversos del exceso de
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sal acumulada en las raices (Giri y Mukerji, 2004). Esta bien documentado que la salinidad
afecta el desarrollo normal de los cultivos (Fatma et al., 2014) y en tal sentido, esto pudiera
relacionarse con el efecto osmotico que presentan las plantas en condiciones de estrés
salino, que va desde una reduccion en el crecimiento debida a una alteracion de procesos
fisiologicos como la fotosintesis, la actividad enzimética y la homeostasis idnica, hasta la
muerte de las plantas (Porcel et al., 2012; Fatma et al., 2014). En este estudio se observé
una respuesta favorable en albahaca variedad Nufar, corroborando que la inoculacion con
HMA es una variante eficiente para mitigar los efectos causados por la salinidad en los
cultivos, resultado que esta en correspondencia con la eficiencia de los HMA para mitigar
el estrés salino. Qiang-Sheng et al. (2010) realizaron un estudio para determinar el efecto
de las micorrizas arbusculares (AM) Glomus mosseae y Glomus vesiforme en Poncirus
trifoliata en condiciones de estrés salino por NaCl (0 y 100 mM de NaCl), observando
valores mayores en las variables del crecimiento en las plantas inoculadas con HMA,
respecto al testigo sin inocular.

La biomasa seca parte aérea mostrd una respuesta positiva en Nufar con respecto a
Napoletano y Genovese. Este resultado pudiera estar en correspondencia con la capacidad
de respuesta de esta variedad al estrés salino y al efecto sinérgico de la inoculacion con
HMA, ya que se ha reportado por autores como Mendes et al. (2016), la accion benéfica de
los hongos micorrizicos para mitigar el estrés salino en plantas. Harris et al. (2011)
evaluaron el efecto de un in6culo mixto y un consorcio de siete especies de HMA nativas
del Desierto Sonorense asociados con Cucurbita pepo var. Pepo cultivado en condiciones
de sequia, salinidad alta y baja. Sus resultados mostraron que las variables de respuesta
evaluadas, tales como peso seco del vastago y la raiz, porcentaje de humedad foliar,
potencial hidrico y osmético y porcentaje de colonizacion radicular, se incrementaron con
el in6culo mixto de cepas nativas de HMA, disminuyendo el estrés fisiolégico en Cucurbita
pepo var. pepo causado por la sequia y la salinidad. Los autores concluyeron que la
inoculacion con los HMA es una alternativa eficiente como agentes mitigadores del estrés
salino en este cultivo, lo cual confirma los resultados del presente estudio con albahaca.

Este resultado confirma el efecto benéfico de HMA en la mitigacion del estrés salino.
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Sinclair et al. (2014) realizaron un estudio para determinar el efecto de los hongos
micorrizicos arbusculares Funneliformis caledonius, Funneliformis mosseae y Rhizophagus
irregularis en la fresa (Fragaria ananassa Duch), variedades Albion, Charlotte y Marina,
en cuatro condiciones salinas (0, 50, 100 y 200 mM de NaCl). Estos autores observaron que
la biomasa vegetal de las plantas de fresa disminuy6 con el aumento de la salinidad. Las
variedades de fresa evaluadas respondieron de manera diferente, tanto a la inoculacion con
HMA como a los niveles de salinidad, pero invariablemente, las plantas inoculadas
presentaron valores superiores en las variables de respuesta evaluadas, biomasa aérea,

longitud de raices, biomasa de la raiz con respecto al grupo testigo sin inocular.

La biomasa fresca de la raiz resulto ser mayor en Nufar en 0 mM de NaCl con HMA. Este
resultado pudiera atribuirse al efecto que ocasionan los HMA a los cultivos se ha
demostrado que la colonizacion micorrizica en las raices produce un efecto benefico en las
relaciones hidricas de las plantas lo cual se manifiesta a través de una conductividad hidrica
mayor de la raices por unidad de masa seca lo cual favorece considerablemente la
conductividad estomatica y por lo tanto una tasa fotosintética mayor lo cual se manifiesta
en un crecimiento mayor en biomasa seca parte aérea y raiz de las plantas y especialmente
en el area foliar (Dell” Amico et al., 2002).

Los valores relacionados con la biomasa seca de la raiz estdn en correspondencia con el
efecto que causo la inoculacion de los HMA en albahaca lo cual se debe al incremento de la
absrocion de nutrientes y agua ain en tensiones abi6ticas causadas por el estrés salino
(Zuccarini y Okurowska, 2008). Los mecanismos diferentes utilizados por los HMA para
mejorar la tolerancia al estrés salino de la planta huésped incluyen mejorar la absorcion de
nutrientes, especialmente de P (Evelin et al., 2009), reduciendo la captacion de sodio y
cloro y afectando su movimiento a las partes aéreas de la planta (Al-Karaki, 2006),
aumentando la captacion de agua (Ruiz-Lozano y Azcon, 2000), manteniendo el equilibrio
ionico para mejorar la absorcion de nutrientes y estimular la captacion selectiva (Evelin et
al., 2012), aumentando la sintesis y la eficacia de algunas enzimas (Wu et al., 2010) y el
aumento de la capacidad de producir y acumular prolina en tejidos de las plantas

simbiontes (Ibrahim et al., 2011). Otros mecanismos de los HMA ayudan a las plantas a
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ajustar su estado osmotico (ajuste osmatico), que ayudan a mantener la presion de turgencia
en las hojas en buen estado, mejora el equilibrio entre la fotosintesis y transpiracién y la
eficiencia en el uso del agua y conductividad estomatica en las plantas huésped (Auge' et
al., 2008). Ademas, los HMA estimulan los procesos fisiologicos de la planta huésped tales
como capacidad de absorcién de agua a través del aumento de la conductividad raices y
regulando el estado osmdtico, asi como la sintesis de carbohidratos (NUfiez-Vazquez et al.,
2017)

El &rea foliar es importante porque un valor alto expresa un funcionamiento fisiologico
adecuado de las plantas. En este estudio, el area foliar se estimulé por la capacidad de
respuesta de Nufar a la salinidad y a la inoculacion con HMA. En este sentido, los HMA se
caracterizan por estimular diversos mecanismos fisioldgicos de las plantas para mitigar los
dafios causado por el estrés salino (Daei et al., 2009). Los hongos micorrizicos arbusculares
han sido estudiados por su capacidad para disminuir los efectos de la salinidad, y se ha
informado que la simbiosis que se establece con la planta huésped ayuda aliviar los efectos
que causa la salinidad. Esto ha sido comprobado en estudios realizados en plantas de
lechuga (Lactuca sativa L.) y de maiz (Zea mays L.) (Aroca et al., 2013), donde los
resultados revelaron un efecto mitigador de la salinidad, asociado a la inoculacion de HMA,
para las condiciones del estudio. Este resultado pudiera justificarse por la accion de los
HMA, las asociaciones con los hongos micorrizicos arbusculares mejoran el crecimiento de
las plantas huésped mejorando las caracteristicas del suelo rizosférico (Ahanger et al. 2014;
Hodge y Storer 2015) y mediante la mejora en la movilizacion y la adopcion de varios
elementos mediante la modificacion de la arquitectura de las raices (Ahanger et al., 2014;
Hameed et al., 2014; Hodge y Storer, 2015; Wu et al., 2010).

8.3.3 Variables hidricas
Los valores de potencial hidrico en este estudio estuvieron en todos los casos mayores en la

variedad Nufar en 0 mM de NaCl y con HMA. Las micorrizas arbusculares mejoran el
desarrollo de las plantas, benefician la estructura del suelo (Al-Khaliel, 2010) lo cual se
relaciona con varios procesos fisiologicos en plantas huésped. Un aspecto importante de los

HMA esta dado por el efecto benéefico sobre los agregados del suelo mejorando asi la
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retencion de humedad lo cual se manifiesta en un aumento en el potencial hidrico del suelo
mismo que favorece la absorcion de agua y nutrientes para las plantas mediante la
conductividad de las raices (Perez et al., 2014). Estos cambios estimulan el crecimiento de
las plantas, la conductividad hidraulica y posteriormente disminuye el efecto de iones
toxico inducido por la salinidad (Medina-Garcia, 2016). El resultado obtenido en este
estudio pudiera relacionarse con el efecto que causa la inoculacién con HMA, ya que los
hongos micorrizicos realizan diversas e importantes funciones en su asociacién con las
plantas. Esto incluye un aprovechamiento mas eficiente de los nutrientes en la zona radical,
a partir de un aumento en el volumen de suelo explorado, una resistencia mayor a las
toxinas, incremento de la translocaciéon y solubilizacion de elementos esenciales, y un
aumento de la tolerancia a condiciones abioticas adversas como sequia y salinidad, entre
otras (Evelin et al., 2013).

El contenido relativo de agua mostré una respuesta favorable en Nufar en 0 mM de NaCl y
con HMA. Los estudios ecofisiologicos de la funcion de la simbiosis micorrizica arbuscular
en la proteccion de las plantas respecto a la sequia y salinidad, demuestran que la simbiosis
que se establece entre el hongo y la planta hospedera origina una alteracion de la tasa de
movimiento de agua dentro y hacia fuera de las plantas hospederas, con efectos sobre las
relaciones hidricas y la fisiologia de las plantas Pérez y Peroza (2013). Por lo tanto, se
acepta que la simbiosis micorrizica arbuscular protege a la planta hospedera frente al déficit
hidrico a través de una combinacion de efectos fisicos, nutritivos y celulares (Ruiz-Lozano
y Aroca, 2010). Los HMA incrementan el area de contacto de la raiz con el suelo,
asegurando la continuidad entre la superficie absorbente radicular y la solucion del suelo,
optimizando la interaccion del suelo con las raices (Jurkiewics et al., 2010). Los HMA se
caracterizan por desarrollar una estructura en forma de un diminuto arbolillo en las células
del parénquima radical, una estructura llamada “arbusculo”, que es el sitio de intercambio
entre la planta y el hongo. Ademas, el sistema micorrizico esta formado por un conjunto de
hifas (micelio) que estdn conectadas con el tejido de la raiz y que salen de ella
ramificandose en el suelo. EI micelio que se encuentra en el suelo forma una red de hifas
capaces de interconectar a las raices y de permitir el flujo de agua y nutrimentos entre ellas
(Hajiboland et al., 2010).
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8.3.4 Variables fungicas
El numero de esporas presente en el indculo fue adecuado para que se estableciera la

simbiosis micorrizica, resultados similares encontr6 Gloria et al. (2010) al seleccionar
cepas de hongos micorrizicos arbusculares mas efectivas para la canavalia ensiformis
cultivada en suelo ferralitico rojo los tratamientos consistieron en sembrar dos semillas de
Canavalia ensiformis por maceta y afiadir 10 g de indculo certificado (25 esporas de HMA
por g™ de indculo), obteniéndose los mejores resultados en los tratamientos inoculados con
respecto al testigo sin inocular. El porcentaje de colonizacién observado en el tejido
radicular de albahaca mostrd nulo porcentaje de colonizacion en los tratamientos sin
inocular. En este estudio se observd una colonizacion autentica en los tratamientos
inoculados; sin embargo, hubo disminucion en el porcentaje de colonizacién pese al
incremento de la concentracion de NaCl. Este resultado no afectd el beneficio reportado por
este enddfito en albahaca, lo cual es evidenciado por los valores en las variables evaluadas,
con valores superiores obtenidos en las plantas inoculadas con HMA. El porcentaje de
colonizacion es una variable de gran representatividad en la funcionalidad de la simbiosis
micorrizica arbuscular (Rivera et al., 2003). El hecho que este microorganismo inoculado
haya sobrevivido, adaptado y establecido en un habitat diferente, indica que fueron
influidos favorablemente por el ambiente de la rizésfera y las condiciones del sustrato
donde se estableci6 la especie vegetal en estudio. La literatura sobre la simbiosis
micorrizica arbuscular muestra que no existe un valor umbral de colonizacién de las raices
para que se produzca la mejora del crecimiento vegetal. Esto depende mas bien de las
especies vegetales y flngicas que participan en la simbiosis y de las condiciones especificas
del cultivo. Sin embargo, generalmente se asume que una tasa mayor de colonizacion de las
raices por el hongo mejorara los efectos de HMA sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Seema y Garampalli, 2015).

Los resultados de este estudio indican que las plantas inoculadas con HMA tuvo una
respuesta superior a los controles, siendo mas efectivo en estas condiciones, al lograrse
incrementos significativos en las variables morfofisiologicas evaluadas. Tal resultado se
relaciona con el grado de infectividad y efectividad de esta especie de hongo en la zona

rizosférica de las plantulas de albahaca cultivadas en estas condiciones.
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8.3.5 Variable fisiologica
La tasa fotosintetica fue mayor en Nufar y Napoletano ain en condiciones de NacCl, tal

resultado se debe a las caracteristicas propia de estas variedades y a la inoculacién con
HMA. Hubo una tendencia a disminuir la fotosintesis al aumentar las concentraciones
salinas esto se debe al dafio que ocasiona la salinidad al proceso; sin embargo, la respuesta
fue mas representativa cuando se inoculd6 con HMA. Una observacion general es que la
simbiosis resulta benéfica en la toma de nutrientes, acumulacion de compuestos
osmoreguladores, aumento de la tasa fotosintética y en la eficiencia del uso de agua (Porcel
et al., 2012), sugiriendo una combinacion de efectos fisiologicos, moleculares y
bioquimicos para mejorar el estado fisioldgico de las plantas (Sheng et al., 2008). La
salinidad afecta el proceso de la fotosintesis, propiciando una disminucion parametros de
crecimiento en plantas (Perez et al., 2014). Principalmente en las enzimas relacionadas con
la sintesis de pigmentos fotosintéticos, asi como con la absorcion de nutrientes esenciales
para la clorofila. Algunos estudios han observado que al inocular plantas con cepas de
HMA, se presentan mejoras en procesos fisiologicos como la actividad fotosintética y un
incremento en el uso eficiente del agua (Hajiboland et al., 2010). Un estudio sobre el efecto
de los HMA en la tolerancia a salinidad en maiz mostré una mejora en la actividad
fotosintética de las hojas; esto debido a una capacidad de intercambio de gases mejor
(Sheng et al., 2008). Resultados similares reportaron Zuccarini y Okurowska (2008) en
plantas de albahaca. Las plantas inoculadas con HMA generalmente muestran habilidad
para la absorcion de nutrientes y la tolerancia a estrés bidtico y abiotico (Pozo et al., 2015).
En la mayoria de los casos estudiados, la simbiosis fangica alivia el estrés hidrico y el
causado por salinidad, aumentando la tolerancia de las plantas a la sequia (Augé et al.,
2015). Uno de los mecanismos de regulacién del estrés en plantas es la osmoregulacion;
este proceso les permite mantener la turgencia celular, asi como procesos celulares como el
control de los estomas y la fotosintesis. Para lograrlo, las plantas sintetizan solutos
organicos como prolina, pinitol o el manitol entre otros (Colmer y Flowers, 2008); estos
funcionan como osmoprotectores, expulsando radicales libres y protegiendo estructuras
sub-celulares del dafio por salinidad. La colonizacién por hongos micorrizicos ha

demostrado que puede prevenir la translocacion de iones Na® hacia las partes aéreas,
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ademas de aumentar la absorcion radicular de iones K*, manteniendo asi un radio alto K",
Na® y el equilibrio osmdtico, protegiendo los procesos enzimaticos (Talaat y Shawky,
2011). De acuerdo con Taiz y Zeiger (2006) cuando las plantas estdn expuestas al estrés
hidrico o salino, la tasa fotosintética disminuye, principalmente debido a una reduccién en
las estomas y, en consecuencia, la entrada de CO,, de este modo reduciendo la produccion
de fotoasimilados. El uso de agua salina para riego, promueve la acumulacion de sales en el
perfil del suelo; sin embargo, cuando se aplica un volumen de agua superior a la
recomendada, existe una reduccion en la acumulacién de sal en la capa superficial, lo que
resulta en una distribucion mejor de sales en el perfil (Assis et al., 2007). Estudios
realizados por Elhindi et al. (2017) en albahaca en condiciones de estrés salino, con una CE
de 5dS m*y 10 dS m™, se registré un incremento en las variables de crecimiento,
contenido de clorofila, intercambio de gases, eficiencia fotosintética, contenido de prolina,
uso eficiente del agua y absorcion de nutrientes en las plantas de albahaca micorrizadas con
el HMA Glomus deserticola, lo cual propicio un mayor crecimiento, vigor y productividad

general del cultivo.

8.4 Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl en el
crecimiento, morfometria, mecanismos fisioldgicos, bioquimicos, fungicos, produccion
de compuestos osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de
albahaca sometidas a estrés por NaCl en la etapa productiva

8.4.1 Anélisis quimico del sustrato
Se encontré que el tipo de suelo o sustrato y presumiblemente su fertilidad asociada,

determinan el comportamiento y funcionamiento micorrizico. En este sentido es de destacar
que el andlisis previo del sustrato a utilizar reviste gran importancia. En este estudio el
sustrato (vermiculita) utilizado en la investigacion es ideal para un mejor funcionamiento
de la simbiosis entre el hongo vy la planta hospedera (albahaca) de acuerdo con Rivera et al.
(2016).

8.4.2 Variables morfométricas
La salinidad se considera uno de los principales estreses abidtico que causa disminucién en

la produccion y el rendimiento de los cultivos (Munns y Gilliham, 2015). Tal planteamiento

se debe a que la salinidad de los suelos, que provoca directa o indirectamente,
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desequilibrios fisiologicos en las plantas (Marinoni et al., 2017) y esto a su vez se
manifiesta en una disminucion de los valores de variables importantes que reflejan el
crecimiento y desarrollo de un cultivo. En este estudio, la altura de las plantas en la etapa
productiva disminuyd conforme las concentraciones de NaCl se incrementaron; sin
embargo, las plantas inoculadas mostraron altura mayor en comparacion con las no
inoculadas. La salinidad no solo reduce el rendimiento de los cultivos, sino que también
altera el equilibrio ecologico del area (Aggarwal et al., 2012). Los hongos micorrizicos
arbusculares actian como reguladores del crecimiento y mitigan los efectos nocivos de
plantas expuestas al estrés salino. Las plantas que crecen en los campos estan rodeadas por
diversos microorganismos como bacterias y hongos que ayudan y mejoran el crecimiento
de la planta y rendimiento en diversas condiciones de estrés (Avila-Peralta et al., 2015).
Para enfrentar el estrés, los hongos micorrizicos normalizan el mecanismo de absorcién en
las plantas mediante el suministro de nutrientes esenciales. De esta forma, la planta
recupera la maquinaria del balance de agua, mejorando su capacidad de tolerancia y, por lo
tanto, soportar el estrés salino (Porcel et al. 2012). En tal sentido, se obtuvieron
incrementos en indicadores de crecimiento y desarrollo al evaluar el efecto de la
inoculacion de la cepa Glomus cubense en Brachiaria decumbens y Panicum maximun
(Prieto et al., 2011). Resultados similares encontré Hashem et al. (2016) en soya donde la
inoculaciéon con HMA estimulé el crecimiento, mitigé el dafio a la membrana inducido por
la sal, tales resultados indican que HMA mejora el rendimiento simbiético de los genotipos
de soya independientemente de estar sometida a estrés salino. Por otra parte, Khalid et al.
(2017) reportan en plantas de albahaca que la inoculacion de micorrizas aumentd
significativamente el contenido de clorofila y la eficiencia de uso de agua. Las plantas de
albahaca parecian tener dependencia alta a la micorrizacion, observandose un estimulo en
el crecimiento de la planta, la eficiencia fotosintética, el intercambio de gases y eficiencia
del uso del agua en estrés de salinidad. En este estudio, hubo evidencia que la colonizacion
con HMA mostré ser muy eficiente en la mitigacion del estrés salino en albahaca. La
inoculacion de micorrizas aumentd la tasa de crecimiento de la planta medido en la altura.
Este resultado esta en correspondencia con informes de literatura con otras especies de

plantas (Ouahmane et al., 2007).
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La acumulacion de biomasa en términos generales mostrd una respuesta favorable a la
inoculacion con HMA. En este estudio al aumentar las concentraciones de NaCl disminuy6
la BFPA; sin embargo, hubo una respuesta positiva en las plantas inoculadas con HMA.
Los resultados indican que el tipo de indculo adn en condiciones de estrés por NaCl
favorecieron la acumulacion de biomasa tanto del sistema aéreo como radical. Resultados
similares encontr6 Carmen et al. (2008) en condiciones de invernadero utilizando un
inéculo de HMA, fertilizacion y aplicacion de materia organica sobre el porcentaje de
asociacion de HMA en plantas de banano, asi como en la acumulacién de materia seca
foliar y radical. Los resultados mostraron que los factores que mas incidieron en la
asociacion, asi como en la acumulaciéon de biomasa en toda la planta fue producto de la
inoculacion.

El aumento del area foliar en las plantas inoculadas con HMA se relaciona con el uso mas
eficiente de las radiaciones solares y por consiguiente incremento de los procesos
dependientes de la luz como son la fotosintesis, la reduccion del NO* vy la asimilacion del
NH*. Ademas, se puede incrementar la actividad respiratoria producida por un aumento de
sustratos respiratorios emergentes de la fotosintesis. Tal resultado trae como consecuencia
un incremento en la produccién de biomasa. Por otra parte, si se relacionan los resultados
obtenidos en el incremento de la biomasa fresca y seca de la hoja y el area foliar es posible
atribuir una accion de los HMA sobre el aumento en el &rea foliar, la cual se relaciona con
el efecto causado por los HMA. Resultados similares report6 lldermaro et al. (2017) en un
ensayo con el objetivo de evaluar el efecto de tres especies de HMA y el estiércol bovino,
en el crecimiento inicial y contenido de pigmentos en aji (Capsicum frutescens) cv.
Misterioso. Transcurridos 55 dias del trasplante, se determin el porcentaje de colonizacion
micorrizica, altura de planta, nimero de hojas y nudos, longitud de la raiz, biomasa seca de
la raiz y aérea, proporcion raiz parte aérea, area foliar, indice de area foliar, contenido de
clorofila a, b y carotenoides. Se encontraron diferencias significativas para todas las
variables. Se concluye que los tratamientos inoculados con F. mosseae favorecié variables
de crecimiento inicial de las plantas en la etapa fenoldgica del cultivo. Estudios realizados
por Claudia et al. (2009) en aji (Capsicum annuum L.) utilizaron dos especies de HMA,

obervaron un incremento del area foliar en las plantas inoculadas. Ademas, se observo la
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precocidad de la produccion de fruta. Si bien el desarrollo radicular se ve limitado ante el
estrés por NaCl, los HMA influyeron positivamente en este estudio en la etapa productiva.
Tal resultado esta relacionado con el efecto favorable que ofrecen los HMA en condiciones
de salinidad (Robert et al., 2014). Ruiz-Lozano y Azcon (2000) sefialan que la presencia de
HMA permite a las raices de las plantas alcanzar un crecimiento mayor en comparacion con
plantas no micorrizadas, debido a un aumento en la cantidad de nutrimentos transferidos al
tejido radical. Este resultado corrobora lo observado por Cuenca et al. (2006) quienes
obtuvieron una relacion vastago-raiz favorable al vastago en varias especies inoculadas con
G. manihotis. Asimismo, Flores y Cuenca (2004) reportaron una proporcion vastago-raiz
que indicaba 3 a 4 veces mayor crecimiento de la parte aérea de plantas de Oyedaea
verbesinoides inoculadas con G. manihotis. Al respecto, los autores sefialaron que dicha
proporcion se ha asociado tanto con la dependencia micorrizica como con la adaptacion a
ambientes pobres en nutrientes, asi como con la especie hospedera. Gémez et al. (2008)
estudiando una poblacion de Meloidogyne incognita en tomate (Lycopersicon esculentum
M.), observaron un uincremento en la biomasa radicular en todas las plantas tratadas con
micorrizas. Por su parte, Yonaisy y Larry (2017) realizaron un estudio con el objetivo
evaluar el efecto de hongos micorrizicos arbusculares (R. intraradices) y FitoMas®-E en la
produccion de biomasa de Pennisetum purpureum Sch. cv. Cuba CT-115. Se evaluaron
indicadores de funcionamiento fungico, contenidos foliares de N, P y K, asi como el
rendimiento en masa seca. Los resultados mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos en estudio. Se encontrd que el tratamiento con R. intraradices y FitoMas®-E +
25 kg ha® de urea alcanzé valores de 5.7 t ha’ de materia seca en un corte. Con la
aplicacion de estos productos se incrementa la produccién de biomasa. El beneficio
reportado por el uso de las asociaciones micorrizicas en indicadores de crecimiento y
desarrollo de las plantas, particularmente en suelos tropicales, ha sido probado por varios
estudios (Verbruggen et al., 2013). Los resultados obtenidos con respecto a la biomasa y
seca de la raiz reflejan la accion de los HMA ante este 6rgano. La proporcion raiz/vastago
de la planta es un factor dependiente de la distribucion de los fotoasimilados, que podria
estar influenciada por estimulos ambientales y por la capacidad vegetativa de la planta para

modificar la distribucion de biomasa en los diferentes drganos para tolerar condiciones
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adversas (Casierra, 2006). Las plantas inoculadas presentaron valores altos con respecto a
las plantas no inoculadas.

Flores y Cuenca (2004) sefialaron que la estimulacion de la captacién de elementos
minerales y la subsiguiente translocacion de éstos a la parte aérea, ocasiona que se dirijan a
la raiz relativamente menos productos de la fotosintesis, y que una mayor proporcion de
éstos sea retenida en la parte aérea, utilizada en la produccién de materia verde. Como
consecuencia, la relacion biomasa seca de la parte aérea-raiz puede incrementarse en las

plantas colonizadas por HMA.

8.4.3 Variables hidricas
El contenido relativo de agua mostr6 una tendencia a disminuir pese a que aumentaron las

concentraciones de NaCl; sin embargo, los tratamientos inoculados estuvieron muy por
encima aun cuando se sometieron a concentraciones de 100 mM de NaCl. Hossain et al.
(2011) sefialaron una disminucién significativa en el CRA, con el incremento de la
concentracion salina en Arachis hipogea L. Esta disminucion fue del 13 % comparado con
el control a la concentracion de 200 mM de NaCl. Lefi y Ben (2014) observaron una
disminucion en el CRA al evaluar la respuesta de dos especies del género Pistacia en
condiciones salinas. En trigo, Abdelmalek y Khaled (2011) constataron la reduccion
significativa del CRA (24 %), con los niveles de salinidad aplicados y la correlacionaron
con la disminuciéon del potencial hidrico y el potencial osmético verificados en el
experimento. Asimismo, Akbari et al. (2012) observaron una disminucién significativa del
CRA al aplicar 5, 10 y 15 dS m™ de salinidad en condiciones de invernadero a cuatro
variedades de trigo. Shanker et al. (2014) constataron una reduccion significativa del CRA
en concentraciones salinas mayores que 3 dS m™ al evaluar la respuesta de cinco cultivares
de Brassica Juncea L.; mientras Quin et al. (2010) en plantulas de Shepherdia Argéntea
(Pursh) Nutt, observaron una disminucion del contenido relativo de agua en las
concentraciones salinas de 400 y 600 mmol/L de NaCl.

Con respecto al potencial hidrico y al contenido relativo de agua se observo una respuesta
similar en todos los casos hubo una tendencia desfavorable pese se fueron incrementando

las concentraciones salinas sin embargo en todo momento los tratamientos inoculados con
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HMA mostré un potencial hidrico menos negativo en las plantas respuesta, este resultado
esta relacionado con el efecto de los HMA en la sintesis de sustancias osmorreguladoras
como prolina, lo que favorece el equilibrio hidrico en las células y por ende se espera un
crecimiento y desarrollo mayor de las plantas ain en condiciones de estrés abidtico (Nufiez
-Véazquez et al., 2017). Otros autores plantean que la accion mitigadora de los
biestimulantes se debe a la estimulacién del crecimiento del sistema radical de las plantas
tratadas, que le permiten una zona de exploracion mayor en el suelo logrando una absorcion

de agua mayor (Bazzaz y Hossain, 2015).

Algunos estudios indican que la colonizacién por HMA ayuda a las plantas en situaciones
de estrés salino. Las plantas inoculadas con HMA pueden mantener un contenido relativo
de agua mayor en comparacién con plantas sin inocular (Sheng et al., 2008). Este efecto
esta dado por la mejora de la conductividad hidraulica de la raiz en estrés salino (Kapoor et

al., 2008). Resultados similares a los reportado en este estudio, reporté Harris et al. (2011)

8.4.4 Variables fisioldgicas
En este estudio, la fotosintesis no mostré diferencias significativas, aunque presentd una

disminucion considerable cuando las plantas se sometieron a estrés por NaCl, segun (Reyes
et al., 2017). la fotosintesis es un proceso que puede ser la causa de una inhibicién
metabolica debido a la alteraccién del balance antioxidante de las plantas. La tasa de
fotosintesis, el contenido de clorofila son parametros que conjuntamente indican el estado
fisiologico y la salud de una planta, y como se ve afectada por las condiciones
experimentales. Por lo tanto, son buenos predictores del desarrollo de cultivos y su
productividad. En este sentido, Garcia et al. (2010) al evaluar dos cultivares de Phaseolus
vulgaris, encontraron una disminucion del contenido relativo de clorofila y atribuyeron esta
reduccion a la inhibicion en la sintesis de precursores de esta molécula lo que, por lo
comdan, se acentia a medida que se prolonga el periodo de estrés. Estudios realizados por
Akca y Samsunlu (2012) constataron una disminucion significativa en el contenido de
clorofilas a y b en plantas de nogal (Jungla regia L.), sometidas a tratamiento salino, lo que
estuvo en dependencia de los niveles de salinidad aplicados con el riego. Por su parte,
Ghassemi y Mahmoodi (2012) obtuvieron resultados similares al evaluar la respsuesta de
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plantas de lenteja (Lens culinaris Medik.). En otro estudio, Hossain et al. (2011) en A.
hipogea, observaron una disminucion del 50 % del contendido de clorofila total con la
utilizacion de concentraciones salinas de 200 mM de NaCl y lo atribuyeron a dafos de los
cloroplastos provocados por el estrés salino. Por su parte, Gomathi y Rakkiyapan (2011) al
evaluar el efecto del estrés salino en genotipos de cafia de azlcar, observaron una
disminucion significativa del contenido de clorofila y carotenoides en diferentes estadios de
desarrollo del cultivo.

En este estudio los HMA mitigaron los impactos dafiinos del NaCl en el contenido de
clorofila a, b y total. Resultados similares observaron Algarawi et al. (2014) para Ephedra
aphylla y por Hashem et al. (2014) para Vicia faba y Khan et al. (2015) en garbanzo.

La simbiosis micorrizica es un factor importante para ayudar a las plantas a hacer frente a
condiciones ambientales adversas. En el presente estudio, las plantas de albahaca
inoculadas con HMA incrementaron su crecimiento. La razén principal para el aumento del
crecimiento se atribuye a la capacidad de las plantas de albahaca en asociarse con HMA
para absorber algunos nutrientes de manera eficiente. Los contenidos de clorofilas
encontrados tienen similitud con los sefialados en otros trabajos. Diaz et al. (2013)
encontraron que el pimenton inoculado con G. intraradices mostré incrementos en el indice
de clorofila comparado con las plantas no inoculadas. Los resultados obtenidos coinciden
con lo indicado por Cekic et al. (2012) para pimenton micorrizado con G. intraradices, el
cual presentd contenido de clorofila total y carotenoides mayores al compararlo con las
plantas no micorrizadas. Wu y Zou (2010) sefialan que entre los efectos benéficos de los
HMA se les atribuye un incremento en el contenido de clorofila y actividad fotosintética
alta en las plantas.

Por su parte, Tanwar et al. (2013) reportaron un incremento del contenido de clorofila y la
tasa de fotosintesis en C. annuum inoculado con el HMA Glomus mosseae, especialmente
cuando agregaron inoculos de Acaulospora laevis y una rizobacteria. A mayor contenido de
clorofila a y b en las hojas, mayor es la absorcion de luz en longitudes de onda diferentes,
y, por ende, se incrementa la fotosintesis y el crecimiento de la planta. En las plantas, la luz
destinada a impulsar el proceso fotosintético es absorbida por dos tipos de pigmentos las

clorofilas (a y b, verdes) y los carotenoides (amarillo-anaranjados) que son moléculas
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cromoforas sensibles a la radiacion luminosa y muy eficaces en la absorcion de luz. La
clorofila es el pigmento que interviene directamente en el proceso de absorcion y
conversion de la energia luminosa y los carotenoides tienen como principal funcion
proteger el aparato fotosintético mediante el mecanismo de disipacion y extincion de
energia (Azcon y Talon, 2008). Otros resultados los reporté Jiménez et al. (2017) quien
observé contenido mayor de clorofila a y b en las hojas en plantas inoculadas con HMA.
Estos estudios muestran el efecto benéfico que aporta la inoculaciéon de este endofito en

condiciones de estrés salino.

8.4.5 Variables bioquimicas
La inoculacién con HMA potenci6 el contenido de proteinas solubles totales en las plantas,

donde existe un efecto aditivo de la accion del hongo, esto debido al tiempo que le toma al
hongo colonizar la raiz y producir suficiente micelio externo para que la planta reciba el
beneficio (Terry y Leyva, 2006). Una forma de mantener la estabilidad e integridad de las
membranas celulares es a través del incremento en la sintesis de proteinas estructurales.
Este incremento se asocia con la sintesis de nuevas proteinas en condiciones de estrés
(Valifard et al., 2012). Esto demuestra que las variedades estudiadas sintetizan nuevas
proteinas como respuesta al estrés impuesto. En condiciones de salinidad, en muchas
especies de cereales, produce un incremento del contenido de proteinas solubles totales
pero estos valores van descendiendo debido a la actividad de las proteasas para emplear
aminoacidos para el recambio proteico, como fuente de energia, carbonada o nitrogenada
(Mollasadeghi et al., 2011), ademéas de emplear los aminoacidos para el incremento de la
concentracion de compuestos osmoticamente activos, entre otros prolina y glicina, glicina-
betaina, y asi asegurar la disminucion del potencial osmotico y en consecuencia el potencial
hidrico celular (Argentel et al., 2013).

Un contenido foliar mayor de proteinas solubles totales en las plantas inoculadas, les
permite una actividad metabolica mayor, efecto asociado a un mejor estado nutricional y a
un contenido de N foliar mayor. Como resultado, se obtuvieron plantas con mayor vigor, tal
y como se muestra en las evaluaciones de crecimiento, donde cada una de las variables

mejoraron con la inoculacién de los microorganismos respecto al testigo. Incrementos en el
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contenido de proteinas solubles totales en arroz, se reportan en plantas inoculadas con
diferentes cepas de Azospirillum (Pazos, 2000), ademas, mostraron mayor altura con
respecto a los testigos. Otro aspecto importante a tomar en consideracion en la evaluacion
del crecimiento de las plantulas de albahaca y que se encuentra en estrecha relacion con el
nivel nutricional de las mismas, es el contenido de proteinas foliares presente en las plantas,
esto debido a que una de las funciones fundamentales de los microorganismos inoculados,
es estimular el desarrollo radical de las plantas, lo que posibilita una exploracion mayor del
sistema radical para una mejor absorcion de nutrimentos. En estrés de salinidad las plantas
acumulan solutos compatibles como prolina y azucares solubles que son conocidos por su
actividad de osmoproteccion (Chelli-Chaabouni et al., 2010). La acumulacion de
metabolitos que actdan como solutos compatibles es una de las respuestas comunes de las
plantas a los cambios en el potencial osmotico externo (Munns y Tester 2008). La prolina
se considera un marcador bioquimico importante para medir el nivel de estrés salino en
plantas (Shamshiri y Fattahi, 2014).

En el presente estudio, salinidad moderada y alta indujo un aumento significativo en el
contenido de prolina libre en las hojas y las raices de albahaca. Resultados similares
reportd Larrinaga-Arce (2014) quien indica que la albahaca posee capacidad enzimética
para dismutar radicalsuperéxido (O%) a 100 mM. Por tales razones el aumento de la
prolina en las plantas de albahaca inoculadas con HMA y en estrés por NaCl en este
estudio, es sin duda una prueba que los HMA actuan como agentes mitigadores de los

efectos del estrés por NaCl.

Ademaés de actGar como un osmolito compatible, la prolina protege contra el estrés salino
en las plantas. Actua como un protector enzimatico, estabilizador de pH, tampon citosolico
y equilibrio celular (Verbruggen y Hermans, 2008). Por lo tanto, la variedad o cultivar con
acumulacién mayor de prolina en salinidad alta podria ser mas resistente en comparacion

con la variedad o cultivar con menos prolina.

Los iones Na* y CI', prevalentes en suelos salinos, interrumpen procesos bésicos como la
fotosintesis, la respiracion y la sintesis proteica; esto se debe a un desbalance i6nico que,

modifican la estructura de enzimas, macromoléculas y organelos (Kumar et al., 2014).
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Adicionalmente la salinidad genera especies reactivas de oxigeno ROS (por sus siglas en
ingles) en las plantas, causando mayor estrés oxidativo a nivel celular; distintas moléculas
como el superéxido (O%) y peréxido de hidrégeno (H,0,) causan dafio oxidativo a través
de radical hidroxilo, afectando indiscriminadamente lipidos, proteinas y causando

mutaciones en el ADN (Porcel et al., 2015).

En todos los ecosistemas, principalmente en los aridos y semidridos, la salinidad es
problema que las plantas experimentan, mediante el cual deben ajustar sus procesos
fisioldégicos para contrarrestar dicho estrés, como la produccion de compuestos
osmoprotectores como prolina y glutation, que regulan procesos como la apertura de
estomas y el incremento en la tasa de fijacion de oxigeno mediante fotorrespiracion para
mantener la proporciéon necesaria de ATP/NADPH en el ciclo de reduccion del carbono
fotosintético (Yokota et al., 2006). Los HMA no solamente afectan la asimilacion de
nutrimentos, sino también la adquisicién de agua en diversas especies vegetales. Por
ejemplo, el desarrollo del micelio externo del HMA en el suelo mejora la absorcién de agua
por la planta (Marulanda et al., 2003) y la presencia de HMA disminuye la peroxidacion de
lipidos, aumentan las relaciones K*: Na' y relaciones de Ca®": Na' e incrementa la
produccion de prolina (Garg y Manchanda, 2009).

En este estudio se obtuvo un contenido alto de prolina y glutation peroxidasa tanto en la
parte aérea como en las raices en 100 mM de NaCl con HMA. Esta documentado que las
plantas en condiciones de estrés salino activan la sintesis de compuestos osmoprotectores
como la prolina y la enzima glutation peroxidasa para contrarrestar los dafios que ocasiona
el estrés salino; en este estudio hubo una tendencia de aumentar las concentraciones de
prolina y glutation peroxidasa tanto en la parte aérea como la raiz a medida que aumentaron
las concentraciones de NaCl. Cabe destacar que los tratamientos inoculados mostraron
concentracion mayor de proteina total, prolina, glutatién peroxidasa tanto en la parte aérea
como en la raiz esto pudiera relacionarse con el efecto de los HMA sobre estos compuestos
osmoprotectores (Hashem et al., 2015).

El aumento en el contenido de prolina y glutation reportada en este estudio en las plantas
inoculadas se debe a la mejora en la actividad de las enzimas sintetizadoras de prolina y la

reduccion de su incorporacion restringida durante la sintesis de proteina. La actividad de
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sintesis de prolina en condiciones de estrés salino la reporto Ahmad et al. (2010b). La
prolina y la enzima glutation peroxidasa ayudan a mantener el equilibrio de entrada de agua
a las plantas mitigando los dafios inducidos por el estrés (Ahanger et al., 2014b). La sintesis
de prolina se relaciona directamente con la concentracion de proteina y regula directamente
el estrés y un aumento en la acumulacion de solutos organicos compatibles, es uno de los
rasgos importantes que determinan el potencial de tolerancia al estres por salinidad en
plantas. ElI hecho que los HMA beneficiaran la concentracién de prolina, glutation y
proteina en plantas de albahaca tanto en la parte aérea como en raiz se debe al efecto de este
endofito en condiciones de estes abidtico por salinidad. Tal resultado esté relacionado con
estudios encontrados por (Augeé et al., 2014).

8.4.6 Variables flngicas
El nimero de esporas presente en el in6culo de HMA utilizado se consideré adecuado para

la simbiosis micorrizicas (Gloria et al., 2010). La respuesta del porcentaje de colonizacion
micorrizica, fue favorable en las plantas inoculadas en relacion con las no inoculadas. Tal
resultado se relaciona con la infectividad de la especie, su capacidad para producir hifas
externas, la velocidad de la hifa para colonizar las raices y su habilidad para mantener
niveles de colonizacion en condicion competitiva (Rivera et al., 2003). El porcentaje de
colonizacion micorrizica de 64.50 % obtenido en Nufar en 0 mM NaCl con HMA y 65.25
% en Napoletano en 0 mM de NaCl con HMA, superé al valor de 45 % reportado en trigo
(Al-Karaki et al., 2004), pero fue inferior al 70.3 % reportado por Rojas (2014) en C.
annuum var. California Wonder inoculado con G. manihotis a los 90 dias. Sin embargo, el
presente estudio se realizd6 en condiciones de estrés por NaCl, aun asi, la albahaca
respondid positivamente a la colonizacion.

Otro elemento distintivo que determina la eficiencia de la simbiosis micorrizica y su
relacién con el crecimiento y desarrollo de las plantas son las condiciones climaticas. En
este estudio hubo un aumento de la temperatura y la humedad; lo que determina una
relacion directa entre las estructuras micorrizicas y el crecimiento del cultivo, siendo estas

condiciones més favorables para el establecimiento del hongo (Lamela et al., 2010).
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En este estudio, el porcentaje de colonizacion mostro una tendencia al disminuir a medida
que se aumento las concentraciones de sales tales resultados estan en correspondencia con
los encontrados por de Wu et al. (2010) para plantulas de citricos y por Aroca et al. (2013)
para la lechuga.

El aumento de la salinidad disminuyé el porcentaje de colonizacion micorrizica en todos
los tratamientos inoculados con HMA. Resultado similar observo Al-Karaki (2000) cuando
evalud el efecto de HMA en plantas de Lycopersicum esculentum M. expuestas a diferentes
niveles de salinidad, donde un incremento en la conductividad eléctrica de 4.7 a7.4dSm™
disminuy6 en 15 % los porcentajes de colonizacion micorrizica de F. mosseae. En otros
estudios también se observo una disminucion del porcentaje de colonizacion del hongo
micorrizico en la raiz de plantas de tomate (Abdel y Chaoxing, 2011) y Jatropha curcas L.
(Ashwani et al., 2010) sometida a estrés salino, que es similar a los resultados de este
estudio donde se obtuvo gue el aumento de la salinidad puede tener efectos negativos sobre

la simbiosis micorrizica.

8.4.7 Contenido de aceite esencial
Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por

arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de
alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes). Los aceites
esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes que
pueden ser: compuestos alifaticos de peso molecular bajo (alcanos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, esteres y acidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. En su mayoria
son de olor agradable, aunque existen 18 de olor relativamente desagradable como por
ejemplo los del ajo y la cebolla, los cuales contienen compuestos azufrados (Martinez,
2003). En este estudio se observd que las plantas sometidas a la concentracion mayor de
NaCl y con HMA incrementaron el contenido de aceite esencial, resultado que se atribuye a
la relacion que existe entre el aceite esencial y la acumulacién de solutos organicos como
prolina y glutation en condiciones de estrés salino (Kosova et al., 2011). Los HMA también

promueven la sintesis de compuestos osmoprotectores y esto pudiera ser la razon por la
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cual se incrementd el contenido de aceite esencial en las plantas inoculdas con respecto a
las no inoculadas (Evelin et al., 2013).

En particular, para la tolerancia al estrés causado por la salinidad, las plantas modifican la
sintesis de metabolitos secundarios (Wahid y Ghazanfar, 2006). Los metabolitos
secundarios son referidos como compuestos que no tienen una funcion fundamental en el
mantenimiento de los procesos vitales de las plantas, pero son importantes para la
interaccion de la planta con su ambiente, su adaptacion a éste y como defensa
(Ramakrishna y Ravishankar, 2011). De esta manera, en especies tolerantes a salinidad, el
incremento en el contenido de antocianinas es una respuesta de éstas, cuando son sometidas
a estrés salino (Parida y Das, 2005). Como una consecuencia del estrés osmotico, el ajuste
osmotico en el citoplasma celular debe ser inducido, lo cual conduce a la acumulacién de
osmolitos de peso molecular bajo como rafinosa, glicina betaina y prolina, asi como de
proteinas hidrofilicas de peso molecular alto de la superfamila de proteinas abundantes
durante la embriogénesis tardia (Kosova et al., 2011). En plantas medicinales, se ha
asociado el incremento en la concentracion de compuestos aromaticos tales como
isoprenoides, fenoles y alcaloides, como parte de su respuesta al estrés salino debido a las
propiedades antioxidantes de estos compuestos aromaticos. Por otra parte, los fenoles
derivados de fenilpropanoides, tales como flavonoides, taninos e hidroxicinamatos
(ésteres); los cuales son producidos bajo condiciones diversas situaciones de estreés,
representan importantes eliminadores de radicales libres (Selmar, 2008).

En manzanilla (Matricaria chamomila) irrigada con agua con diferentes niveles de
salinidad (0, 84, 168, 252 y 336 mM NaCl), se registro el contenido de aceites esenciales
mayor en el control (Razmjoo et al., 2008). Por el contrario, en Origanum majorana se
registré un incremento significativo en el rendimiento de aceites esenciales cuando las
plantas se regaron con agua con conductividad eléctrica de 5 dS m™ respecto al testigo (0
dS m™); dicho incremento fue de 55.5%; mientras que el aumento en la conductividad del
agua de riego a 10 dS m™ redujo significativamente el rendimiento (Jelali et al., 2011),
similares a los reultados encontrados en este estudio. Estos resultados corroboran con los
obtenidos por Peralta-Sanchez et al. (2014) quienes realizaron una investigacion con el

objetivo de evaluar el efecto de concentraciones de NaCl (10 y 47 mM de NaCl)
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adicionados a la solucion nutritiva, ocasionaron en plantas de cempasuchil (Tagetes erecta
L) var. Inca, en fase de floracion.

Vidhi et al. (2008) en un experimento de campo para estudiar y comparar la efectividad de
dos especies de hongos micorrizicos arbusculares, Glomus macrocarpum y Glomus
fasciculatum en tres accesiones de Artemisia annua, reportaron que la inoculacion con
HMA incrementd significativamente la concentracion de aceite esencial en comparacion
con las plantas no inoculadas. En otro estudio con albahaca, Said-Alahl y Mahomoud
(2010) evaluaron el efecto de la salinidad en combinacién con Fe y Zn. La altura, asi como
el nimero de brotes y el peso de la planta, disminuyeron en condiciones de suelo salino,

pero, cuando se incremento la salinidad, la produccion de aceite esencial aumento.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvo una respuesta diferencial de las variables tasa, porcentaje de emergencia y
morfométricas entre variedades en condiciones de estrés salino, al evaluar el efecto de las
especies de HMA, Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum y Rhizophagus
fasciculatum como mitigadores del estrés por NaCl en variedades de albahaca en la etapa
de emergencia destacadndose las variedades Nufar y Napoletano como las de mejor
respuesta en la etapa fenolégica en estudio (emergencia) tanto con el consorcio
(Funneliformis mosseae + Claroideoglomus etunicatum) que con el cultivo mondsporico
(Rhizophagus fasciculatum).

Para las plantulas de las variedades de albahaca en los dos estudios en la etapa de
emergencia en las raices no se observé presencia de vesiculas, arbusculos y/o hifas
cenociticas (hifas) tipicas de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) pero si presencia
de micelio lo cual nos afirma que hubo un inicio del proceso. En ambos experimentos todas
las variables mostraron valores superiores en aquellas plantulas cuyas semillas se
inocularon con HMA.

Las variedades mostraron diferencias para la mayoria de las variables evaluadas, siendo
Napoletano superior, mientras que Genovese mostré lo contrario se obtuvo una mayor
respuesta al evaluar Rhizophagus fasciculatum (HMA) como mitigador del estrés por NaCl
en la morfometria, mecanismos fisiologicos y flingicos de variedades de albahaca en la
etapa de crecimiento inicial vegetativo donde la variedad Nufar con diferencia significativa
con Genovese y Napoletano presentdé mayor valor en las variables estudiadas. Los
tratamientos inoculados mostraron mayor respuesta aun en condiciones salinas de 100 mM
de NaCl en la etapa de crecimiento inicial vegetativo.

El efecto mitigador de estrés por NaCl de Rhizophagus fasciculatum en el crecimiento,
morfometria mecanismos fisioldgicos, bioquimicos, flngicos, produccion de compuestos
osmoprotectores y contenido de aceites esenciales en variedades de albahaca sometidas a

estrés por NaCl en la etapa productiva mostré a la variedad Nufar con los mayores valores
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en las variables estudiadas. Los tratamientos inoculados mostraron mayor respuesta ain en
condiciones salinas de 100 mM de NaCl en la etapa de produccion.

El % de colonizacion micorrizica mostré diferencias significativas donde el mayor valor
fue observado en los tratamientos inoculados y cero colonizaciones en tratamiento sin
inocular con HMA en la etapa fenoldgica crecimiento inicial vegetativo y produccion.

El contenido de proteinas totales, prolina y glutation peroxidasa aument6 con la inoculacion
con HMA. Esta accion indujo una tolerancia mayor al estrés por NaCl en las variedades de
albahaca, confirmando la hipdtesis del efecto mitigador de los HMA, al incrementar las

sustancias osmorreguladoras.
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