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RESUMEN

En los ultimos afios ha aumentado el interés por desarrollar productos y estrategias de manejo
respetuosas con el medioambiente para mejorar el rendimiento y la calidad de los cultivos.
Es por ello que el objetivo principal del estudio fue evaluar la respuesta en el desarrollo,
composicion nutrimental y micorrizacion de las plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) en interaccidon con el hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus intraradices N.C.
Schenck y G.S. Sm.) y el extracto de alga marina (Ulva lactuca L.). Se realizé un experimento
en condiciones de invernadero en donde se evaluaron 8 tratamientos con diferente dosis de
solucion nutritiva (fosforo (P) bajo a 0.05 g-L y P alto a 0.23 g-L): Control = Plantas, RI =
Plantas con hongo micorricico arbuscular, EA = Plantas con extracto de alga (0.2 %) y RI +
EA = Plantas con hongo micorricico arbuscular y extracto de alga. A los tres meses de la
siembra se cosecharon las plantas y se evaluaron pardmetros de desarrollo (4rea de raiz y
foliar, longitud de raiz y tallo, nimero de hojas y peso fresco, numero de flores y frutos y
peso de frutos), composicion nutrimental (cantidad de fosforo, nitrogeno y carbohidratos
totales) y porcentaje de micorrizacion. De acuerdo a los resultados se puede concluir que el
tratamiento EA estimuld el desarrollo de estructuras fungicas y la colonizacién de R.
intrarradices en las raices de las plantas regadas con solucion nutritiva a baja concentracion
de P y favoreci6 el desarrollo del fruto independientemente de la concentracion de P. El
tratamiento RI promovid el desarrollo de las raices (longitud y é&rea) en ambas
concentraciones de P y el contenido de nitrégeno y carbohidratos totales en las plantas con
solucién nutritiva a baja concentracion de P. El tratamiento RI + EA promovi6 el desarrollo
de la raiz y el contenido de carbohidratos totales, en plantas con solucion nutritiva a alta

concentracion de P.



ABSTRACT

In recent years there has been an increasing interest in developing products and management
strategies in order to improve the yield and quality of crops but in the same time protecting
the environment. The main objective of the study was to evaluate the response in the
development, nutritional composition and mycorrhization of tomato plants (Solanum
lycopersicum L.) in interaction with the mycorrhizal fungus (Rhizophagus intraradices N.C.
Schenck y G.S. Sm.) and seaweed extract (Ulva lactuca L.). An experiment was carried out
in greenhouse conditions where 8 treatments with different doses of nutrient solution
(phosphorus (P) low at 0.05 g-L and P high at 0.23 g-L) were evaluated: Control = Plants, RI
= plants with arbuscular mycorrhizal fungus, EA = Plants with algae extract (0.2 %) and RI
+ EA = Plants with arbuscular mycorrhizal fungus and algae extract. Three months after
planting the plants were harvested and development parameters were evaluated (root and leaf
area, root and stem length, number of leaves and fresh weight, number of flowers and fruits
and final weight of fruits), nutritional composition (quantity of phosphorus, nitrogen and total
carbohydrates) and percentage of mycorrhization. According to the results, it can be
concluded that the EA treatment stimulated the development of fungal structures and the
colonization of R. intraradices in the roots of the irrigated plants with nutritive solution at
low concentration of P and stimulated the development of the fruit independently of the
concentration of P. The RI treatment promoted the development of roots (length and area) in
both concentrations of P and the total nitrogen and carbohydrate content in the plants grown
up with nutrient solution at a low concentration of P. The RI + EA treatment promoted the
development of the root and total carbohydrate content, in plants watered with nutritive

solution at high concentration of P.
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1 INTRODUCCION

Las ultimas décadas han sido testigo de un gran crecimiento en el uso de bioestimulantes en
la agricultura, por lo que su estudio se ha intensificado principalmente en la investigacion
para conseguir nuevos compuestos que puedan incrementar el rendimiento y la calidad de los
cultivos (Calvo et al., 2014).

Un bioestimulante vegetal se puede definir como cualquier sustancia o microorganismo
aplicado a las plantas con la finalidad de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al
estrés abiotico y/o los rasgos de calidad del cultivo, independientemente de su contenido de
nutrientes. Los bioestimulantes pueden obtenerse de una gran diversidad de fuentes naturales,
y se categorizan principalmente de la siguiente manera: acidos humicos y fulvicos,
hidrolizados de proteinas y otros compuestos que contienen N, extractos de algas marinas y
botanicos, compuestos inorganicos, hongos y bacterias benéficos (du Jardin, 2015).

Se ha demostrado que incluso en pequefias cantidades los bioestimulantes influyen en varios
procesos metabolicos, como respiracion, fotosintesis, sintesis de dcidos nucleicos y absorcion
de iones, asi como en procesos de sefalizacion reduciendo la respuesta negativa de la planta
al estrés (Posmyk y Szafranska, 2016). Debido a lo anterior, se considera que la aplicacion
de bioestimulantes en los cultivos permite mayores niveles de sostenibilidad mediante la
reduccion de aplicaciones excesivas de fertilizantes y su impacto en la contaminacion
ambiental (Halpern et al., 2015).

La aplicacion de extractos algales ha sido una interesante alternativa que se ha estudiado en
los ultimos afios, debido a que las sustancias bioactivas extraidas se utilizan en cultivos
agricolas y horticolas modernos como bioestimulantes, ya que contienen potentes
propiedades que mejoran el crecimiento y rendimiento de las plantas a través de beneficios
metabolicos, desencadenando vias de respuesta a enfermedades y aumentando la tolerancia
al estrés (Castellanos-Barriga et al., 2017; Arioli et al., 2015). Se ha demostrado que incluso
a bajas concentraciones los extractos de algas marina, son capaces de inducir una serie de
respuestas fisiologicas a las plantas, tales como promocion del crecimiento, cambios en la
floracion y el rendimiento, asi como en el incremento del contenido nutricional en los

productos comestibles y su duracion, asimismo, se ha demostrado que las aplicaciones de



diferentes tipos de extractos aumentan la tolerancia de las plantas a condiciones adversas de
salinidad, sequia y temperaturas extremas (Battacharyya et al., 2015).

Ademas, de todas las propiedades benéficas mencionadas, son un producto totalmente
amigable con el medioambiente ya que reducen los impactos ambientales negativos. Por otra
parte, debido a que las macroalgas marinas estan disponibles en abundancia en las aguas
templadas y tropicales de México, son un recurso local de bajo costo a lo largo de las areas
agricolas costeras y representan un gran potencial para la eventual explotacion comercial
(Hernandez-Herrera et al., 2014 a, b).

Otra excelente estrategia de manejo que se ha estudiado son los hongos micorricicos
arbusculares (HMA), los cuales forman una simbiosis mutualista con las raices de un alto
porcentaje de plantas (Aguilera et al., 2007; Buendia et al., 2016). Los HMA estimulan
positivamente el crecimiento de las plantas y proporcionan una mejor resistencia a las plagas
y enfermedades transmitidas por el suelo, asi como también al estrés abiodtico, asimismo,
contribuyen a mejorar el estado nutricional, generando incrementos en el rendimiento y en la
eficiencia de la fertilizacion (Alfonso y Galan, 2006).

El establecimiento de la simbiosis entre HMA y plantas hospederas implica una secuencia de
eventos de reconocimiento que conduce a las integraciones morfoldgicas y fisioldgicas de
los dos simbiontes. No obstante, se habla de especificidad entre HMA y hospedante, debido
a las respuestas del HMA a las condiciones edaficas del suelo, diferentes metabolismos de
las plantas, arquitectura de raices y estrategias ecologicas (Barrer, 2009). Es por ello que se
ha reconocido que los HMA poseen una extraordinaria importancia ecologica y econdmica,
debido a los beneficios que reportan a la mayoria de las plantas terrestres, ademas de sustentar
los programas basados en la conservacion medioambiental (Rodriguez-Yon et al., 2004).
Sin embargo, se han realizado pocos estudios sobre los efectos de las algas marinas en
conjunto con los HMA en el desarrollo de las plantas. Por lo tanto, el objetivo principal de
este estudio es evaluar los efectos de los bioestimulantes extracto del alga Ulva lactuca L. y
el hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S. Sm.) sobre
la respuesta en el desarrollo, composicion nutrimental y micorrizacion de las plantas de

tomate (Solanum lycopersicum L.) en condiciones de invernadero.



2 ANTECEDENTES
2.1 Planta de tomate

2.1.1 Origen y distribucion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) se origind en la regioén andina actualmente ocupada por
Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y Pert hasta toda la América Tropical (Bai y Lindhout,
2007). El caso particular de México, generalmente se consideran como centros de
domesticacion del tomate las areas de Veracruz y Puebla (Fornaris, 2007), en el sur de
Meéxico el tomate es conocido también como jitomate, la palabra procede del nahuatl “xictli”,
ombligo y “fomatl”, tomate, que significa tomate de ombligo. Después de la llegada de los
espafloles a México, empezaron a distribuir el tomate a lo largo de sus colonias en el Caribe
y posterior a la conquista de Sudamérica, también lo llevaron a Filipinas y desde ahi entro al

continente asidtico (Pérez y Castro, 2011).

2.1.2 Clasificacion taxonomica

De acuerdo con Peralta ef al. (2005) el tomate pertenece a la Clase: Dicotyledoneas, Orden:
Solanales, Familia: Solanaceae, Tribu: Solaneae, Género: Solanum, Especie: Solanum
lycopersicum L. que incluye >3000 especies. La clasificacion filogenética de las solanaceas
ha sido revisada recientemente y el género Lycopersicon se ha reintegrado al género Solanum
con su nueva nomenclatura, la seccion de Solanum lycopersicon incluye el tomate cultivado
(S. lycopersicum) que es la unica especie domesticada y 12 parientes silvestres adicionales

(Bai y Lindhout, 2007).

2.1.3 Morfologia

El tomate es una planta dicotiledonea, herbacea y perenne (cultivada como anual) y se
considera como una planta con metabolismo C3 (Argerich et al., 2013). Las semillas en el
tomate fisioldgicamente maduro se encuentran rodeadas de un material gelatinoso que
normalmente llena las celdas de la fruta (Fornaris, 2007) son de color ocre, de forma

discoidal, tienen de 3 a 5 mm de didmetro y su superficie esta cubierta por vellosidades y



pequenas escamas (Estrada, 2010). La planta estd compuesta tanto de un sistema foliar como

radicular (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia de la planta de tomate. Tomado de http://www.depositphotos.com

La planta forma un tallo principal y un sistema de ramificaciones laterales, en todas las
variedades comerciales el tallo principal es erecto de los primeros 30 a 60 cm de desarrollo,
después por simples razones de peso es decumbente (cae sobre el suelo). El tallo tipico tiene
de 2 a 4 cm de diametro en la base y estd cubierto por pelos glandulares y no glandulares que
salen de la epidermis (Estrada, 2010). El desarrollo del tallo es variable en funcién de
distintos cultivares, existiendo dos tipos fundamentales de crecimiento, determinado o
definido, en donde el tallo principal detiene su crecimiento como consecuencia de la
formacion de una inflorescencia terminal (Argerich et al., 2013), la produccién se obtiene en
un periodo relativamente corto, esta caracteristica es muy importante porque permite
concentrar la cosecha en un periodo determinado segtn sea la necesidad del mercado (Pérez

et al., 2013), y cultivares de crecimiento indeterminado o indefinido, que tienen la



particularidad de poseer siempre en su apice un meristemo de crecimiento que produce un
alargamiento continuo del tallo principal, normalmente aparece una inflorescencia cada tres
hojas en forma indefinida (Argerich ef al., 2013), estos cultivares son ideales para establecer
plantaciones en invernadero (Pérez et al., 2013).

Las hojas son dentadas, y frecuentemente rizadas pero también pueden ser lisas (Fornaris,
2007), se disponen sobre los tallos alternadamente, son generalmente compuestas y pinnadas
(Pavan et al., 2009), constituidas generalmente de 7 a 9 foliolos lobulados o dentados,
pudiendo aparecer en el raquis de la hoja pequefios foliolillos (cada uno de hasta 8 cm)
(Argerich et al., 2013). Cabe mencionar que tanto las hojas como el tallo estin densamente
cubiertos por pelos glandulares que excretan el olor caracteristico del tomate (Pavan et al.,
2009).

La floracion del tomate se produce en forma de racimos, simples o ramificados, siendo
normal que en cada inflorescencia pueda haber entre 3 y 10 flores, las cuales son
hermafroditas, regulares y péndulas, de polinizaciéon autégama (Argerich et al., 2013).
Tienen un didmetro de alrededor de 3 cm en plena floracidn, su céliz verde y persistente esta
compuesto en la mayoria de los casos de seis lobulos o segmentos lanceolados (sépalos),
pubescentes en el lado externo, posee una corola amarilla en forma de estrella con seis
pétalos, aunque en algunos cultivares las flores tienen cinco sépalos y cinco pétalos,
usualmente la flor tiene seis estambres cuyas anteras amarillas estdn unidas para formar un
tubo; rodeado por éstas se encuentra el pistilo, el pedicelo es corto y curvo hacia abajo,
asumiendo una posicion pendiente, a mitad del pedicelo se observa un engrosamiento que
corresponde a una zona de abscision, siendo comun en esta especie el que un gran niimero
de flores caigan prematuramente (Fornaris, 2007).

De acuerdo con Fornaris (2007) la fruta es botdnicamente una baya carnosa, dividida en su
interior en dos a 18 loculos o celdas (5 a 10 celdas en los cultivares comerciales del tipo de
fruta grande). Posee una forma redonda, mas o menos globosa o piriforme, de color
generalmente rojo en la maduracion (aunque algunas variedades pueden presentar otras
coloraciones), su didmetro puede variar de 1 a 15 cm (Argerich ef al., 2013). La fruta en
estadios inmaduros presenta en su superficie una leve vellosidad que luego desaparece, puede

ser lisa o lobulada y brillosa al madurar (Fornaris, 2007).



El sistema de raices es pivotante (Pérez y Castro, 2011), constituido por una raiz principal
que puede alcanzar de 80 a 100 cm de profundidad, provista de una gran cantidad de
ramificaciones secundarias y acompafiado por un gran nimero de raices adventicias surgidas
desde la base de los tallos (Argerich et al., 2013) y tiene como funciones la absorcion y

transporte de nutrientes, asi como la sujecion y anclaje de la planta al suelo (Estrada, 2010).

2.1.4 Etapas fenologicas del tomate

La fenologia del cultivo comprende las etapas que forman su ciclo de vida, por lo que
dependiendo de cada una de ellas seran sus demandas nutricionales, necesidades hidricas,
susceptibilidad o resistencia a insectos y enfermedades. En el cultivo del tomate, se observan
3 etapas de crecimiento durante su ciclo de vida (Figura 2). La etapa inicial comienza con la
germinacion de la semilla y se caracteriza por el rapido aumento en la materia seca, donde la
planta invierte su energia en la sintesis de nuevos tejidos de absorcion y para llevar a cabo
fotosintesis, dura aproximadamente 21 d. La etapa vegetativa se inicia después de la
germinacion y dura entre 25 a 30 d antes de la floracion, la planta no forma estructuras
reproductivas, en el caso del tomate, este crecimiento se extiende hasta formar 7 y 12 hojas
verdaderas (seglin los cultivares, la temperatura y el fotoperiodo), en esto se requiere de
mayores cantidades de nutrientes para satisfacer las necesidades de las hojas y ramas en
crecimiento y expansion. El cambio de crecimiento vegetativo a reproductivo, se caracteriza
por la aparicion de 6rganos florales, por lo tanto, la etapa reproductiva se inicia a partir de la
floracion y tiene una duracion de 30 d aproximadamente, una vez formadas las primeras hojas
el apice vegetativo cambia a reproductivo y se forma el primer racimo floral, finalmente la
fructificacion, dura entre 30 o 40 d, y se caracteriza porque el crecimiento de la planta se
detiene y los frutos extraen los nutrientes necesarios para su crecimiento y maduracion (Pérez

et al., 2013; Argerich et al., 2013).
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Figura 2. Fenologia de la planta de tomate. Tomado de http://www.depositphotos.com

2.1.5 Importancia comercial

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado el segundo cultivo de hortalizas de
mayor importancia en muchos paises del mundo, y se consume en grandes cantidades, debido
a sus propiedades nutricionales, funcionales y saludables, asi mismo su importancia agricola
radica en la adaptabilidad que posee para obtener elevadas producciones, ya que permite que
se explote tanto en climas tropicales como en templados de diversas regiones de México
(Santiago et al., 1998; Jayathunge et al., 2015) .

Durante afos, México ha sido el principal proveedor a nivel mundial de tomate, en el 2017
tuvo una participacion en el mercado internacional de 25.11 % del valor de las exportaciones
mundiales, y actualmente su produccion interna satisface 100 % de los requerimientos
nacionales; asimismo, la demanda de importaciones mundiales ha aumentado 39.41 % en la
ultima década, lo que ha generado un incremento en las exportaciones mexicanas
principalmente con destino a Estados Unidos. En el 2030, se estima un aumento en la

demanda mundial de 8.92 a 11.78 millones de toneladas (MMt) (un crecimiento acumulado



de 32.10 %), mientras que la produccién nacional de tomate tiende a incrementarse de 3.35
a 7.56 MMt, lo cual representa un crecimiento acumulado de 125.80 % (SAGARPA, 2017).
De acuerdo con el dato mas reciente (marzo de 2018) la producciéon acumulada de tomate
rojo se incremento6 7 % con respecto a lo cosechado en marzo (2017), al obtenerse 3.2 MMt;
dicho incremento equivale a 219 mil toneladas adicionales. La produccion de esta hortaliza
se concentra principalmente en cinco entidades federativas que generan 54 % del volumen
nacional: Sinaloa (23 %), San Luis Potosi (11 %), Michoacan (8 %) y Jalisco (6 %) y Baja
California que ha sido la entidad con la mayor caida (casi 34 %) en su produccion.

(SAGARPA y SIAP, 2018).

2.2 Alga marina (Ulva lactuca L.)

2.2.1 Habitaty distribucion

U. lactuca L. es el miembro mas abundante de las Chlorophytas, es una macroalga
cosmopolita presente en casi todos los mares del mundo (Figura 3), desde la zona intermareal
a la submareal (Pacheco-Ruiz, 2002) y puede crecer en abundancia en costas rocosas, muros
y muelles del mar, estuarios protegidos, drenajes poco profundos con menos de 2 cm de agua,
estanques de 1-2 m de profundidad o sublitoral de hasta 20 m, pero también en grandes masas
flotantes en lagunas y pozas salobres (Hoek et al., 2002; Pettett, 2009). Se caracteriza por
una alta resistencia y tolerancia a cambios drésticos en su entorno, son poco dependientes a
la eutrofizacion e incluso resistentes a la contaminacién, por lo tanto puede encontrarse en
aguas dulces, salobres o saladas hasta sobre la nieve (Pedroche el al., 2005). U. lactuca es
comun desde climas tropicales a polares, aunque las cepas muy probablemente varian entre
las regiones (Bruhn et al., 2011), crece bien en un rango de temperatura entre 10-25 °C
(Breure, 2014) y tolera una amplia gama de salinidades (Ordufia-Rojas y Longoria-Espinoza,
2006). Generalmente, presenta su crecimiento en invierno y alcanza su maxima biomasa a

finales de primavera (mayo-junio) y decae en verano-otofio (Pacheco-Ruiz, 2002).



Figura 3. Distribucion geografica de Ulva lactuca. Tomado de http://www.discoverlife.org

2.2.2 Clasificacion taxonomica

De acuerdo con Lopez (2015) el alga marina Ulva pertenece al Reino: Plantae, Phylum:
Chlorophyta, Clase: Ulvophyceae, Orden: Ulvales, Familia: Ulvaceae, Género: Ulva y
Especie: Ulva lactuca (Linnaeus 1753).

2.2.3 Morfologia

Ulva lactuca L. es conocida por el nombre comiin de lechuga de mar, por su parecido
morfologico a la lechuga (El Ashry et al., 2011). Segtin Ortiz (2011) se puede describir como
un alga laminar (Figura 4), se caracteriza por presentar hojas de talos membranosos
ampliamente expandidas lobadas o profundamente hendidas con o sin perforaciones de hasta
30 cm de largo, con margenes ondulados de un grosor de entre 40 y 55 um en el borde de la
lamina, en la parte media hasta 85 um y en la region basal entre 80 y 100 um (Norris, 2010).
Presenta hojas anuales con crecimiento difuso-marginal de color verde claro a intenso, debido
a que posee clorofila a y b, las cuales proporcionan su tipica coloracion (Cafiedo, 2015). De
acuerdo a Robertson-Andersson et al. (2008) la gama de colores de U. lactuca tiene relacion
con el contenido de nitrogeno, es decir cuanto mas intenso es el color verde, mayor es el

contenido de nitrégeno, no obstante, en ocasiones el talo puede poseer una tonalidad



amarillenta, lo que ocurre cuando hay nutrientes limitados, ademas también se blanquea
cuando hay una exposicion al aire durante largos periodos de tiempo (Pettett, 2009).

El talo en U. lactuca es discromatico (dos células gruesas) con cada una de las células de
forma cuadrangular a poligonal dispuestas irregularmente en pequefios campos circulares o
cuadrangulares, con un solo cloroplasto laminar o en forma de copa principalmente en la cara
exterior de la célula, que contiene de uno a tres pirenoides (Pettett, 2009; Lopez, 2015). El
talo crece a través de la division celular intercalar, en la cual las nuevas paredes celulares se
colocan siempre en angulos rectos con respecto al plano del talo (Hoek et al., 2002).
Asimismo, U. lactuca posee un disco basal (Hayden et al., 2003) conocido como rizoide
conformado con células rizoides (células basales multinucleadas) con el cual se fija al

sustrato y puede tolerar lapsos largos de desecacion (Boraso de Zaixso, 2004).
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2.2.4 Etapas del ciclo de vida

El ciclo de vida de Ulva lactuca L. incluye una generacion de gametofitos haploides y una
generacion de esporofitos diploides. Esta especie tiene un ciclo de vida isomorfo,
diplohaplénico, con determinacion del sexo haplogenotipico; es anisogamo (Figura 5).

En los talos haploides (gametofitos), se forman gametos biflagelados en las células
marginales por division celular meidtica. La union de los gametos solo puede ocurrir entre
gametos masculinos y femeninos. Los gametos masculinos son ligeramente mas pequefios
que los femeninos y la fusion es anisdgama. El cigoto diploide germina inmediatamente y
esto se convierte en un esporofito diploide, que es morfoldgicamente similar al gametofito.
Las células en las partes marginales de la lamina del esporofito se someten a meiosis y se
dividen para producir una cantidad de cuadriflagelados, meiosporas haploides. La mitad de
las meiosporas dan origen a gametofitos masculinos, mientras que la otra mitad se convierte
en gametofitos femeninos. La determinacion sexual haplogenotipica por lo tanto debe ocurrir

durante la meiosis (Hoek et al., 2002).
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Figura 5. Ciclo de vida de Ulva sp., ejemplo de alternancia de generaciones isomorficas.

Tomado de Macaya (2011).
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2.2.5 Importancia comercial y aplicaciones.

En los ultimos afios Ulva lactuca L. ha sido objeto de varias investigaciones, debido a que
contiene componentes comercialmente valiosos susceptibles a ser explotados para
aplicaciones tanto en el area de la industria alimenticia, farmacéutica, cosmetologica,

energética, como en la agricola (Dominguez y Loret, 2019).

Alimenticia

Las algas verdes han estado presentes en la dieta de los humanos desde la antigiiedad, se
consideran alimentos con una fuente alternativa rica en nutrimentos (Bocanegra et al., 2009;
Wong y Cheung, 2001). Al parecer, las algas marinas muestran una gran variacioén en la
composicion de nutrientes que estd relacionada con varios pardmetros ambientales y
condiciones ecologicas como temperatura del agua, salinidad, luz, estacion del afio y area
geografica (Abudabos et al., 2013), por lo que su composicion bioquimica depende en gran
medida de las condiciones de crecimiento y por lo tanto de la estacion. De acuerdo con Bruhn
et al. (2011) U. lactuca tiene un contenido total de solidos (TS) entre 9.6 % y 20.4 %,
proteinas 7 %, lipidos 0.3 % y un 62 % de carbohidratos, cabe destacar que con altas cargas
externas de nitrogeno, el contenido de proteinas puede superar el 40 %. Su contenido
equilibrado de Na, Fe y K es nutricionalmente beneficioso (Lordan et al., 2011). Comer U.
lactuca es seguro y es un valioso recurso, debido a que tiene un alto contenido de proteinas,
fibras dietéticas solubles e insolubles, vitaminas, minerales, polisacaridos y clorofila, asi
como una proporcion baja en grasa y calorias (Bocanegra et al., 2009; Ortiz et al., 2006; Li
et al., 2018). Ademas, es una excelente fuente de aminoacidos esenciales, algunos de ellos,
como la histidina, se encuentran en niveles comparables a los que se encuentran en las
legumbres y los huevos (Lordan ez al., 2011). Todo esto en conjunto, hace que U. lactuca sea
un excelente alimento equilibrado y nutricional de mayor calidad para el consumo humano,

capaz de prevenir enfermedades de la sociedad moderna (Breure, 2014).

Farmacéutica
Se ha estudiado que Ulva posee polisacaridos y oligosacaridos, los cuales tienen actividades
antivirales, antitumorales, anticoagulantes, anticuerpos antipéptidos, hepatoprotectores,

inmunoestimulantes, antidepresivos y antiansioliticos (Cardoso et al, 2014; Sari-
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Chmayssem et al., 2019), y se solicitan cada vez més para productos farmacéuticos. Ademas,
Ulva contiene compuestos fenolicos, clorofila y carotenoides, que pueden considerarse como
captadores de radicales libres activos (Cesario et al., 2018). Se ha reportado que Ulva lactuca
L. posee gran aporte de minerales en especial calcio el cual tiene relevancia en el tratamiento
del control de la osteoporosis (Ortiz, 2011). Otros estudios in vivo demuestran que de U.
lactuca se han obtenido derivados glucosilados de esteroles los cuales han evidenciado
actividad anti-inflamatoria, asi como también que es fuente de compuestos con actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio harveyi, Vibrio
parahaemolyticus y Candida albicans (Lopez, 2015). Ademas, Abd-Ellatef et al. (2017)
estudiaron la actividad antitumoral de los polisacaridos aislados de U. lactuca, y demostraron
que esta alga marina tiene un potente efecto antiproliferativo y citotéxico contra la linea
celular de carcinoma de mama in vitro, asimismo tiene efectos quimiopreventivos potenciales
contra el adenoma de mama inducido por hiperplasia in vivo. De igual manera, Mansori et
al. (2016) usaron extractos acuosos de Ulva para la sintesis de nanoparticulas de oro y plata,
con lo cual observaron que tienen una excelente biocompatibilidad en células sanas y fueron

altamente citotdxicos contra las lineas celulares de cancer colorrectal.

Cosmetologica

Los componentes bioactivos encontrados en las algas marinas son muy prospectivos para ser
aplicados en cosméticos (Nurjanah et al., 2016). Entre las diversas clases de componentes
presentes en algas verdes como Ulva lactuca L., se encuentran: polisacédridos sulfatados,
péptidos, carotenoides, 4cidos grasos, fitohormonas, aminoacidos tipo micosporina,
flavonoides, entre otros. Se ha demostrado que dichos compuestos son activos en el cuidado
de la piel antienvejecimiento, el tratamiento anticelulitico y adelgazamiento, ademas de tener
propiedades antioxidantes, fotoprotectoras, hidratantes y blanqueadoras (Bedoux et al.,
2014). El ulvano es el principal polisacarido presente en U. lactuca, y esta abriendo camino
para nuevas aplicaciones potenciales. El interés reciente por el ulvano surge de sus
propiedades quimicas, fisicoquimicas y biologicas Unicas que estdn comenzando a
describirse. En primer lugar, de acuerdo con Leiro ef al. (2007) el ulvano presenta similitudes
con los glicosaminoglicanos, como la condroitina y el sulfato de dermatan, ubicuos en el

tejido de la piel. Ademas, al ser un polisacarido rico en restos de ramnosa, puede inducir la
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proliferacion celular y la biosintesis de colageno (Faury et al., 2011). Por otro lado, segun lo
reportado por Bocanegra et al. (2009); Costa et al. (2010); Kuda y Ikemori (2009) tiene
propiedades antioxidantes comprobadas y una alta capacidad de hidratacion. De hecho, la
presencia de acido glucurdénico dentro de la cadena del ulvano confiere propiedades
hidratantes a este polisacarido, importante para proteger la piel y prevenir dafios por
exposicion a ambientes secos (Kim et al., 2008). Estas particularidades refuerzan el valor del

ulvano para aplicaciones cosméticas.

Energética

La valorizacion de la biomasa de Ulva lactuca L. para la produccion de biocombustibles esta
llamando la atencidn sobre tres aspectos: la biorremediacion para el ecosistema, una fuente
de energia renovable y el ahorro econémico (Chemodanov et al., 2017). A nivel industrial,
de acuerdo con Bruhn et al. (2011) U. lactuca es vista como una de las mejores fuentes de
biomasa para producir biocombustibles, debido a su alto rendimiento potencial de
aproximadamente 24 toneladas (peso seco) ha™! y='. Ademas, la tasa de crecimiento y la
productividad son altas en comparacion con las de los cultivos terrestres, ya que su
produccion no requiere tierra cultivable y fertilizantes, puede crecer en solucion salina y
aguas residuales, asi como también pueden resistir situaciones dificiles para sobrevivir bajo
condiciones estresantes, tiene una mayor capacidad para secuestrar CO2 atmosférico y una
alta eficiencia fotosintética (Raikova et al., 2017). Por su parte, la produccion del bioetanol
de tercera generacion a partir de macroalgas marinas depende principalmente del desarrollo
de un pretratamiento factible desde el punto de vista ecoldgico (es decir, hidrolisis), un paso
de sacarificacion altamente eficaz y, finalmente, un paso de fermentacién de bioetanol
eficiente. De acuerdo con Breure (2014), los polisacaridos en U. lactuca son faciles de
hidrolizar debido al bajo contenido de lignina, dando como resultado altas concentraciones
de bioetanol por unidad de peso. De igual manera, Ulva podria ser una alternativa a los
cultivos oleaginosos convencionales porque contienen aceite, adecuado para reacciones de
esterificacion / transesterificacion para la produccion de biodiesel (Saqib et al., 2013;

Soliman et al., 2018).
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Agricola

El interés en el uso de algas marinas aumentd en las ultimas décadas, ya que han sido
utilizadas como fertilizantes, fungicidas y herbicidas (Hamed et al., 2018). En otras palabras,
estudios recientes han demostrado que, los extractos de algas se utilizan ampliamente en
cultivos horticolas, principalmente por su efecto estimulante en el crecimiento de las plantas
e incremento en la tolerancia de los cultivos al estrés abidtico (salinidad, temperaturas
extremas, deficiencia de nutrientes y sequia), asi como al estrés bidtico (patogenos, parasitos
y depredadores), debido a sus componentes quimicos, que incluyen polisacaridos complejos,
acidos grasos, vitaminas, fitohormonas y nutrientes minerales (Battacharyya et al., 2015).
No obstante, en la actualidad el efecto de Ulva lactuca L. como biofertilizante o
bioestimulante atn no se ha investigado adecuadamente, sin embargo, existen algunas
evidencias como las de Hernandez-Herrera ef al. (2014, 2016) donde se demostrd que los
extractos acuosos y enriquecidos con polisacaridos obtenidos de U. lactuca promovieron la
germinacion y estimularon el crecimiento de las plantas de tomate en comparacion con los
controles. Asimismo, el estudio de Castellanos-Barriga et al. (2017) demostrd que el extracto
de alga de U. lactuca a una concentracion de 0.2 % mejoré significativamente las tasas de
germinacion de las semillas, la produccion de peso fresco y seco de frijol mungo, asi como
concentracion de clorofila, carbohidratos y contenido de proteina respecto a las plantas que

se les aplico el extracto.
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2.3 Hongo micorricico arbuscular (HMA)

2.3.1 Origen y habitat

Las comunidades vegetales formadoras de suelo que colonizaron los ecosistemas terrestres
durante el Paleozoico temprano (419 a 470 Ma) probablemente fueron similares a las costras
fotoautotroficas biologicas del suelo moderno (algas, musgos y hepaticas), que forman
simbiosis con hongos y cianobacterias (Martin et al., 2017). Los HMA son organismos
biotrofos obligados ya que para completar su ciclo de vida necesitan colonizar una planta
hospedadora y establecer la simbiosis. Esta intima asociacion entre HMA y plantas terrestres
tiene registros fosiles de mas de 460 millones de afios (Ma) (Redecker et al., 2000). El origen
de los HMA se remonta al Ordivivio, como sugieren tanto los registros fosiles, como los
resultados de datacion molecular. Es en este periodo de tiempo cuando se produce la
colonizacion del medio terrestre por las plantas a partir de un medio acuoso. Por ello, se ha
hipotetizado que los HMA tuvieron un papel determinante en esta transicion, ayudando a los
antecesores de las plantas actuales en la absorcion de nutrientes de baja movilidad (ejemplo:
fosfato) y agua. La historia evolutiva de los HMA es crucial para el entendimiento del origen
monofilético o no de estos hongos (Schiifler, 2000; Schiiler et al., 2001).

Los HMA predominan en agro-ecosistemas, pastizales, desiertos, bosques templados,
caducifolios y lluviosos tropicales. Las plantas en las que se ha reportado esta asociacion son
bridfitas (musgos y hepaticas), pteridofitas, gimnospermas y angiospermas, todas con raices

verdaderas (Neri-Luna y Villarreal-Ruiz, 2012; Read et al., 2000).

2.3.2 Clasificacion taxonomica de Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S.

Sm.

Los HMA son uno de los grupos de hongos del suelo mas importantes y se colocaron en el
Phylum Glomeromycota, el cual, se divide en cuatro 6rdenes, once familias, veinticinco
géneros y mas de doscientas especies (Redecker et al., 2013)

R. intraradices pertenece al Reino: Fungi, Phylum: Glomeromycota, Clase:
Glomeromycetes, Orden: Glomerales, Familia: Glomeraceae, Género: Rhizophagus y

Especie: intraradices (N.C. Schenck y G.S. Sm) (Souza, 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Taxonomia de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) propuesta por
Redecker et al. (2013) *Evidencia insuficiente, pero ninguna accion formal tomada. Tomado

de Souza (2015).
2.3.3 Morfologia

La taxonomia e identificacion que los HMA tienen tradicionalmente se basa en la morfologia
de sus grandes esporas multinucleadas (40 a 800 um) (Redecker ef al, 2000), aunque
actualmente se complementan con una serie de técnicas moleculares (Opik et al., 2013;
Crossay et al., 2017).

Algunos atributos distintivos de Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S. Sm. son hifas
cenociticas (Figura 7a), colonizacidon intracelular en células corticales, formacion de
arbusculos (Figura 7b) y vesiculas (Figura 7c), presencia de hifas extraradicales de forma
cilindrica a ligeramente acampanada, de 11-18 pm (promedio = 15 pm) de ancho (Figura 7d).
Las esporas son asexuales de color blanco, crema palida a marrén amarillento, a veces con

un tinte verde, aunque el color es muy variable, poseen una forma globosa, subglobosa,
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irregular, con muchas esporas elipticas (especialmente las extraidas de raices micorrizadas)
y su tamafio va de 40-140 um, con un promedio de 93.3 um (n = 170) (Figura 7e).

La pared de las esporas estad conformada por tres capas (L1, L2 y L3), con solo la primera
capa presente en las esporas juveniles y la pared de hifas subyacente (por lo que son
incoloros), L2 y L3 se forman secuencialmente en la pared de la espora y en la pared de la
hifa subyacente, las dos capas externas son las Unicas presentes en las primeras etapas de
formacion de esporas, y ambas se adelgazan o se degradan con la maduracion de las esporas,
las subcapas de L3 también pueden separarse a lo largo de la longitud de la hifa, aunque son
menos numerosas. Durante la germinacién un tubo germinal emerge del lumen de la hifa
subyacente, parece surgir de la subcapa mas interna de L3. Algunos especimenes muestran
tubos germinales que surgen de extremos rotos de fragmentos de hifas a cierta distancia de
la espora por el mismo mecanismo. Este comportamiento podria explicar la alta infectividad
de fragmentos de hifas de hongos en esta especie (Figura 8).

De acuerdo con Gallaud (1905) existen dos tipos morfologicos de micorrizas arbusculares,
basadas en las caracteristicas de las interfaces simbidticas y difieren en estructuras fingicas.
Los cuales son tipo Arum, se caracteriza por la formacion de hifas intercelulares entre los
arbusculos intracelulares y dentro de las células corticales (Figura 9a) y tipo Paris, los hongos
forman espirales de hifas intracelulares extensas y espirales arbusculares en la corteza de la
raiz sin fase intercelular (Figura 9b). R. intraradices se caracteriza por poseer ambos (Aarle
et al., 2005; Dickson, 2004; Armstrong y Peterson, 2002), no obstante se cree que los dos
tipos de colonizacion dependen completamente de la especie de la planta huésped (Brundrett
y Kendrick, 1990). Sin embargo, se ha encontrado que las especies de hongos también pueden
influir en el tipo de colonizaciéon (Cavagnaro ef al., 2001).

En la micorrizacién cominmente se forman numerosas vesiculas o esporas cerca de los
puntos de entrada junto con la red de hifas y arbusculos. La colonizacion arbuscular parece
alcanzar un pico mas temprano que muchos otros hongos en Rhizophagus, con raices mas
antiguas que a menudo contienen una extensa red de hifas (menos arbusculos) y numerosas
esporas intraradicales, las cuales tienden a distribuirse en forma parche en algunas especies
hospedadoras y se forman en grupos densos en otros hospedadores (International Culture

Collection of (vesicular) Arbuscular Micorrhizal Fungi, 2019).
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Figura 7. Escructuras morfoldgicas de Rhizophagus intraradices. (a) hifas cenociticas

intraradicales, (b) arbusculos intracelulares, (c) vesiculas, (d) hifas extraradicales, (e)

esporas.

Figura 8. Capas (L1, L2 y L3) de la pared de las esporas en Rhizophagus intraradices.
Tomado de International Culture Collection of (vesicular) Arbuscular Micorrhizal Fungi

(2019).

Figura 9. Tipos morfoldgicos de simbiosis en Rhizophagus intraradices. (a) colonizacion

tipo Arum, (b) colonizacion tipo Paris. Tomado de Berbara et al. (2006).
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2.3.4 Ciclo de vida

La formacion de la simbiosis micorricica arbuscular es un complejo proceso caracterizado
por distintos estadios del establecimiento entre el hongo y la planta donde de acuerdo con
Barea et al. (2008); Aguilera et al. (2007) se distinguen las siguientes fases: (1) Germinacion
de la espora y ramificacion de hifas, la cual se ve estimulada por la presencia de los exudados
radicales, estd influenciada por determinados microorganismos del suelo 'y
fundamentalmente, por las condiciones fisico-quimicas del suelo cuando la temperatura y
humedad son favorables (Figura 10a); (2) formacion del apresorio sobre las células
epidérmicas, producto del aumento de la presion hidrostatica en la zona apical de la hifa
infectiva, a partir del cual se desarrollan ramificaciones infectivas cortas (Figura 10b); (3)
penetracion radical a través de los pelos radicales o de las células epidérmicas mediante
presion ejercida por la hifa en crecimiento sobre la pared celular, lo cual hace que esta ultima
se curve alrededor de la hifa y se vuelva mucho mas delgada en las células corticales, esto
ocurre por la combinacién de procesos mecanicos y enzimaticos (Figura 10c); (4)
crecimiento intercelular a partir de la hifa de penetracion que se extiende entre las células de
la epidermis hacia la corteza de la raiz, sin penetrar el sistema vascular ni los meristemos
radicales (Figura 10d); (5) desarrollo del micelio extraradical en el suelo con la formacion de
las estructuras ramificadas de absorcion, las que aumentan considerablemente la superficie
de absorcion de la planta y su capacidad para captar nutrientes y agua (Figura 10e); (6)
formacion de los arbuisculos intracelularmente (sitio en donde se lleva a cabo el intercambio
de nutrimentos entre ambos simbiontes), con el consiguiente aumento en la superficie de
contacto entre el HMA vy la planta, en este estadio, también se pueden formar vesiculas
(reservorios de carbono que presentan gran cantidad de lipidos) y células auxiliares, en
dependencia de la especie fungica (Figura 10f); (7) formacion de esporas, cerrandose el ciclo

de vida de los HMA (Figura 10g).
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Figura 10. Secuencia de eventos morfogenéticos del hongo micorricico arbuscular
(Rhizophagus intraradices) para su establecimiento dentro de las raices de tomate: (a)
germinacion de la espora y ramificacion de hifas, (b) formacion del apresorio sobre las
células epidérmicas, (c) penetracion a través de las células epidérmicas, (d) crecimiento
intercelular a partir de la hifa de penetracion, (e) desarrollo del micelio extraradical en el
suelo, (f) formacion de los arbusculos y vesiculas, (g) formacion de esporas. Escala de

medicion 20 pm.
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2.3.5 Factores que influyen en el proceso y establecimiento de la simbiosis

micorricica

Existen varios factores que afectan el establecimiento y funcionamiento de la simbiosis
micorricica ya sea a nivel de ecosistemas naturales o agroecosistemas, en los cuales, se ha
demostrado que las caracteristicas edafologicas (textura, pH, materia orgénica, humedad,
niveles de nutrientes, organismos que habitan), condiciones climéaticas (luz, temperatura,
geografia), factores bioticos (interaccién con otros organismos), entre otros, intervienen en
la germinacién de esporas, la colonizacion de las raices y la eficiencia de los HMA (Khalil
et al., 1992). Por lo tanto, el conocimiento de los diferentes factores que influyen en la
biologia de la poblacion de HMA es esencial en cualquier intento de usarlos en la
conservacion del medioambiente, biotecnologia o en la agricultura sostenible.

Los factores edafologicos son importantes causando variacion en la colonizacion del HMA
y la poblacion de esporas. Hay evidencia que soporta la hipotesis de que las propiedades del
suelo ejercen una gran influencia en los HMA. Por ejemplo, Posada et al. (2008) encontraron
una mayor cantidad de esporas de HMA en los sitios de mayor fertilidad, de modo que 9 de
las 11 propiedades que definen la fertilidad del suelo se relacionaron de manera directa y
significativa con esta variable. Por su parte, Oehl ef al. (2010) observaron que la diversidad
y composicion de la comunidad de HMA dependi6 fuertemente del tipo de suelo y la
intensidad de su uso. Segln Jeffries y Barea (2012), los suelos compactados reducen la
fertilidad del suelo y la distribucion de las raices de las plantas y de las hifas de los HMA en
la rizésfera. Otros estudios, relacionan la ocurrencia y abundancia de determinadas especies
de HMA con las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, tales como textura, pH, y
contenido de materia organica y nutrientes, particularmente con la disponibilidad de P
(Gonzalez-Caiiizares, 2018); de este modo, las condiciones edaficas pueden ejercer una
fuerte presion selectiva sobre los HMA, resultando en cambios en la composicion de la
comunidad de estos microorganismos (Mathimaran et al., 2005).

La fertilidad del suelo también interviene en el proceso de formacion y desarrollo de la
simbiosis micorricica (Diederichs y Moawad, 1993). Se ha demostrado que la colonizacion
micorricica arbuscular disminuye cuando los niveles de P se incrementan, sin embargo,

cuando los niveles de P asimilable en el suelo son bajos, se favorece en la planta la sintesis

22



de la enzima fosfatasa, lo que permite el establecimiento y desarrollo del HMA (Mujica-
Pérez, 2009). Las variaciones en la respuesta de la colonizacion de raices y el nimero de
esporas al P del suelo podrian atribuirse a una serie de factores como: a) especies de HMA
que colonizan las raices, ya que las especies y las cepas varian en su sensibilidad al P, b) la
variada respuesta del crecimiento de la raiz del huésped a los niveles cambiantes de P, o ¢)
cambios en la permeabilidad de la membrana celular a concentraciones variables de P celular,
que afectan el grado de colonizacién y esporulacion del HMA (Khanam et al., 2006).
Sorprendentemente, los tltimos estudios parecen indicar que es el nivel de N y no el de P el
que mas influye en la distribucion de las HMA (Fitzsimons et al., 2008), se ha demostrado
que existe una correlacion negativa entre los niveles N mineral del suelo y la presencia de
HMA en las raices de plantas (Jumpponen et al., 2005; Santos-Gonzalez et al., 2007),
aunque este ultimo autor también plantea la probabilidad de que bajo condiciones de una
abundancia relativa de N, las raices pudieran ser colonizadas predominantemente por
especies de HMA con alguna preferencia por este elemento. En otro estudio, Sigiienza et al.
(2006) encontraron que la aplicacion excesiva de fertilizante nitrogenado, principalmente en
suelos bien abastecidos de P, altera la colonizacion de las raices por los HMA, decrece el
desarrollo de las hifas extramatricales, modifica el funcionamiento de la relacion simbionte-
hospedero y cambia la composicion de las comunidades de HMA, pudiendo prevalecer
especies con una capacidad inferior o menos eficientes para promover el crecimiento de las
plantas. Ademas, de acuerdo con Bradley et al. (2006) los cambios de pH inducidos por las
aplicaciones de altas dosis de N durante periodos prolongados de tiempo también pueden

contribuir a modificar las poblaciones y comunidades de HMA.

La cantidad de agua del suelo tiene una influencia variada en la colonizacion por los HMA y
el nimero de esporas. En general, la humedad 6ptima para el crecimiento de las plantas,
también es adecuada para la colonizacion y esporulacion los HMA (Khanam et al., 2006).
Los HMA se caracterizan por favorecerla absorcion de agua por las plantas en condiciones
fluctuantes de humedad del suelo (Sylvia et al., 1993), sin embargo, la informacion sobre los
efectos de la humedad del suelo sobre la micorrizacion y la abundancia de esporas es muy
limitada. De acuerdo con un estudio de Allen y Allen (1984) la humedad del suelo se

correlacion6 positivamente con la colonizacion por HMA y la abundancia de esporas.
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Por otro lado, Hayman y Tavares (1985) reportaron que la variacion en el pH del suelo puede
afectar el desarrollo y el funcionamiento de los HMA al alterar la concentracion de muchos
nutrientes e iones toxicos en una solucion del suelo, asi como los iones de hidrégeno. Otros
trabajos demuestran que con valores extremos de pH y bajos niveles de oxigeno en el suelo,
el desarrollo los HMA se inhibe (Mujica-Pérez, 2009).

De acuerdo con Linderman (1992), las poblaciones e interacciones de los microorganismos
rizosféricos pueden afectar positiva o negativamente la estructura y diversidad de
comunidades de HMA. Las bacterias fijadoras de N de la micorrizdsfera tienen el potencial
de influir en los HMA (Johansson et al., 2004), actualmente existen muchos estudios que
demuestran que estas bacterias promueven el establecimiento de los HMA a través de una
mejor y mayor germinacion de esporas (El Gamal et al., 2009; Aguirre-Medina et al., 2011;
Suhail, 2013 b). Por el contrario, otros estudios que utilizan pasteurizacion, fumigacion o
esterilizacion de suelos han demostrado que la presencia de algunas bacterias también puede
inhibir la germinacion de esporas o la esporulacion de HMA (Tommerup, 1985; Wilson et

al., 1988; Xavier y Germida, 2003).

Las diferentes condiciones climaticas y geograficas dan lugar a dominancia de diferentes
tipos de HM en cada bioma, por ejemplo en suelos de bajas latitudes con altas tasas de
mineralizacion y presencia de herbaceas y plantas lefiosas predominan los HMA (Martinez
y Pugnaire, 2009). Opik et al. (2006) observaron que las comunidades de HMA difieren entre
ecosistemas y que la diversidad de taxones disminuye del bosque tropical al pastizal, al
bosque templado y a los ecosistemas degradados. Estos datos a gran escala sirven para
conocer su distribucion a nivel global. Mandyam y Jumpponen (2008); Saito y Sugawara
(2010), demostraron la existencia de una marcada estacionalidad, tanto en la actividad de la
simbiosis como en la presencia de propagulos infectivos del hongo, cuyos niveles de
colonizacidn y presencia de arbusculos, vesiculas o esporas, alcanzaron sus maximos valores
en el verano, como consecuencia de la mayor actividad metabolica de la planta y humedad
del suelo. Los estudios de Johnson et al. (2003) realizados en un amplio rango de ecosistemas
de pastizales, indicaron que la distribucién de las estructuras micorricicas es dindmica a
través del tiempo y puede incrementar o decrecer en respuesta a las variaciones estacionales

de las precipitaciones, temperatura y radiacion solar, ademads advierten la necesidad de tomar
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precauciones a la hora de extrapolar los estudios de las variables micorricicas en cultivos de

ciclo largo basados en una simple fecha de muestreo.

En condiciones de campo, la luz juega un papel decisivo en el desarrollo de las micorrizas.
Esta relacion entre la radiacion solar y los niveles de colonizacion se explica a partir del
incremento de la tasa fotosintética en presencia de una adecuada radiacion fotosintéticamente
activa (PAR, por sus siglas en inglés), lo que implica una mayor produccion e intercambio
de fotoasimilados y mayor posibilidad de mantener un simbionte con altos valores de
colonizacion (Mujica-Pérez, 2009).

Segun estudios realizados por Harley y Smith (1983) la temperatura tiene una relacién
directamente proporcional con el porcentaje de colonizacién micorricica y establecieron tres
rangos que explican el funcionamiento 6ptimo de la simbiosis: hasta 30°C se incrementa, de
31-39°C decrece y con temperaturas de 40°C se inhibe por completo, asi como la
germinacion de las esporas y el desarrollo de otros propagulos.

A nivel de agroecosistemas, los impactos humanos, como el cambio de las practicas de
gestion agricola, erosion, alteracion del suelo, mineria, labranza, asi como el cambio de las
propiedades quimicas y fisicas del suelo, conducen a una reduccion de la diversidad de la
comunidad de HMA en el suelo (Fuchs y Haselwandter, 2008).

Oehl et al. (2004) demostraron que el uso intensivo de précticas agricolas entre ellas la
labranza pesada, conduce a una reduccion de la diversidad de HMA en sitios agricolas en
comparacion con los campos tratados con menos intensidad, en donde se observa una capa
superior del suelo con mayor diversidad. Segun lo reportado por Jeffries y Barea (2012) la
intensidad del pastoreo producido por animales herbivoros, es otro factor que afecta el
funcionamiento de los HMA. Ellos encontraron que tres especies de pastos, sometidas a
defoliaciones, respondieron diferente con respecto a los cambios en la dindmica de
micorrizacion. Por ejemplo, en Digitaria y Lolium la colonizaciéon disminuyd, pero la
cantidad de hifas en el suelo no fue afectada, en cambio, en Themeda, quien es susceptible al
pastoreo, no hubo cantidades de hifas en el suelo después de la defoliacién. Helgason et al.
(2002) compararon la diversidad de especies de HMA presentes en bosques y suelos
agricolas, su estudio reveld que la diversidad de especies de HMA en el sitio agricola es
mucho menor que en el suelo forestal. Un trabajo similar realizaron Jha et al. (1992), quienes

evaluaron suelos forestales degradados y encontraron una poblacion de HMA

25



significativamente menor que en los habitats forestales menos perturbados, concluyendo que
la alteracion del suelo y la vegetacion afecta negativamente a la poblacion microbiana,

incluidas las esporas de HMA.

Otro factor importante que afecta el desarrollo de los HMA en el suelo deriva del impacto de
elementos toxicos. La perturbacion de las comunidades del suelo, asi como los cambios en
los parametros quimicos y fisicos pueden considerarse como las principales razones de los
cambios en la composicion y diversidad de HMA (Fuchs y Haselwandter, 2008). Algunos
investigadores han observado que los fertilizantes quimicos excesivos tienen efectos
adversos sobre la colonizacién y poblacion de esporas (Khanam et al., 2006). En un suelo
contaminado que albergaba restos de residuos quimicos industriales, Vallino et al. (2006)
encontraron una diversidad muy baja de HMA en las raices. De igual manera, Johnson ef al.
(2003) realizaron un estudio en agroecosistemas de pastizales, donde observaron que la
disponibilidad de nutrientes en el suelo controlaba el crecimiento de las estructuras intra y
extrarradicales. Por lo que, la distribucion de arbusculos e hifas extrarradicales disminuia
significativamente cuando los pastos habian sido suficientemente fertilizados, ya que la

entrega de tales recursos a la planta hospedera a través de los HMA perdia importancia.

Por otro lado, se ha observado que los fertilizantes organicos y materia organica
generalmente incrementan la formacion de estructuras micorricicas arbusculares
(Muthukumar y Udaiyan, 2002; da Silva ef al., 2008), ya que influyen sobre la estructura,
pH, cantidad de nutrientes y retencion de humedad en el suelo, lo que actiia directa o
indirectamente sobre la eficiencia y el desarrollo de los HMA (Jeffries y Barea, 2012), debido
a la presencia de ciertos compuestos organicos y a la propia mineralizacion de la materia
organica (Gryndler et al., 2009). Los beneficios de las enmiendas organicas en las
poblaciones de HMA también se atribuyen a su efecto en las propiedades fisicas del suelo,
cuya mejora incrementa la actividad microbiana e influye positivamente en la distribucion

de los nutrientes (Gosling et al., 2006; Alguacil et al., 2009).

Debido a la agricultura intensiva, los roles naturales de los organismos micorrizosféricos han

sido marginados, ya que las comunidades microbianas en los sistemas agricolas
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convencionales se han modificado debido a la labranza intensiva (Mcgonigle y Miller, 1996;
Sturz et al., 1997) y a los altos aportes de fertilizantes inorganicos, herbicidas y pesticidas
(Gianinazzi et al., 2003), es por ello que la diversidad de los HMA en estos sistemas se ha

reducido (Méder et al., 2002).

Por ultimo, de acuerdo a Bingham y Biondini (2009) el establecimiento de pastizales
también modifica las comunidades de HMA, asi como su abundancia y efectividad. Debido
a que la reduccion de la diversidad de especies vegetales que ocurre cuando se establece una
especie de pasto en monocultivo, puede disminuir significativamente la diversidad de
especies de HMA, llegando a prevalecer aquellas que mejor se adaptan a la nueva condicion,
pero no necesariamente las mas eficientes para producir un funcionamiento micorricico

adecuado.

2.3.6 Importanciay aplicaciones

La importancia de los HMA ha aumentado en la ultima década debido a que son un
componente esencial en los ecosistemas terrestres naturales y transformados del planeta, por
lo tanto, se consideran un recurso natural involucrado en numerosos servicios ecosistémicos,
entre los que destacan la biofertilizacion (incremento en la absorcion de nutrimentos,
desarrollo y crecimiento vegetal), bioproteccion (tensiones ambientales, toxicidad de metales
pesados, estrés hidrico y proteccion contra patégenos y enfermedades) y estabilizacion del
suelo (compactacion y estructura) (Aguilera et al., 2007; Neri-Luna y Villareal- Ruiz, 2012;

Fayuan, 2017).

Biofertilizacion

Hoy en dia, se sabe que los HMA pueden mejorar el estado nutricional especialmente a través
de la adquisicion de P y el crecimiento de las plantas hospedadoras. Aguirre-Medina et al.
(2017) estudiaron el impacto de la interaccion de Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y
G.S. Sm. con la fertilizacion empleando diferentes dosis de P en el rendimiento de Phaseolus
vulgaris. Los resultados probaron que la inoculacion de plantas con R. intraradices promovid

un mejor vigor, crecimiento y rendimiento del grano. En particular, el rendimiento del grano
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inoculado con el HMA presentd valores similares a los obtenidos con una fertilizacion
inorganica de 40 kg-ha! de P»Os, lo que indico que la fertilizacion inorgénica puede ser
completamente sustituida por R. intraradices. Asimismo, Sokolski et al. (2011) aislaron
cuatro genes transportadores de fosfato (TP) de las hifas de HMA e identificaron genes TP
de 25 cepas de 10 especies de Glomus, lo cual indica que es probable que los genes TP
ocurran ampliamente en los HMA y probablemente, los genes TP en tejidos vegetales
también estan regulados por dichos hongos. De acuerdo a Fayuan (2017) y Smith ez al. (2003)
los mecanismos directos e indirectos subyacentes a la mejora de P en tejidos vegetales por
los HMA se resumen de la siguiente manera: (1) Las hifas extraradicales del HMA pueden
absorber P directamente y translocarlo mas rapidamente a estructuras del mismo hongo
dentro de las raices; (2) Los HMA tiene una alta afinidad hacia el P, y su transporte es mucho
mas rapido en hifas que en raices; (3) Las hifas de los HMA son mucho mas delgadas que
los pelos radiculares y pueden absorber P desde fuera de la zona de agotamiento de P donde
las raices no pueden alcanzar, y al mismo tiempo, tienen un area de superficie relativamente
mas grande, por lo tanto, expanden el drea de absorcion total de la raiz del huésped; (4) Puede
adquirir P del suelo compactado; (5) Los HMA secretan acidos organicos que ayuda a activar
P poco soluble; (6) también secretan fosfatasa que hidroliza las fuentes organicas de P en
formas disponibles; (7) Pueden regular los genes de transporte de P en plantas y en si mismos
en condiciones deficientes de P; (8) Estimulan las rizobacterias que promueven el
crecimiento de las plantas, especialmente, otros microorganismos relacionados con el ciclo
del P. En otro estudio, Nzanza et al. (2011) investigaron la interaccion del hongo promotor
del crecimiento vegetal (7richoderma harzianum) y los HMA en el crecimiento y desarrollo
de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas en condiciones de invernadero.
Los resultados demostraron que las plantas tratadas con 7. harzianum y / o HMA mejoraron
la longitud del brote y raiz, la biomasa seca del brote y raiz, por lo que tienen el potencial de
mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantulas de tomate. Por ultimo, Padmavathi ef al.
(2015) evaluaron el efecto de Rhizophagus spp. y Acinetobacter junii en la promocién de
crecimiento de plantas de S. lycopersicum y Capsicum annuum. Los resultados demostraron
que la inoculacion doble promovid el crecimiento de las plantas, ya que hubo un aumento en
el rendimiento del fruto (1.98 kg planta™') y biomasa (30.36 g de tomate; 10.67 g de pimiento),

acumulacion de fosfato en los brotes (2.06 mg mL! tomate; 2.26 mg mL"! pimiento), tuvieron
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93 % de colonizacion de la raiz, numero de esporas (238 tomate, 242 pimiento) y glomalina

(16.75 mg mL! tomate; 18.09 mg mL! pimiento) en ambas plantas.

Bioproteccion

Se ha demostrado que los HMA mejoran la resistencia de las plantas al estrés abiotico y
bidtico.

El estrés hidrico (salinidad y sequia) puede producir estrés osmotico y limitar a las plantas
para absorber agua. Los HMA pueden ajustar el potencial osmético de las plantas asociadas
a ellos a través de la mayor acumulacion de productos organicos (por ejemplo: prolina,
glicina betaina, carbohidratos como sacarosa y manitol e iones no orgéanicos como K y Cl),
por lo que ayuda a las plantas hospedantes a crecer mejor bajo deficiencia hidrica (Porcel et
al., 2012). En un estudio realizado por Hajiboland et al. (2010) se investigaron los
mecanismos subyacentes al alivio del estrés salino por la micorrizacién, en plantas de
Solanum lycopersicum L. con diferente tolerancia a la salinidad, los resultados indicaron que
la micorrizacion alivié la reduccién salina de la absorcion de P, Ca y K y mejoro las
relaciones Ca / Na y K/ Na en las plantas, asi como también las tasas netas de asimilacion
de nutrientes al elevar la conductancia estomatica y proteger los procesos fotoquimicos de
PSII contra la salinidad. Estos autores argumentaron que las diferencias de las plantas en las
respuestas de crecimiento a la salinidad y la micorrizacion podrian deberse por las diferencias
en el equilibrio i6nico, fotoquimica y el intercambio de gases de las hojas. Al parecer la
funcién de las defensas antioxidantes puede ser responsable de la diferente capacidad de
respuesta al HMA de los cultivares bajo salinidad, con lo cual concluyeron que los HMA
puede proteger a las plantas contra el estrés oxidativo producido por la sal. En otro estudio
relacionado con estrés hidrico Li er al. (2014) investigaron la importancia relativa de la
micorrizacion de Rhizophagus intraradices y los pelos radiculares en las relaciones hidricas
de plantas de cebada en condiciones Optimas de agua o de sequia. Los resultados
experimentales indicaron que hubo un aumento significativo en la concentraciéon de P,
potencial hidrico de las hojas, tasa fotosintética, tasa de transpiracion, conductancia
estomatica y eficiencia del uso del agua, por lo que se cree que el HMA casi podria compensar

la ausencia de pelos radiculares en condiciones de estrés por sequia.
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Hoy en dia, los ecosistemas han sido contaminados con metales pesados debido a diversas
actividades humanas y naturales (Gaur y Adholeya, 2004), las cuales generalmente conducen
a la pérdida de la capa superior del suelo y vegetacion, a la disminucién de la biodiversidad
del suelo y producen entornos extremadamente hostiles, incluidos suelos muy infértiles, con
grandes cantidades de desechos y altas concentraciones de contaminantes, que a su vez
limitan la revegetacion natural y la restauracion del suelo, es por ello, que se han llevado a
cabo experimentos de invernadero y campo (in situ) en donde se ha implementado el uso de
especies de HMA en suelos destruidos o contaminados. La mayor parte de estos
trabajosconfirman que los HMA benefician la supervivencia, crecimiento y nutricion de las
plantas y mejoran la estructura del suelo y por lo tanto, el restablecimiento de la vegetacion
(Fayuan, 2017). Debido a lo anterior, los HMA constituyen un componente funcional
importante del sistema suelo-planta que es critico para la productividad sostenible en suelos
degradados, ya que juegan un papel vital en la tolerancia y acumulacion de metales (Gaur y
Adholeya, 2004), el micelio externo de los HMA proporciona una zona mas amplia de
voliimen del suelo al extenderse mas alld de la zona de exploracién de raices, proporcionando
asi acceso a una mayor cantidad de metales pesados presentes en la rizosfera (Del Val et al.,
1999). Otra caracteristica importante de esta simbiosis es que los HMA pueden favorecer el
establecimiento y crecimiento de las plantas a pesar de los altos niveles de metales pesados
del suelo, debido a una mejor nutricion, disponibilidad de agua y propiedades de agregacion
del suelo asociadas con la simbiosis micorricica (Kabir y Koide, 2000; Rillig y Steinberg,
2002). Spagnoletti y Lavado (2015) investigaron los efectos de R. intraradices en plantas de
soja cultivadas en suelos contaminados con arsénico (As), los resultados indicaron que la
inoculacioén con este HMA mejor6 tanto los parametros morfoldgicos de las plantas, como
la colonizacidon micorricica y disminuy6 la acumulacion de As en las plantas (de 7.8 mg As
kg “!'a 6.0 mg As kg 1), por lo que la inoculacion del HMA mostré potencial para reducir
la toxicidad de As en areas contaminadas, a través de un efecto de dilucidon, menor toma de
As por las raices y mejor tolerancia de la soya a este elemento.

Por otra parte, la mayor resistencia de las plantas micorricicas contra los patdgenos de las
raices, proporciona una bioproteccién como un servicio ecosistémico dentro de la agricultura
sostenible, ya que puede ser activa contra un amplio espectro de patdgenos y podria

complementar la resistencia cuantitativa innovadora de alelos multiples obtenida por el

30



fitomejoramiento (Gianinazzi et al., 2010). Diversos trabajos han demostrado el efecto
benéfico de los HMA en el aumento de la tolerancia de las plantas al estrés bidtico causado
por los patogenos del suelo que interactiian con muchas especies de plantas. Lo anterior, se
ha demostrado para una serie de hongos patégenos u Oomycetes como Fusarium,
Rhizoctonia, Verticillium, Thielaviopsis, Aphanomyces, Phytophthora y Pythium, asi como
también para nematodos de los géneros Heterodera, Meloidogyne, Pratylenchus y
Radopholus (Harrier y Watson, 2004; Whipps, 2004). Datnoff et al. (1995); Akkoprii y
Demir (2005); Fierro-Coronado et al. (2013) realizaron estudios muy similares en donde
evaluaron la capacidad bioprotectora de R. intraradices contra el hongo patogeno Fusarium
oxysporum en plantas de tomate. Los resultados mostraron que el indice de pudricion por
Fusarium fue menor y se redujo la gravedad de la enfermedad entre 8.6-58.6 % en las plantas
micorrizadas en comparacion con las plantas no colonizadas, asi como también se registraron
aumentos significativos en el peso de las raices, peso fresco de la planta (hasta 198 %) y en
el rendimiento del fruto (14.3 %). Estos hallazgos sugieren que R. intraradices confiere
tolerancia a Fusarium en plantas de tomate y se cree que este mecanismo puede estar

parcialmente influenciado por una mejor nutricion de fosfato.

Estructura del suelo

Por otro lado, los agregados, especialmente los estables al agua, son uno de los indicadores
mas importantes para una estructura adecuada del suelo. Los HMA proporcionan enlaces
directos entre las raices y el suelo, por lo que pueden contribuir potencialmente a la
agregacion y estabilidad de la estructura del suelo por la accion combinada de hifas
extraradicales y la produccion de una proteina llamada glomalina (Bedini ef al., 2009) que
afecta la retencion de humedad del suelo (Miransari, 2010). De acuerdo con Rillig y
Mummey (2006), el papel del micelio fingico de los HMA en la formacion o estabilizacion
de agregados se puede resumir en tres mecanismos: (1) Bioquimico: productos de micelios
fungicos, que incluyen glomalina, mucilagos, polisacaridos y otros compuestos
extracelulares, hidrofobinas y proteinas afines; (2) Biologicos: microbiota influenciada por
el micelio y la cadena trofica del suelo; y (3) Biofisicos: alineamiento y alteracion de las

relaciones hidricas.
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Bearden y Petersen (2000) estudiaron la influencia de los HMA en un cultivo de Sorgo
bicolor, demostrando que éstos contribuyen a la estabilizacion de los agregados de diferentes
tamafios del suelo en un vertisol indio semidrido, y su efecto fue significativo después de una
temporada de crecimiento. Esta respuesta se asocio tanto con hifas de los HMA como con la
estimulacion del crecimiento de la raiz.

De acuerdo con Miransari (2014), la biodiversidad de los microorganismos es un indicador
importante de la fertilidad y calidad del suelo. Ademas de las raices, los HMA pueden
interactuar con otros organismos del suelo, especialmente los microorganismos de la
rizosfera. Hasta cierto punto, la simbiosis micorricica puede definirse como asociaciones
tripartitas, que incluyen plantas, HMA y bacterias (Bonfante y Anca, 2009). Se ha
confirmado que los HMA vy las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPR, por sus siglas en inglés) pueden interactuar sinérgicamente para estimular el
crecimiento de las plantas a través de diversos mecanismos, como es la mejor adquisicion de
nutrientes y la inhibicion de los patogenos del suelo (Artursson et al., 2006), estas
interacciones pueden ser de importancia crucial para el crecimiento de las plantas y, por lo
tanto, la productividad del ecosistema (Fayuan, 2017). Ardestani et al. (2019) estudiaron las
interacciones de Rhizophagus intraradices y los grupos microbianos del suelo en una
comunidad de gramineas donde se evaluaron la biomasa de brotes y raices y la respiracion
microbiana. Los resultados mostraron la importancia de los HMA en la biomasa vegetal y su
interaccion con diferentes especies de plantas y grupos microbianos, por lo que serian util

extrapolar estas investigaciones a un entorno natural.
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2.4 Bioestimulantes utilizados en la agricultura

Hoy en dia no existe una definicion legal o regulatoria de bioestimulantes vegetales en
ninguna parte del mundo, lo cual impide una enumeracion y categorizacion detallada, por lo
que varios autores (Calvo et al., 2014; du Jardin, 2012 y 2015; Halpern et al., 2015) han

coincidido en categorizar los principales bioestimulantes de la siguiente manera:

a) Acidos humicos y fulvicos
Los 4cidos hiimicos son constituyentes naturales de la materia organica del suelo, como
resultado de la descomposicion de residuos vegetales, animales y microbianos, pero también

de la actividad metabolica de los microorganismos del suelo que utilizan estos sustratos (du

Jardin, 2012).

b) Hidrolizados de proteinas y otros compuestos que contienen N

Los productos basados en proteinas se pueden dividir en varias categorias principales:
hidrolizados de proteinas que consisten en una mezcla de péptidos y aminoéacidos de origen
animal o vegetal y aminoéacidos individuales tales como glutamato, glutamina, prolina y
glicina betaina, ayudan a la estimulacion del crecimiento de las plantas e incrementar la

tolerancia al estrés bidtico y abiotico (Calvo et al., 2014).

¢) Extractos de algas marinas

Los extractos de algas marinas son el producto mas utilizado en cultivos horticolas,
disponibles como extractos liquidos o en forma de polvo soluble. Los extractos liquidos se
pueden aplicar cerca de la raiz de la planta, esto se puede lograr mezclando los extractos con
agua de riego y aplicando como riego por goteo a los cultivos, también se usan como
aerosoles foliares en una variedad de cultivos de flores, vegetales y arboles (Battacharyya et

al., 2015).
d) Quitosano y otros biopolimeros

El quitosano es una forma desacetilada de la quitina biopolimera, producida de forma natural

e industrial, varios poli y oligébmeros de origen bioldgico o variantes (hemi) sintéticas se
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utilizan cada vez mas en la agricultura como inductores de la defensa de las plantas, incluidos

los polisacaridos de algas marinas (du Jardin, 2015).

¢) Compuestos inorganicos

Los elementos quimicos que promueven el crecimiento de las plantas y pueden ser esenciales
para taxones particulares pero no son requeridos por todas las plantas, se denominan
elementos beneficiosos, los cinco principales elementos beneficiosos son Al, Co, Na, Se y Si

(du Jardin, 2015).

f) Hongos benéficos

Se ha considerado que los hongos benéficos son microorganismos capaces de aumentar la
absorcion de nutrientes de las plantas y el crecimiento del cultivo, especialmente en
condiciones adversas del suelo, a éstos se les conoce como potenciadores metabdlicos y
bioestimulantes. Entre los microorganismos beneficiosos, se encuentran los HMA los cuales

se asocian con la gran mayoria de las plantas superiores (Colla ef al., 2015).

g) Bacterias benéficas

Las bacterias promotoras de crecimiento en las plantas (PGPB, por sus siglas en inglés) se
encuentran ampliamente distribuidas en el suelo o en la rizésfera y promueven a la planta
crecimiento bajo algunas condiciones, asimismo, se ha demostrado que las PGPB tiene una

serie de efectos positivos sobre el control de patogenos (Halpern et al., 2015).

2.5 Respuestas de las plantas a los bioestimulantes

Las plantas tratadas con bioestimulantes expresan una serie de respuestas benéficas, tales
como: conducen a un mayor contenido de nutrientes en sus tejidos, mejor composicion
mineral de los tejidos vegetales, influyen en el crecimiento de las plantas y alteraciones
metabolicas positivas, cambios en el metabolismo del nitrogeno, especialmente debido a su
contenido en hormonas y otras moléculas de sefializacién, aumentan la respiracion de la raiz
y su formacion, asi como la germinacion y viabilidad de las semillas, mejoran la resistencia

natural de la planta contra enfermedades y plagas, aumentan significativamente la longitud y
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densidad de los pelos radicales, lo que sugiere que estas sustancias inducen una "respuesta
de adquisicion de nutrientes" mediante un aumento del drea de absorcion, influyen
positivamente en la actividad y la expresion génica de las enzimas que participan en el
metabolismo primario y secundario de la planta. Por ejemplo, promueven la expresion de
genes que codifican transportadores de micronutrientes, produccién de compuestos
fenolicos, efectos quelantes para algunos aminoacidos (como prolina) que pueden proteger a
las plantas contra los metales pesados pero también contribuyen a la movilidad y adquisicion
de los micronutrientes, aumentan la tolerancia de las plantas al estrés abiodtico / bidtico,
mejoran la calidad y el rendimiento del cultivo (Nardi et al., 2016). Ademas, el bombeo de
protones por las ATPasas de la membrana plasmatica también contribuye al aumento de la
pared celular y por consecuencia del crecimiento celular y de érganos (Jindo ef al., 2012).
Los bioestimulantes también pueden mejorar la actividad de los microorganismos de la
rizésfera los cuales producen enzimas, hormonas y/o reguladores del crecimiento en el suelo

y plantas, a la vez que ayudan en el proceso fotosintético (Bulgari et al., 2015), (Figura 11).

4[ Fuente alternativa de metabolitos secundarios listos para usary / o ]
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Figura 11. Los modos de accion del bioestimulante y sus correlaciones. Tomado de Posmyk

y Szafranska (2016).
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2.6 Uso de las algas marinas como bioestimulantes en la agricultura

Las algas se han utilizado durante miles de afios, ya sea directamente o después del
compostaje como una enmienda del suelo para mejorar su fertilidad y productividad de los
cultivos (Craigie, 2011). Tras el desarrollo inicial de un proceso para producir extractos
liquidos de algas marinas en la década de 1950, una variedad de productos comerciales de
extractos de algas estan ahora disponibles en todo el mundo para su uso en agricultura y
horticultura (Khan et al., 2009). Se ha documentado que estos extractos actian como
quelantes, mejorando tanto la utilizaciéon de nutrientes minerales por plantas como la
estructura del suelo, lo que puede estimular el crecimiento de las raices. Los extractos de
algas marinas también actian como bioestimulantes, favoreciendo la germinaciéon y
establecimiento de semillas, aumentando el crecimiento, rendimiento y produccion de flores
y frutos, incrementando la resistencia al estrés biotico, abidtico y la vida util poscosecha
(Khan et al., 2011, Craigie, 2011). Los efectos bioestimulantes a menudo se han atribuido a
la presencia de hormonas de crecimiento de plantas y compuestos relacionados de bajo peso
molecular presentes en los extractos (Tarakhovskaya et al., 2007), pero otras investigaciones
sugieren que moléculas més grandes como polisacaridos y polifenoles unicos también
pueden ser importantes como bioestimulantes, aleloquimicos y para aumentar la resistencia
al estrés (Zhang et al., 2003). La mayoria de los extractos de algas marinas comerciales estan
hechos de algas marinas marrones, que incluyen Ascophyllum nodosum, Fucus, Laminaria,
Sargassum y Turbinaria spp (Hong et al., 2007). Los procesos de fabricacion de extractos
comerciales son generalmente patentados, pero pueden incluir el uso de agua, acidos o alcalis
como extractantes con o sin calefaccion, o la alteracion fisica de las algas marinas utilizando
molienda a baja temperatura o alta presion. El producto final se prepara en forma liquida o
como una formulaciéon seca y se puede combinar con fertilizantes de plantas y
micronutrientes (Craigie, 2011). Los extractos son activos como bioestimulantes a bajas
concentraciones (diluidos a 1: 1,000 o mas), lo que sugiere que los efectos observados son
probablemente distintos de los asociados con una funcién nutricional directa. Los extractos
de algas marinas son una mezcla compleja de componentes que pueden variar segun la fuente
de algas marinas, época de recoleccion y el proceso de extraccion utilizado (Shekhar et al.,

2012) . Contienen una amplia gama de componentes organicos y minerales que incluyen
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polisacaridos unicos y complejos que no estdn presentes en plantas terrestres como

laminarina, fucoidan, alginatos y hormonas vegetales (Khan et al., 2009) (Figura 12).
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Figura 12. Métodos de aplicacion de extractos de algas marinas, y sus efectos en las plantas

y mecanismos de accion. Tomado de Battacharyya et al. (2015).

2.7 Uso e importancia de los HMA como bioestimulantes en la agricultura

En la actualidad, la simbiosis micorricica tiene gran importancia, ya que en diversos estudios
se ha demostrado el efecto benéfico de los HMA en el mejoramiento de la nutricion,
aprovechamiento del uso del agua, crecimiento y adaptacion de las plantas ante diversas
condiciones de estrés producido por factores biodticos y abioticos (Lovera y Cuenca, 2007).
El beneficio que aporta la simbiosis micorricica arbuscular a las plantas ha sido bien
documentado, dando especial énfasis a la estimulacion del crecimiento y la nutricion de las
mismas, especialmente en aquellas de interés horticola, fruticola y forestal. Los HMA
incrementan el crecimiento y desarrollo al mejorar el estado nutricional de las plantas y

favorecer su adaptacion a condiciones ambientales extremas como: areas erosionadas, suelos
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con baja fertilidad, condiciones de salinidad y en areas contaminadas por diversos agentes
organicos e inorganicos (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 2000).

La importancia de los HMA en la nutricion de las plantas ha aportado nuevos criterios sobre
la contribucion de estos simbiontes en la asimilacion de nutrientes. De acuerdo con Barea
(1991), con el establecimiento del HMA y el desarrollo de sus hifas, las plantas aumentan el
area de exploracion radical y se favorece la absorcion de diferentes nutrientes como N, K,
Ca, Mg, B, Fe y en especial el i6n fosfato.

Rodriguez-Yon et al. (2004) realizaron un estudio comparativo del comportamiento en los
patrones de colonizacion de seis cepas de HMA (antiguamente llamados Glomus
fasciculatum, G. clarum, G. mosseae, Glomus sp.l, G. intraradices y Acaulospora
scrobiculata) en su interaccion con plantulas de tomate var. Amalia, donde se observo un
efecto positivo de la inoculacion en la altura, peso fresco y seco aéreo, radical y total, asi
como respuestas especificas de las plantulas de tomate en funciéon de las cepas de HMA
inoculadas, con relacion a las actividades enzimaticas de quitinasa, B-1,3-glucanasa y
fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés), destacandose la cepa G.
fasciculatum como la mas efectiva. Asimismo, Zouari et al. (2014) demostraron que la
simbiosis micorricica arbuscular puede beneficiar el metabolismo del tomate mediante un
analisis de ARN-Seq de la raiz de la planta. Se encontr6 que los frutos de las plantas
micorricicas muestran dos "firmas" transcriptomicas: los genes caracteristicos de una fruta
carnosa climatérica y los genes caracteristicos del estado micorricico, como los
transportadores de fosfato y sulfato. Por otra parte, las plantas micorrizadas bajo condiciones
nutritivas bajas producen frutos con un contenido de nutrientes similar al de las plantas no
micorricicas bajo condiciones nutritivas altas, lo que indica que los HMA pueden ayudar a
reemplazar el fertilizante exdgeno para los cultivos frutales. Rivera et al. (2007), encontraron
que en plantas de tomate el HMA (G. fasciculatum) resultd benéfico para la disponibilidad
de nutrientes en suelos de fertilidad media y alta, G. clarum para suelos de fertilidad baja y
media y A. scrobiculata solo en suelos de baja fertilidad. Tyagi et al. (2017) estudiaron la
influencia diferencial del HMA (Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S. Sm.) y el
hongo endéfito (Piriformospora indica), en la tolerancia a la sequia en el mijo africano
(Eleusine coracana), donde se observd que en las plantas inoculadas con R. intraradices

hubo mejor crecimiento de plantulas bajo sequia, mayor biomasa, menor pérdida de
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electrolitos, malondialdehido y perdxido de hidrégeno (H202) y aumento en el contenido de
prolina en las hojas, asi como de flavonoides en las plantulas. La acumulacion de fenoles fue

influenciada tanto por R. intraradices como por P. indica bajo estrés hidrico.

2.8 Efecto de los extractos de algas marinas sobre el crecimiento de los HMA

Kuwada et al. (1999; 2005; 2006a) realizaron una investigacion sobre los efectos de los
extractos de dos algas marinas Laminaria japonica 'y Undaria pinnatifida en el crecimiento
hifal del HMA Glomus ramisporophoray en el crecimiento de las raices de naranja trifoliada.
Los datos indicaron que los extractos (en particular la disolucion a 25 % de MeOH) obtenidos
de ambas algas marinas contenian sustancias estimulantes del desarrollo para el HMA y que
las disoluciones aplicadas al suelo estimularon el crecimiento de las raices en naranja
trifoliada. Ademas, extrajeron e identificaron manitol de L. japonica y evaluaron junto con
otros alcoholes de azucar y polisacaridos del alga marina, el efecto en el crecimiento in vitro
de hifas del HMA Gigaspora margarita 'y la colonizacion de la raiz en naranja trifoliada. Los
resultados indicaron que el manitol es un alcohol de azlcar y la carragenina un polisacarido
estimularon significativamente el crecimiento de hifas y que la aplicacion de manitol incluso
a bajo concentraciones promovio la colonizacion de raices y aumento el crecimiento de las
plantas. Estos autores investigaron los efectos de los extractos de algas rojas (Gracilaria
verrucosa, Gelidium amansii y Eucheuma cottonii) y verdes (Chlorella pyrenoidosa) sobre
el crecimiento in vitro de hifas de los HMA G. margarita'y Glomus caledonium y evaluaron
el desarrollo y crecimiento de los HMA en plantulas de papaya y esquejes de maracuya. Las
aplicaciones de las fracciones de cada tipo de alga aumentaron significativamente el
crecimiento in vitro de las hifas, y la colonizacion de la raiz en ambos tipos de plantulas, lo
que ocasiond la promocion del crecimiento de dichas plantas. Estos resultados sugieren que
las algas rojas y verdes no s6lo contienen sustancias estimulantes para el crecimiento del
hongo, sino que también contribuyen al desarrollo del establecimiento de la simbiosis
micorricica en plantas superiores.

El Gamal et al. (2009) evaluaron el efecto estimulante de dos especies de algas, Nostoc
muscorum 'y Ulva lactuca sobre el desarrollo de HMA y su impacto en el crecimiento de la
planta de haba en presencia de Rhizobium leguminosarum con niveles bajos de fertilizantes

(N y P). Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos debido a la aplicacion
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de algas, HMA y Rhizobium, en el numero y peso seco de la nodulacion, longitud del brote
y raiz, peso seco, nimero de ramas y vainas, peso de semillas y valor nutricional de las
plantas. Ademads, se registr6 cambios de la actividad bioldgica en la rizésfera mediante la
determinacion de enzimas deshidrogenasa, nitrogenasa y nddulos del suelo, asi como el
porcentaje de colonizacion de la raiz por HMA vy el contenido de pigmento de las hojas, en
comparacion con los otros tratamientos probados.

Suhail (2013a, b) evalud el efecto de un extracto comercial liquido a base de algas marinas
usando diferentes concentraciones y una mezcla de dos HMA (Glomus fasciculatum y
Acoulospora laevis) sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de pepino (Cucumis sativus).
Los resultados indicaron que hubo un aumento significativo en la longitud de la planta, peso
fresco y seco, area foliar, numero de hojas, rendimiento por planta y total, asi como en el
porcentaje de clorofila cuando se aplicéd el extracto de algas (2.5 mL-L™") en las plantas
inoculadas con la mezcla de los HMA, en comparacion con las plantas no inoculadas.

Por otra parte, en un segundo trabajo se evaluo el efecto de la inoculacion del HMA (4.
leavies), la bacteria fijadora de nitrégeno (Azospirillum brasilens) y el mismo extracto
comercial anterior de algas marinas en plantas de cebolla regadas con agua salada (0. 5 ds'm"
1. Este estudio indicé que la triple inoculacion con A. leavies, A. brasilens y el extracto de
algas marinas aument6 significativamente tanto la altura de la planta, longitud de raiz, peso
fresco y seco, como la poblacion de Azospirillum y porcentaje de colonizacion micorricica
de las plantas de cebolla mas que la inoculacion solo con el HMA, bacteria fijadora o extracto
de algas marinas, asi como el control con o sin agua salada.

Por otro lado, Paszt et al. (2011; 2015) evaluaron el efecto de diferentes fertilizantes
organicos y enmiendas (estiércol bovino granulado seco, extracto de vermicomposta,
extracto humico, extracto de plantas, extracto de algas marinas reforzadas con acidos
huamicos y fulvicos, consorcio de organismos benéficos del suelo, producto de la produccion
de levadura y solucion de titanio) sobre el crecimiento de las raices, la abundancia de HMA
y la riqueza de especies en la rizésfera de plantas de fresa. De acuerdo con los resultados el
tratamiento al que se le aplico extracto de algas marinas reforzadas con 4cidos hiimicos y
falvicos tuvieron el efecto mas benéfico sobre la formacion de esporas de HMA y un efecto
positivo en los pardmetros de crecimiento de raiz, pero también indujo una reduccion de la

cantidad de nutrientes minerales en el suelo. Sin embargo, en el segundo trabajo se evaluaron
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los mismos fertilizantes organicos y enmiendas para ver el efecto sobre la abundancia y
diversidad de micorrizas, asi como sobre el crecimiento de las raices en plantas de fresa. Se
observd que todos los tratamientos incluyendo el extracto de algas marinas reforzadas con
acidos humicos y fulvicos afectaron la diversidad de especies de HMA presentes en el suelo
rizosférico, pero a pesar de proporcionar una cantidad significativamente baja de nutrientes,
mejoraron las caracteristicas de crecimiento de la raiz en comparacion con la fertilizacion

mineral.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia la agricultura tiene que producir cultivos de manera mas sostenible, haciendo
esto un trabajo arduo para los cientificos, ya que, la agricultura convencional sigue
contribuyendo a la pérdida de biodiversidad, cambio climdtico y a la degradacion de los
sistemas terrestres y de agua dulce (Solomon et al., 2016). Bajo el panorama anterior, ademas
surge el grave y constante problema de la alimentacion, ya que alimentar a una poblacién
mundial creciente en medio del cambio climatico requiere optimizar la confiabilidad en el
uso de los recursos y reducir los impactos ambientales de la produccion de alimentos (Soman
et al., 2017). Debido a dicha problemadtica la produccion agricola podria verse gravemente
afectada, lo cual pone en riesgo la seguridad alimentaria a nivel global y local (Altieri y
Nicholls, 2017). Ante dicho escenario, Kavallari (2017) mencion6 que si se continua con las
mismas practicas agricolas (uso excesivo de productos quimicos, uso inadecuado de
pesticidas y recursos hidricos, poca rotacion de cultivos, deforestacion), en un futuro no se
podra satisfacer la demanda de productos agricolas, lo cual solo se lograra haciéndolo de

manera sostenible.

4 JUSTIFICACION

Ante la creciente necesidad de desarrollar productos y estrategias de manejo respetuosas con
el medioambiente para mejorar la productividad y aumentar significativamente las ganancias
de los cultivos, el presente estudio tiene como finalidad analizar las respuestas de desarrollo
en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) al utilizar la combinacion de los extractos del
alga verde (Ulva lactuca) y el hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus intraradices). Lo
anterior quizds permita establecer posibles vinculos funcionales reflejados en efectos
positivos o negativos sobre el crecimiento de la planta, del HMA y sobre la interaccion
planta-HMA, planta-extracto de alga y planta-HMA-extracto de alga. El conocimiento
generado serd relevante para valorar la importancia del uso en conjunto de estos dos
bioestimulantes como parte de una estrategia de manejo de los recursos naturales, con menor

impacto ambiental en la agricultura.
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5 HIPOTESIS

Existe un efecto sinérgico entre el hongo micorricico arbuscular (Rhizophagus intraradices)
y el extracto del alga marina (Ulva lactuca) en la promocion de crecimiento de las plantas de

tomate (Solanum lycopersicum).

6 OBJETIVOS

General

Evaluar la respuesta en el desarrollo, composicion nutrimental y micorrizacion de las plantas
de tomate (Solanum Iycopersicum) en interacciéon con el hongo micorricico arbuscular
(Rhizophagus intraradices) y tratamiento con extracto de alga marina (Ulva lactuca) a nivel

de invernadero.

Especificos
1. Analizar la composicién quimica del alga marina (U. lactuca) y de su extracto liquido.
2. Examinar el efecto del extracto del alga marina (U. lactuca) sobre la colonizacion del

hongo micorricico arbuscular (R. intraradices) en plantas de tomate (S.
lycopersicum).

3. Evaluar los pardmetros de desarrollo en plantas de tomate (S. lycopersicum) tratadas
independientemente con el extracto del alga marina (U. lactuca), el hongo
micorricico arbuscular (R. intraradices) y en combinacion de ambos.

4. Determinar la composicion nutrimental de las plantas de tomate (S. lycopersicum)
tratadas independientemente con el extracto de (U. lactuca), el hongo micorricico

arbuscular (R. intraradices) y en combinacién de ambos.
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7 MATERIAL Y METODOS
7.1 Area de estudio

El experimento se llevdo a cabo en el Centro Universitario de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, ubicado en el km 15.5 de la
carretera Guadalajara-Nogales, con una latitud Norte de 20°44°48.78” y longitud Oeste de
103°30.55.74” a 1,670 msnm. El crecimiento de las plantas se realizd en el area de
invernadero y el trabajo experimental se llevo a cabo tanto en el Laboratorio de Ecofisiologia
Vegetal en el Departamento de Ecologia y el Laboratorio de Biotecnologia en el

Departamento de Boténica y Zoologia.

7.2 Material bioldgico

7.2.1 Obtencion del alga marina

Ulva lactuca L. se colectd en febrero de 2018 en una zona intermareal del Puerto de
Topolobampo, Ahome, Sinaloa ubicado en las coordenadas: latitud Norte de 25° 36' 00" y
longitud Oeste de 109° 04' 00" (Figura 13). Se realiz6 un proceso de lavado con agua de grifo

y secado al sol, posteriormente se pulveriz6 en un NutriBullet®.

Figura 13. Ubicacion geografica del sitio de colecta de Ulva lactuca. Tomado de google

maps.
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7.2.2 Obtencion de la semilla de tomate

Durante el experimento se trabajo con semillas de tomate certificadas (Solanum lycopersicum
L. var. Rio Fuego), la cual se compro a la empresa (Kristen Seed®). La variedad de la semilla

se escogio de acuerdo a experimentos previos.

7.2.3 Obtencion del inoculo micorricico

La cepa utilizada para el presente trabajo fue del HMA (Rhizophagus intraradices N.C.
Schenck y G.S. Sm.) del producto comercial “BlOfertilizante micorriza® del INIFAP”. El
cual consiste en esporas, hifas y fragmentos de raices colonizados por el HMA, con

aproximadamente 64 esporas/g de indculo.

7.3 Elaboracion de extractos

De acuerdo con Hernandez-Herrera ef al. (2014 a) y Kavipriya et al. (2011), con la muestra
pulverizada de Ulva lactuca L. se prepararon extractos liquidos al 0.2 % de la siguiente
manera: a 2 g de polvo de alga seca se le adiciond 1 L de agua destilada, la cual se llevo a un
autoclave a 121 °C por 15 min y 18 Ib/in?, posteriormente se filtré con papel filtro Whatman

No. 40. Se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su aplicacion.

7.4 Composicion quimica del alga y del extracto

Se analiz6 una muestra de 100 g de Ulva lactuca L. de acuerdo con los métodos de la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990), el contenido de humedad se
determind mediante secado a 100 °C hasta peso constante en una estufa de aire (Novatech) y
la materia seca se determind gravimétricamente como residuo restante después del secado.
El contenido de cenizas se determind mediante calcinacion a 550 °C en una mufla (Inotek).
El contenido de fibra cruda se determind mediante digestion y calcinacion a 550 °C. El
contenido de extracto éter se determind mediante extraccion Soxhlet y el contenido de
nitrogeno se determino por micro-Kjeldahl. Para calcular el contenido de proteina, se utilizd
el factor de conversion de 5.38 (Lourengo et al., 2002). La estimacion indirecta de

carbohidratos se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion: porcentaje de carbohidratos =
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100 — (% de proteina + % de extracto de éter). Los datos de carbohidratos totales y reducidos
fueron tomados del trabajo de Hernandez-Herrera et al. (2016).

La composicion quimica del extracto se analizd en el Laboratorio Ambiental y de Abonos
Organicos del CUCBA, el nitrégeno se obtuvo mediante el método de Kjeldahl, el fosforo
mediante espectrofotdmetro y potasio, sodio, magnesio, calcio, cobre, manganeso, fierro y

zinc mediante absorcion atomica.

7.5 Condiciones de crecimiento de la planta en invernadero

7.5.1 Preparacion de las semillas

Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) se lavaron durante 1 h con agua de grifo
y se desinfectaron superficialmente agitando suavemente en una soluciéon de NaClO (5 %)
durante 3 min y se enjuagaron 6 veces durante 5 min y 4 veces durante 20 min en agua
desionizada (Gamalero ef al., 2004). Las semillas se germinaron en cajas de Petri con papel
de filtro Whatman No. 40 humedo con agua destilada estéril a 24 °C durante 3 d (Copetta et
al.,2011).

7.5.2 Preparacion del sustrato

La arena y vermiculita se tamizaron con ayuda de Rotab y tamices con mallas de 0.5y 1-2
mm, hasta obtener un tamafio de particula entre 0.5-2 mm (Gaur y Adholeya, 2000).
Posteriormente, se realizd una mezcla de arena/vermiculita (1:1 v/v) de acuerdo con
Cervantes-Gamez et al. (2016) y Copetta et al. (2011). El sustrato se esterilizo a 121 °C

durante 30 min en autoclave y se dejo reposar durante 15 d antes de utilizarse (Trevors, 1996).

7.5.3 Inoculacion del sustrato con el HMA

Las semillas de tomate germinadas se sembraron en macetas de plastico de 1 L de capacidad,
previamente llenadas con la mezcla de sustrato estéril. Se generaron dos grupos de plantas,
el primero consistié en plantas no inoculadas con el HMA y el segundo en aquellas plantas a
las cuales se les incorporé 50 g de indculo micorricico (Rhizophagus intraradices N.C.

Schenck y G.S. Sm.) (la cantidad fue establecida debido a ensayos realizados previamente).
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La inoculacion se realizd de acuerdo al método de Menge y Timer (1982) el cual consiste en
colocar el in6culo en forma de bandas de 3 a 5 cm bajo la superficie del sustrato.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero durante 90 d a una temperatura de
30 + 2 °C, una radiacion fotosintéticamente activa (RFA) media de 3100 umol-m-s™! y una
humedad relativa (HR) de 50 % con un fotoperiodo luz/oscuridad de 16/8 h. Las macetas se
regaron diariamente con 100 mL agua desionizada para mantener la humedad y dos veces a
la semana se les aplic6 100 mL de extracto del alga al 0.2 % y/o solucion nutritiva de Rorison
(SN): (MgSO4+7H20, 0.248 g-L!'; Ca(NO3)2+4H,0, 0.476 g-L!; K» HPO4+3H,0, 0.23 g-L-
. FeNaEDTA, 0.025 g-'L'; MnSOs4H,O, 2.24 mgL'; H3BOs, 2.88 mgL";
(Na4)sMo07024°4H,0, 0.2 mg-L!'; ZnSO4+7H0, 0.44 mg-L!; CuSO45H,0, 0.4 mg-L!;)
(Hajiboland et al., 2010). Un segundo esquema de nutricién incluyd un ajuste de Ko
HPO4+3H>0, 0.05 g para favorecer la colonizaciéon micorricica (Cervantes-Gamez et al.,

2016).

7.6 Disefio experimental y tratamientos

Se establecid un experimento de bloques al azar con 8 tratamientos con 14 repeticiones

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos del disefio experimental

SN (-) SN (+)
P (0.05¢'L) P (0.23 g'L)
1) Control = Plantas 5) Control = Plantas
2) RI = Plantas con HMA 6) RI = Plantas con HMA
3) EA = Plantas con extracto de alga 7) EA = Plantas con extracto de alga

4) RI + EA = Plantas con HMA vy extracto de 8) RI + EA = Plantas con HMA y extracto de

alga alga
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7.7 Determinacion de la colonizacion micorricica

Al finalizar el experimento, transcurridos los 90 d posteriores a la siembra, se eligieron
aleatoriamente 6 plantas por tratamiento donde hubiera HMA, las raices se sacaron de las
macetas con cuidado y se lavaron con agua de grifo, posteriormente se cortaron y fijaron en
etanol (50 %) y se mantuvieron a 4 °C hasta su andlisis. La técnica de tincion se realizé de
acuerdo a Kormanik y McGraw (1982) donde las raices se cortaron en trozos de 1 cm
aproximadamente y se clarificaron durante 5 min a 90 °C en KOH (10 %), se acidificaron
por inmersion en HCL (0.1 M) durante 24 h y se tifieron con azul de tripano (0.05 %) a 90
°C durante 40 min, enseguida se pusieron en una solucion para destefiir de lactoglicerol
(4cido lactico: glicerina: agua desionisada, 14:1:1 v/v/v) durante 15 d. Para cuantificar el
porcentaje de colonizacion por el HMA (Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S. Sm.)
en las raices, se emple6 el método de interseccion magnificada (McGonigle y Miller, 1990).
Las raices se montaron sobre portaobjetos de forma horizontal y cada raiz se escaneo
metddicamente empleando un objetivo 40x con la ayuda de un microscopio (Axiostar plus,
Carl Zeiss, Gottingen, Germany) y un eje de una reticula cruzada se aline6 con el eje largo
de cada raiz encontrada. Se hizo un registro de presencia o ausencia de estructuras
micorricicas (arbusculos, vesiculas o hifas) tocados por el eje de la reticula que cruzaba la
raiz, se contabilizaron al menos 100 campos por muestra. Los recuentos se registraron como

porcentaje de la longitud de la raiz colonizada (% LRC), mediante la siguiente formula:

Numero de intersecciones con estructuras del HMA
% LRC = 100 x

Numero total de intersecciones contadas

7.8 Parametros de crecimiento y rendimiento en las plantas de tomate

Los siguientes parametros morfoldgicos de crecimiento y rendimiento se evaluaron en las 14
plantas de cada tratamiento, 90 dias después de la siembra. Las plantas completas se sacaron
de las macetas con cuidado y se lavaron las raices con agua de grifo, posteriormente se
escanearon las plantas y se midio el area de raiz y foliar (cm?), longitud de raiz y tallo (cm),

nimero de hojas y peso fresco (g!) con la ayuda del programa IMAEJ. Para los parametros
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de rendimiento se evalué el nimero de flores y frutos exactamente al mismo tiempo y el peso

de los frutos (g!) sin importar su madurez.

7.9 Contenido de nutrientes en las plantas de tomate

Se utilizaron 14 plantas por tratamiento (previamente evaluadas en su morfologia) para
determinar contenido de nitrégeno total (N), fosforo (P) y carbohidratos totales (CT). El
tejido vegetal se seco a 60 °C en una estufa de secado (Novatech) hasta peso constante, se
molié en un NutriBullet®, se pas6 a través de un tamiz de 0.5 mm y posteriormente se realizé

el analisis quimico.
7.9.1 Determinacion de nitrogeno total (N)

Para determinar el contenido de nitrégeno total en hojas y raiz de las plantas se emple6 el
método micro Kjeldahl (método 955.04 de la AOAC, 1990). Primero se pes6 100 mg de
muestra seca y libre de grasa por cada tratamiento y se colocaron en tubos de ensayo de 50
mL, luego se les adiciono 1.1 g de sales cataliticas KSO4 y CU2SO4 en proporcion 2:1 (p/p)
y 4 mL de acido sulfirico (H2SO4) al 98 %, después los tubos se colocaron en un digestor
por 3 h aproximadamente, hasta que alcanzaron una temperatura de 370 °C (la temperatura
fue aumentando gradualmente para evitar proyecciones violentas del 4cido sulfurico). Las
muestras se dejaron enfriar y luego se colocaron en un destilador de vapor de agua, después
se neutralizaron con hidréxido de sodio (NaOH) al 35 %, el destilado se recuperd con 25 mL
de una solucion acido borico (H3BOs) al 2 % y se le afiadid unas gotas de una solucioén
preparada con rojo de metileno y verde bromocresol en metanol usado como indicador en la
reaccion. Posteriormente, las muestras fueron tituladas con una solucion de HoSO4 al 0.05
N, se registro el volumen gastado en la titulacion por muestra y se calculd el contenido de

nitrogeno total de las muestras, empleando la siguiente férmula:

Eqx NxmLx 100
M

% de nitrégeno =

Donde:
Eq = Equivalentes quimicos de nitrogeno
N = Normalidad del acido sulfurico en la titulacion

mL = Mililitros gastados de &cido sulftirico en la titulacion
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M = Peso de la muestra en gramos
7.9.2 Determinacion de fosforo (P)

El analisis para determinar contenido de P disponible en hojas de las plantas se realizé de
acuerdo con el método de Mengel y Kirkby (1987). Las muestras de tejido se secaron a 50
°C durante 24 h y se molieron, posteriormente se pesaron 250 mg por muestra y se colocaron
en crisoles de porcelana, los cuales se colocaron en una mufla (Inotek) a una temperatura de
500 °C durante 2 h, transcurrido el tiempo se sacaron las muestras de la mufla y se dejaron
enfriar. Las cenizas se pasaron a tubos de ensayo de 50 mL, después se les adiciond 25 mL
de acido clorhidrico (HCL) al 0.3 M y se agitaron, se dejaron en reposo hasta que la solucion
se aclard. Después se tomaron 2 mL de muestra y 2 mL de solucion patron de fosfato (fosfato
dihidrogenado de potasio (KH2PO4) 0.21 g-L) y se afiadieron 18 mL de la solucion de trabajo
para desarrollo de color molibdato de amonio (NHs4)s M07024), tartrato de antimonio y
potasio (CsHi10K2015Sby), acido sulfurico (H2SO) y acido ascérbico (C¢HsOs) y se dejaron
reposando por 20 min. Por tltimo, se midio6 la absorbancia usando una longitud de onda de
660 nm en un espectrofotometro (Jenway-7305).

De manera simultdnea, se prepar6é una curva de calibracion, para lo cual se prepard una
solucién estandar de P de 200 ppm, y de esta solucion se obtuvo otra a 5 ppm y se siguieron
los mismos pasos que en las muestras.

Para obtener los resultados se empleo la siguiente formula:

mg
P (k—g)zppmenCCxDmx Dv

Donde:
ppm en CC = partes por millon en la curva de calibracion
Dm = dilucién de masa (volumen de solucion extractora /g de muestra)

Dv = dilucion de volumen (aforo/alicuota).
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7.9.3 Determinacion de carbohidratos totales (CT)

El andlisis para determinar contenido de carbohidratos totales en las hojas de las plantas se
realiz6 de acuerdo con la metodologias de Carnal y Black (2008); Smogyi (1952). Primero
se peso 1 g de muestra por tratamiento y se colocaron en tubos de ensayo de 25 mL, a los
cuales se le adiciono 5 mL de etanol (80 %), se mezcld y calentd a 75 °C durante 5 min en
bafio Maria, después se centrifug6 a 10,700 rpm por 5 min a -4 °C y se recuperd el
sobrenadante, en el precipitado se repitieron los pasos anteriores y se combinaron ambos
sobrenadantes. La mezcla de sobrenadantes obtenidos se centrifugd a 13,100 rpm durante 25
min a -4 °C. El sobrenadante obtenido se aforé a 25 mL con etanol (80 %), por ltimo, se
tom6 una alicuota de 0.1 mL del sobrenadante aforado por muestra, se afiadié 2 mL de
reactivo de antrona (200 mg en 100 mL de H2SO4 95-98 %). Se prepard un blanco de
calibracion con agua destilada (0.1 mL), se agitd y se colocan los tubos en bafio Maria a 80
°C durante 10 min y se dejo enfriar durante 2 min. Por ultimo, se midio la absorbancia a 620
nm en un espectrofotometro (Jenway-7305). Los resultados se presentan en referencia a una
curva estandar de glucosa de 200 ppm, para determinar la concentracion de glucosa presente

en las muestras.

7.10 Analisis estadistico

Los experimentos se analizaron utilizando un disefio completamente aleatorizado. Primero
se realizo la prueba de normalidad-Shapiro-Wilk para probar normalidad en los datos cuando
(P = 0.05), los datos no normales se transformaron con la prueba Box-Cox, luego los datos
se regresaron a la originalidad para seguir trabajando con ellos. Después se realizo la prueba
de homogeneidad de varianzas-Bartlett cuando (P > 0.05).

Los datos paramétricos se analizaron con ANOVA de un factor y los datos no paramétricos
se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis, para observar diferencias entre los
tratamientos. Para la comparacion de medias se utilizo la prueba de diferencia minima Tukey
cuando (P < 0.05). Para el analisis de dos tratamientos se utilizo la prueba T-student cuando
(P £ 0.05). Lo anterior se realiz6 con ayuda del programa estadistico R y el paquete R-

Commander ( Copyright © R Foundation for Statistical Computing, Version 3.5.1).
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8 RESULTADOS

8.1 Analisis de la composicion quimica del alga marina (Ulva lactuca L.) y de su

extracto liquido.

Con la finalidad de saber lo que proporcionaba el alga marina (U. lactuca) con la cual se
prepard el extracto, se llevo a cabo un analisis de composicidon quimica cuyos resultados se
presentan en el Cuadro 2. Cabe destacar, que U. lactuca contiene mayor cantidad de

carbohidratos y menor cantidad de NT.

Cuadro 2. Andlisis quimico proximal de Ulva lactuca

Composicion %
Carbohidratos 34.4
Cenizas 24.9
Proteina cruda 16.8
Fibra cruda 16.4
Humedad 4.2
Extracto etéreo 3.3
Nitrogeno total 2.7

Basado en % de peso seco (100 g). Los valores son la media de n = 14 repeticiones.
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Con el propodsito de conocer el contenido nutricional del extracto del alga marina para
emplearlo como bioestimulante en las plantas de tomate, se llevo a cabo un analisis quimico,
en el cual se determinaron 10 elementos, entre ellos 6 macronutrientes (fosforo, nitrogeno,
calcio, potasio, sodio, magnesio siendo este Ultimo el de mayor concentracion) y 4
micronutrientes (cobre, zinc, manganeso, hierro siendo este ultimo el de mayor
concentracion). Los resultados indican que U. lactuca contiene azicares como glucosa,

sacarosa y muy bajo contenido de fructosa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Anadlisis quimico del extracto de Ulva lactuca

Macronutrientes mg-L!
Magnesio (Mg) 124
Calcio (Ca) 41
Nitrégeno (N) 30
Potasio (K) 17
Fosforo (P) 9
Sodio (Na) 6.3
Micronutrientes mg-L!
Hierro (Fe) 15
Manganeso (Mn) 1.3
Zinc (Zn) 1.2
Cobre (Cu) 0.7
Contenido de azicares umol-g!

totales y reducidos*

Glucosa 0.15
Sacarosa 0.28
Fructosa 0.02
Almidones (no detectado)

Basado en mg'L! para valores de macro y micronutrientes y pmol-g™! para contenido de
azucares totales y reducidos. Los valores son la media de n =2 muestras. (*) Datos tomados

de Hernandez-Herrera et al. (2016).
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8.2 Evaluacion sobre la colonizacion del HMA (Rhizophagus intraradices N.C.
Schenck y G.S. Sm.) y efecto del extracto del alga marina (Ulva lactuca L.) en

plantas de tomate

En este estudio, en las raices de las plantas en donde se aplicaron los tratamientos con RI y
RI + EA tanto con solucion nutritiva (SN) a baja (-) y alta (+) concentracion de P se observo
la presencia del HMA a través de las tipicas estructuras fingicas que lo caracterizan (hifas,
arbusculos y vesiculas; Figura 14b, d, f, h). Paralelamente, se llevo a cabo la evaluacion de
los tratamientos de control y EA, en donde se corrobor6 que las raices estuvieran totalmente

limpias, es decir, sin presencia alguna de colonizacién micorricica (Figura 14a, c, ey g).

SIMBOLOS: *, arbusculo; V¥, vesicula; l, hifa intraradical.

Figura 14. Estructuras fungicas de Rhizophagus intraradices en raices de plantas de tomate:
(a-d) Plantas regadas con solucion nutritiva a concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); (a)
Control = Plantas; (b) RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; (c) EA =
Plantas con extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); (d) RI + EA = Plantas con Rhizophagus
intraradices y extracto de alga. (e-h) Plantas regadas con solucion nutritiva a concentracion
alta (+ de P, 0.23 g-L) (e) Control = Plantas; (f) RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus
intraradices; (g) EA = Plantas con extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); (h) RI + EA =

Plantas con Rhizophagus intraradices y extracto de alga. Escala de medicion 20 pm.
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En los tratamientos que fueron inoculados con el HMA se determind la presencia de hifas,
arbusculos y vesiculas, después se calcul6 el porcentaje de longitud de raiz colonizada (%
LRC). Los resultados indicaron que, en las raices de las plantas de tomate regadas con
solucion nutritiva a baja concentracion de P, no se observo diferencia significativa (P > 0.05)
en hifas y vesiculas entre las plantas que fueron inoculadas solamente con RI y aquellas con
RI + EA. En cambio, se encontr6 que las raices de las plantas que fueron inoculadas con RI
+ EA tuvieron mayor cantidad de arbusculos y % LRC (P £ 0.05) que aquellas que solamente
fueron inoculadas con RI (Cuadro 4).

En cuanto a las raices de las plantas irrigadas con solucion nutritiva a alta concentracion de
P, se observd que no hubo diferencia significativa (P > 0.05) entre los dos tratamientos
evaluados (RI) y (RI + EA) en ninguna de las estructuras fungicas, por lo que tampoco en el

% LRC (Cuadro 4).

Cuadro 4. Niveles de colonizacién de Rhizophagus intraradices en plantas de tomate

(Solanum lycopersicum)

Hifas Arbusculos Vesiculas % LRC
SN ) () ) () ) () ) ()
RI 495a 37.5a 8.8a 15.5a 0.0a 1.7a 492a 44.8a
RI + EA 52.3a 45.8a 65.5b 25.0a 0.0a 1.2a 82.6b 61.0a

Plantas regadas con solucion nutritiva a concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P,
0.23 g-L). RI = Plantas inoculadas Rhizophagus intraradices; Rl + EA = Plantas con
Rhizophagus intraradices y extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %). Los valores corresponden
a la media (n = 6). Diferentes letras en las columnas indican diferencia significativa (P <

0.05) segtin prueba T-student.
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8.3 Promocion de crecimiento en plantas de tomate

8.3.1 Longitud y area de raiz

Las plantas de tomate irrigadas con la solucién nutritiva a baja concentracion de P e
inoculadas con RI, asi como las plantas que recibieron EA incrementaron la longitud de la
raiz significativamente (P < 0.05). Sin embargo, las plantas que recibieron ambos
bioestimulantes (RI + EA) no mostraron efecto significativo (P > 0.05) en el crecimiento de
la raiz. Los valores registrados fueron para Rl de 33.4 + 7.2 cm, EA de 32.5+7.9cmy Rl +
EA de 31.6 + 8.5 cm, respecto al control con 26.3 + 6.5 cm de longitud (Figura 15a).

Por otro lado, las plantas regadas con la solucion nutritiva a alta concentraciéon de P
exhibieron un incremento significativo (P <0.05) en la longitud de la raiz tanto las inoculadas
con RI (31.1 + 8.1 cm) como aquellas con la combinacion RI + EA (36.1 £ 5.5 cm) respecto
a las plantas control las cuales mostraron una longitud de 25.6 = 4.6 cm. Finalmente, se
observo un comportamiento diferente en las plantas que solo recibieron EA, ya que se inhibi6
el crecimiento de la raiz (Figura 15b).

En cuanto al area de raiz, se observo que las plantas irrigadas con la solucion nutritiva a baja
concentracion de P fue mayor (P < 0.05) en las que se inocularon con RI (144.3 +24.2 cm?)
respecto al resto de los tratamientos (Figura 15¢).

Las plantas regadas con la solucién nutritiva a alta concentracion de P mostraron un efecto
significativo (P < 0.05) incrementando el area de raiz, en el tratamiento RI (117.6 + 28.5
cm?) y RI + EA (145.5 + 31.9 cm?) siendo este mucho mayor con respecto al control (95.1 +
17.2 cm?®) (Figura 15d).

Las fotografias de las raices de las plantas de tomate, se observan en la (Figura 16).
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Figura 15. Efecto de Rhizophagus intraradices (RI), extracto de alga Ulva lactuca 0.2 %

(EA) y ambos (RI + EA). (ay b) longitud de la raiz, (c y d) area de raiz en plantas de tomate.

Los valores corresponden a la media (n=14). Diferentes letras en las columnas indican

diferencia significativa (P < 0.05) seglin prueba Tukey.
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Solucion nutritiva
Tratamientos

) )
Control
RI
EA
RI+ EA

Figura 16. Raices de las plantas de tomate regadas con solucion nutritiva a concentracion
baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P, 0.23 g-L). Con diferentes tratamientos: Control = Plantas;
RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; EA = Plantas con extracto de alga

(Ulva lactuca 0.2 %); R1 + EA = Plantas con Rhizophagus intraradices y extracto de alga.
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8.3.2 Longitud tallo, area foliar y numero de hojas y peso fresco

Los tratamientos no mostraron efectos significativos (P > 0.05) sobre la promocién de
crecimiento en el tejido aéreo de las plantas (4rea foliar, nimero de hojas, longitud de tallo y
peso fresco de brotes), en comparacion con las plantas control.

Sin embargo, se puede observar una tendencia, que en todos los tratamientos las plantas
irrigadas con la solucion nutritiva a baja concentracion de P se desarrollaron mas en todos
los parametros evaluados con respecto a las plantas regadas con la solucion nutritiva a alta
concentracion de P, aunque estadisticamente no se logré probar esto. En particular, las
plantas de tomate regadas con la solucion nutritiva a alta concentracion de P e inoculadas con
RI, presentaron tallos de menor longitud, area foliar y peso fresco (Cuadro 5).

Las fotografias del tejido aéreo de las plantas de tomate, se observan en la (Figura 17).
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Figura 17. Tejido aéreo de las plantas de tomate regadas con solucién nutritiva a
concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P, 0.23 g-L). Con diferentes tratamientos:
Control = Plantas; RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; EA = Plantas con
extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); Rl + EA = Plantas con Rhizophagus intraradices y

extracto de alga.
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8.3.3 Numero de flor, numero y peso de fruto

Las plantas de tomate irrigadas con la solucion nutritiva a baja y alta concentracion de P,
mostraron un patréon muy similar en el nimero de flores, en donde no se registr6 diferencias
significativas (P > 0.05) en ninguno de los tratamientos evaluados. Sin embargo, se observo
una tendencia en las plantas que recibieron los tratamientos RI, EA y RI + EA las cuales
presentaron menor cantidad de flores, debido a que cuando se realizo6 la evaluacion estas ya
se habian convertido en frutos (Figura 18a, b).

En cuanto al nimero de fruto, se observd que las plantas regadas con la solucion nutritiva a
baja concentracién de P, mostraron un incremento favorable significativo (P < 0.05) cuando
se aplico el EA (2 £0.8) y la combinacion RI+ EA (1.5 +0.7), respecto al tratamiento control
en donde no se encontraron frutos en el momento de la evaluacion (Figura 18c).

Lo mismo ocurri6 en las plantas irrigadas con la solucion nutritiva a alta concentracion de P,
la cantidad de frutos fue significativamente mayor (P < 0.05) en las plantas tratadas con EA
(2 £0.9) y la combinacion RI + EA (2 £+ 1), en comparacion con los tratamientos control y
RI (Figura 18d).

Finalmente, el numero de frutos estuvo correlacionado con un mayor peso fresco de los
mismos. Por ejemplo, las plantas regadas tanto con la solucion nutritiva a baja y alta
concentracion de P el peso de los frutos fue significativamente mayor (P < 0.05) en las que
se aplico el EA y la combinacion RI + EA, cabe destacar que la respuesta fue mucho mayor

cuando se aplico solamente el EA (Figura 18e y ).
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Figura 18. Efecto de Rhizophagus intraradices (RI), extracto de alga Ulva lactuca 0.2 % (EA)
y ambos (RI + EA). (a'y b) nimero de flores, (¢ y d) nimero de frutos, (e y f) peso de frutos
en plantas de tomate. Los valores corresponden a la media (n = 14). Diferentes letras en las

columnas indican diferencia significativa (P < 0.05) segtin prueba Tukey.
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8.4 Composicion nutrimental de las plantas de tomate

8.4.1 Evaluacion de la cantidad de fosforo

No se registraron diferencias significativas (P > 0.05) en cuanto al porcentaje de P contenido
en las plantas para ninguno de los tratamientos evaluados. Sin embargo, se observo una
tendencia en las plantas que fueron regadas con la solucion nutritiva a alta concentracion de
P, las cuales presentaron mayor contenido de P en su tejido foliar con un rango de 7.3 + 0.3
- 8.4 £ 0.3 g'kg, a diferencia de las plantas que recibieron la solucién nutritiva a baja

concentracion de P con un rango de 2.5 £ 0.2 - 2.8 + 0.2 g-kg (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cantidad de fosforo en las plantas de tomate

Fosforo (g-kg)

Solucion nutritiva ) &)

Control 2.8+0.2a 8.4+0.3a
RI 2.6+0.2a 8.0+£0.3a
EA 2.7+0.2a 7.3+0.3a
RI+ EA 2.5+0.2a 8.2+0.3a

Plantas regadas con solucion nutritiva a concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P,
0.23 g-L). Control = Plantas; RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; EA =
Plantas con extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); Rl + EA = Plantas con Rhizophagus

intraradices 'y extracto de alga. Los valores corresponden a la media (n = 14 + error estandar).
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8.4.2 [Evaluacion del porcentaje de nitrogeno total

Las plantas regadas con solucion nutritiva a baja concentracion de P e inoculadas con RI
registraron incrementos significativos (P < 0.05) en cuanto al contenido de NT, respecto al
resto donde se aplicaron los demés tratamientos. Por otro lado, las plantas regadas con
solucion nutritiva a alta concentracion de P y tratadas con RI + EA presentaron los valores

mas bajos (P < 0.05) de N (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje de nitrégeno total en las plantas de tomate

% de Nitrogeno total

Solucion nutritiva -) ()

Control 2.3%0.2a 2.3+0.06b
RI 2.5%0.2b 2.3+0.06b
EA 2.2+0.2a 2.2+0.06ab
RI + EA 2.0+0.2a 2.0+0.06a

Plantas regadas con solucién nutritiva a concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P,
0.23 g-L). Control = Plantas; RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; EA =
Plantas con extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); Rl + EA = Plantas con Rhizophagus
intraradices 'y extracto de alga. Los valores corresponden a la media (n = 14 + error estandar).
Diferentes letras en las columnas indican diferencia significativa (P < 0.05) segun prueba

Tukey
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8.4.3 Evaluacion de la cantidad de carbohidratos totales

En cuanto a la cantidad de CT presentes en las plantas regadas con solucion nutritiva a baja
concentracion de P, se observo un aumento significativo (P < 0.05) en el tratamiento con RI,
respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 8).

Por otro lado, las plantas regadas con la solucion nutritiva a alta concentracion de P y tratadas
con ambos bioestimulantes (RI + EA) exhibieron un incremento significativo (P < 0.05) en

la cantidad de CT, en comparacion con los demas tratamientos evaluados (Cuadro 8).

Cuadro 8. Cantidad de carbohidratos totales en la parte foliar de las plantas de tomate

Carbohidratos totales (mg-L)

Solucion nutritiva -) +)

Control 29.4+1.3a 35.5+1.3b
RI 37.4+1.3b 24.4+1.3a
EA 28.8+1.3a 32.1£1.3b
RI+ EA 31.1£1.3a 43.3+1.3¢

Plantas regadas con solucion nutritiva a concentracion baja (- de P, 0.05 g-L); alta (+ de P,
0.23 g-L). Control = Plantas; RI = Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices; EA =
Plantas con extracto de alga (Ulva lactuca 0.2 %); Rl + EA = Plantas con Rhizophagus
intraradices 'y extracto de alga. Los valores corresponden a la media (n = 14 + error estandar).
Diferentes letras en las columnas indican diferencia significativa (P < 0.05) segun prueba

Tukey.
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9 DISCUSION

En el andlisis quimico de Ulva lactuca L. se observd que los azlcares totales (34.4 %) y
cenizas (24.9 %) fueron los componentes mas abundantes, coincidiendo con otros estudios
usando la misma especie (Castro-Gonzalez et al., 1996). De acuerdo, con Jegou y Lahaye
(1993) los carbohidratos en las algas verdes estan constituidos principalmente de ramnosa,
xilosa, arabinosa, manano, galactano y glucano. Recientemente, Jiang et al. (2016) realizaron
una hidrdlisis termoquimica de U. lactuca, y confirmaron el contenido de ramnosa, xilosa y
arabinosa asi como de otros carbohidratos presentes en la macroalga. A pesar de ello, se
considera importante continuar con esta serie de analisis quimicos para determinar
potenciales compuestos que pudieran estar presentes en U. lactuca. El contenido de proteinas
(16.8 %) fue mayor que lo reportado (11.8 %) por Hernandez-Herrera et al. (2016). La
cantidad de lipidos fue de 3.3 %, lo cual coincide con lo reportado por Polat y Ozogul (2008),
en ambos casos el valor estuvo por encima del intervalo determinado para algas marinas que
es menor a 3 % (Wong y Cheung, 2012). En contraste, el contenido de fibra obtenida fue
menor (16.4 %) en comparacién con lo reportado en U. lactuca, por Yaich et al. (2011) que
fue del 31.29 %.

En cuanto al andlisis quimico de los macro y micronutrientes del extracto de U. lactuca, este
refleja que el magnesio fue el elemento en mayor cantidad, lo cual coincide con lo sugerido
por Frikha et al. (2011) quienes mencionan que en las algas verdes, la mayor concentracion
de macronutrientes corresponde a Mg.

Conforme a Tuney et al. (2007), las diferencias entre el contenido de los componentes
quimicos de U. lactuca y su extracto con respecto a otros trabajos, quizas se puedan atribuir
a varios factores como: temporadas estacionales, condiciones ambientales y localizacion
geografica, asi como el protocolo para la preparacion y extraccion de algas (ya sean frescas
o secas). Es decir, por lo regular los entornos en los que viven las algas cambian
constantemente (temperatura, acceso a la luz, salinidad, reflujos y flujos), por ello, para
sobrevivir en estas condiciones extremas y desfavorables, la mayoria de las algas
desarrollaron mecanismos de proteccion y producen una gran variedad de compuestos que
tienen actividades biologicas potenciales (Ibafez et al., 2012). Por ejemplo, las algas verdes
(Chlorophytas) producen polisacéaridos (celulosa, xileno, ulvano), aminoécidos, proteinas,

vitaminas (B12, K, C, E, A, D), macro y microelementos (K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn, Cu, Co, I,
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B, Mo, Mn y Ni), hormonas vegetales (citoquininas, auxinas, acido abscisico), aceites,
grasas, acidos grasos poliinsaturados (4cido graso omega-3: 4cido eicosapentaenoico y acido
docosahexaenoico y 4cido graso omega-6: acido y-linolénico y 4acido araquidoénico),
pigmentos (carotenoides, clorofilas, ficobilinas), entre otros compuestos bioactivos
(Michalak y Chojnacka, 2014). Recientemente, se ha logrado demostrar que algunos de los
productos de las algas marinas intervienen en el metabolismo celular de las plantas y
aumentan el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Lee et al., 2010), utilizandose como
suplementos nutricionales, bioestimulantes o biofertilizantes en la agricultura y horticultura

(Miao y Tao, 2009).

Principalmente, en la evaluacién de la colonizacién de raices por el HMA los resultados
indicaron que hubo mayor niimero de estructuras fingicas y un alto porcentaje de
micorrizaciéon en las raices de las plantas regadas con la solucion nutritiva a baja
concentracion de P y la combinacién los dos bioestimulantes (RI+EA).

En previos estudios se ha reportado que la germinacion de las esporas de HMA se ve afectada
de manera inconsistente por el contenido de P en el suelo, se ha determinado que, en un suelo
con baja concentracion de P, las raices de sorgo excretaron grandes cantidades de azicares y
que tal excrecion fue menor en suelos enriquecidos con fosfato exdgeno. Por lo que, la
colonizacion del HMA Glomus fasciculatus fue mucho mas pronunciada en las condiciones
del suelo pobres en P (Graham et al, 1981; Giovannetti et al., 2010). Tales resultados
sostienen que aparentemente los aziicares excretados por las raices de las plantas promueven
la germinacion de esporas de HMA y mantienen el crecimiento de hifas infectivas (Bonfante-
Fasolo et al., 2004). En otro estudio, Thomson ef al. (1991) encontraron que la colonizacion
de la raiz por Scutellospora calospora se redujo cuando se aplicé P a una parte de la raiz
mientras que la otra se mantuvo en un sistema de suelo con concentracion severamente
deficiente del nutrimento. Aunque esta parte del sistema radical estuvo en contacto con
esporas e hifas del hongo, se observo que la formacion de micorrizas fue minima. De ello se
desprende que la reduccion en la colonizacion estd mediada por la planta, debido a que un
nivel adecuado de P en el vegetal pudiera relacionarse directamente con un decremento de
los carbohidratos solubles excretados por la raiz y considerados como importantes en la

regulacion de la formacion de la simbiosis.
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En el presente trabajo se observo que el extracto de U. lactuca tuvo un efecto positivo sobre
el desarrollo de Rhizophagus intraradices N.C. Schenck y G.S. Sm. en las raices de las
plantas de tomate, y entre los compuestos responsables posiblemente de dicho crecimiento
se encuentran las hormonas de crecimiento y la vitamina E contenida en U. /lactuca (Khan et
al., 2009; Ortiz et al. 2006). Esto coincide con los resultados de los estudios de Kuwada et
al. (2006a), quienes demostraron que la vitamina E presente en los extractos a partir del alga
verde (Chlorella pyrenoidosa) estimularon significativamente el crecimiento de hifas de G.
margarita y G. caledonium in vitro y desarrollaron la formacion de HMA en las raices de
papaya y maracuyd. De igual manera, Kuwada et al. (2006b) afirmaron que los extractos de
algas pardas, rojas y verdes aumentaron en el crecimiento de hifas de G. margarita en la raiz
de la planta, debido a que contien hormonas de crecimiento como auxinas, citoquininas y
giberelinas (las cuales estdn presentes también en U. lactuca (Ramya et al., 2010) y por
consecuencia promueven la absorcion de nutrientes, aumentan el crecimiento (a través de la
influencia positiva de ciertas sustancias producidas por el HMA como son auxinas y
giberelinas) y rendimiento de la planta, a través de una mayor area de raiz efectiva,

penetracion de sustrato, activacion y excrecion de diversas enzimas.

Por otro lado, los exudados de las raices de las plantas juegan un papel importante en el
establecimiento de la simbiosis de los HMA y estimulan el crecimiento y la ramificacién de
las hifas fngicas (Harrison, 1998; Vierheilig ef al., 2003). Dicho proceso solo puede ocurrir
en presencia de sefales liberadas por las raices del huésped (Czarnota et al., 2003). La
composicion de los exudados de la raiz puede ser compleja y varia desde enzimas
extracelulares, mucilago, azucares simples, polisacaridos, compuestos fendlicos,
aminoacidos, acidos organicos, flavonoides, terpenoides, carbono, proteinas, vitaminas
(tiamina, &cido nicotinico, biotina), macromoléculas nitrogenadas como nucledsidos,
purinas, moléculas inorganicas o gaseosas como HCOs-, CO2, H> y otras biomoléculas
(Monther y Kamaruzaman, 2012). De acuerdo con los resultados del anélisis de U. lactuca
se determind que contiene azuicares y proteinas, ademas contiene aminoacidos, acidos grasos,
vitaminas (Ortiz et al., 2006; Frikha et al., 2011), polisacaridos, polifenoles, carbono, acidos
organicos (Violle et al., 2018; Dominguez y Loret, 2019), mucilago (Abirami y Kowsalya,
2011), flavonoides y terpenoides (Sava y Sirbu, 2010; Elmegeed et al., 2014; Alagan et al.,
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2017). Es probable que dichos compuestos de U. lactuca intervengan en las plantas durante

el proceso de exudacion de las raices para promover el desarrollo de la simbiosis micorricica.

Asi mismo, se observd que en las plantas tratadas con extracto de alga (0.2 %) y regadas con
la solucién nutritiva a baja concentracion de P presentaron un aumento significativo en la
longitud de raiz. Algunos autores como Nedumaran y Perumal (2009); Kumari et al. (2011);
Anisimov et al. (2013) subrayan la existencia de una fuerte relacion entre la dosis de solucion
de algas y su eficacia, ya que obtuvieron el mayor crecimiento de peso de brotes y raices al
aplicar extractos de algas en dosis bajas. Lo anterior se confirma con los estudios de
Kavipriya et al. (2011); Castellanos-Barriga ef al. (2017) quienes demostraron que al aplicar
extracto de U. lactuca a baja concentracion (0.2 %) en plantulas de Vigna radiata la
germinacion de las semillas y la longitud de raiz aumentaron significativamente. Dicho
resultado puede estar relacionado con el analisis quimico del extracto donde se observé que
U. lactuca contiene macroelementos: N, P, K, Mg y Ca, microelementos: Fe, Mn, Zny Cuy
compuestos organicos como carbohidratos, proteinas, los cuales son indispensables para
todos los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas (por ejemplo, crecimiento de
raices, fotosintesis, maduracion, floraciéon) asi como en la regulacion de los procesos
fisicoquimicos y ayudan a la absorcion de otros nutrientes (Villares ef al., 2007; Pilon-Smits

et al., 2009).

De igual forma, en el presente trabajo se observé un aumento significativo en la longitud y
area de raiz cuando las plantas fueron inoculadas con R. intraradices y regadas con la
solucion nutritiva a baja concentracion de P. Lo cual coincide con el estudio de Copetta et
al., (2011), quienes encontraron que el indculo con Glomus mosseae, G. caledonium, G.
viscosum, G. intraradices y G. coronatum, mejor6 el desarrollo de la raiz en plantas de
tomate. En la misma linea de investigacion, Berta et al. (2002); Gamalero et al. (2004)
mostraron que con el establecimiento de Glomus mosseae en plantas de tomate, se favorecio
la arquitectura de raiz, aument6 el area radical, optimizando la entrada y el transporte de
nutrientes, particularmente, mejorando la nutricion con fosfato. No obstante, los HMA

poseen la capacidad de estimular la formacion de raices debido a la actividad fisiologica de
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estos endofitos para sintetizar reguladores del crecimiento como auxinas y citocininas

(Gianinazzi-Pearson et al., 1991).

Cuando las plantas fueron inoculadas con el HMA y regadas con la solucion nutritiva a alta
concentracion de P, se observo un incremento significativo en la longitud de raiz. Ademas,
en las plantas tratadas simultaneamente con ambos bioestimulantes (RI+EA) se registraron
los valores maximos en la longitud y area de raiz. Zodape ef al. (2008) y Gollan y Wright,
(2006) mencionan que los extractos de algas aumentan la proliferacion y el establecimiento
de las raices, esto se debe posiblemente a que las algas contienen beta caroteno, tiamina,
riboflavina, vitamina K, auxinas, citoquininas, giberelinas, polisacaridos, minerales, entre
otros compuestos activos que tienen un papel importante en el aumento de la division celular.
También, se sabe que los componentes quimicos del extracto de algas marinas inducen el
crecimiento y la colonizacion de las raices por los HMA en el suelo (Kuwada et al., 2000;

20064, b).

Respecto a la evaluacion de los pardmetros morfologicos de la parte aérea de las plantas
existe numerosa informacion del efecto de los hongos micorricicos (Berta et al., 2002;
Gamalero et al., 2004) y los extractos de algas (Crouch et al., 1990, 1992; Khan et al., 2009),
asi como el empleo de altas y bajas concentraciones de fosfato en las plantas (Breuillin e al.,
2010; Balzergue et al., 2011). Sin embargo, en el presente trabajo no hubo incrementos
significativos en los pardmetros (area foliar, nimero de hojas, longitud de tallo y peso fresco

de brotes) entre los tratamientos cuando se aplicaron los bioestimulantes.

Durante la evaluacion de los pardmetros de desarrollo en flor y fruto, lo primero que se
observo fue que en las plantas control, regadas con ambas concentraciones de P prevalecid
una mayor cantidad de flores y por consiguiente, hubo menor cantidad de frutos y peso en
los mismos.

En el resto de las plantas cuando se realiz6 la medicion de las flores, estas ya se habian
convertido en frutos. Es por ello que, en el nuimero y peso de frutos hubo un aumento
significativo en las plantas tratadas con el extracto de U. lactuca (0.2 %) cuando fueron

regadas con ambas concentraciones de P, lo cual resulta 16gico ya que en donde hubo mayor

71



numero de frutos el peso fue proporcional. No obstante, en las plantas tratadas con ambos
bioestimulantes (RI+EA) y regadas con alta concentracion de P, se observd un aumento
significativo solo en el numero de frutos. Por lo tanto, dichos resultados coinciden con el
trabajo de Jensen (2004) quien sefialo que el uso de extractos de algas marinas en la nutricion
de las plantas conduce a un mayor aumento en el nimero de frutos y en el rendimiento total,
debido a que contienen muchos macro y micronutrientes, tal y como se observd en los
resultados del andlisis del extracto de U. lactuca. También con el experimento que realizaron
Stirk y Staden (1998) se observd que la aplicacion del extracto comercial de alga marina
(Kelpak) favorecié el numero de flores y estimuld la produccion temprana de fruta y la
maduracion en las plantas de tomate, asi como el incremento del peso fresco de la fruta. En
otro estudio realizado por Crouch y Van Staden (1992) atribuyeron que el aumento en el
namero de flores y una mejor fructificacion se debia al crecimiento mas vigoroso de las
plantas tratadas con extractos de algas, ya que estos proveen mayor contenido de reguladores
de crecimiento en las plantas, principalmente citoquinina (Van Staden y Cook, 1986), la cual
esta presente en U. lactuca (Ramya et al., 2010), que pudieron haber aumentado la
movilizacion de nutrientes hacia las frutas que se constituyen como una demanda fuerte de
nutrientes y fotoasimilados. También hay trabajos en donde se reporta que la inoculacion de
HMA incrementan el rendimiento de produccion de tomate. Como es el caso William (2007)
quienes obtuvieron un aumentd de 40 % en el rendimiento de tomate en vivero con la
inoculacion de Glomus mosseae y Scutellospora calospora. En otro estudio Regvar et al.
(2003) quienes inocularon plantulas de tomate de dos meses de edad con una mezcla de
micorrizas autdctonas y observaron un aumento del 26 % en el rendimiento. En un
experimento de campo Mohandas (987), inoculd plantulas de tomate con el HMA (G.
fasiculatum) y obtuvo un aumento de 13 % en el rendimiento del fruto. En cuanto a lo
reportado para ambos bioestimulantes, se puede comparar con el estudio de Suhail (2013 b)
quién encontré que al aplicar extracto de alga en plantas de pepino inoculadas con G.
intraradices el nimero de las hojas, frutas'y peso seco total aumentd en 24 %, 17 % y 22

%, respectivamente.

La asociacion simbidtica de raices con HMA es una estrategia por la cual las plantas facilitan

su adquisicion de elementos minerales del suelo (Neumann y George, 2010). Mediante
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diferentes enfoques experimentales (empleando isotopos radiactivos o estables de elementos
nutricionales en combinacion, in vivo o in vitro), se ha demostrado la absorcion, el transporte
y el suministro a la planta huésped de P y N con varias combinaciones de planta/ HMA y en
diferentes condiciones ambientales (George et al., 1992; Smith et al., 2000; Wang et al.,
2002). En lo que respecta, a los resultados obtenidos del andlisis de absorcion de nutrientes,
se observo que no hubo diferencias significativas en la cantidad de P en las plantas de los
distintos tratamientos, por el contrario, se esperaba como resultado mayor incremento de P
en las plantas con bioestimulantes y atn mas en las plantas donde se observd mayor
colonizacion micorricica. Debido a que el P es uno de los nutrimentos que mas se ha
estudiado en relacion con su absorcion mediada por los HMA (Zhu et al., 2003), la
informacion bibliografica al respecto es extensa (Bolan, 1991; Li et al., 2006; Javot et al.,
2007; Smith et al., 2011). En este estudio R. intraradices no tuvo capacidad de absorcion de
P, se cree que dicho comportamiento se pudo deber a la biologia del HMA y a las condiciones
en las se encontraba, asi como también a las caracteristicas de la planta hospedadora.
Aguilera et al. (2007) mencionaron que es posible que diferentes especies o cepas de HMA
difieran en la eficiencia con la cual toman el P. En un experimento, Pearson y Jakobsen
(1993) observaron diferencias en la absorcion de P en tres diferentes especies de HMA que
se encontraban asociados a Cucumis sativus. Asi, G. caledonium probd poseer mayor rapidez
al absorber P y translocarlo, que Glomus sp. y que Scutellospora calospora. Por otra parte,
segun lo reportado por Powell y Daniel (1978) la efectividad en la absorcion de P por plantas

colonizadas puede variar también dependiendo de la fuente del nutrimento.

En relacion al porcentaje de N presente en el tejido foliar de las plantas, se pudo observar
que hubo un aumento significativo en las plantas inoculadas con R. intraradices cuando
fueron regadas con la solucion nutritiva a baja concentracion de P. Este resultado esta
sustentado con los estudios de George et al. (1995), Herndndez y Chailloux (2004) y Copetta
et al. (2011) quienes obtuvieron que el contenido de N increment6 significativamente cuando
las plantas de tomate fueron inoculadas con HMA. Existe evidencia de que los HMA pueden
ayudar a la planta a obtener nutrientes minerales, principalmente al usar su extensa red de
hifas externas, que ramifican e invaden las regiones de la rizdsfera, es decir, contribuye a

aumentar la disponibilidad y la captacion de macro y micronutrientes (Krishna y Bagyaraj,
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1991). Esto se puede asociar con el crecimiento de las raices, puede ser que con raices
colonizadas por HMA pudieron absorber mas nutrientes incluso de lugares distantes (Zodape
et al., 2008). Finalmente, es preciso sefialar que el papel de los HMA en la absorcion de
nutrientes diferentes a P, cobra cada dia mayor relevancia, ya que existen evidencias de que
las hifas externas tienen la capacidad para absorber y traslocar nutrimentos como N, K, Ca,
Mg, Si, Cu, Zn, B y Fe, dado que se han encontrado concentraciones mas altas de estos

elementos en plantas micorrizadas (Nakano et al., 2001).

Ademas, se observd que hubo un aumento significativo en el contenido de carbohidratos
totales las plantas inoculadas con R. intraradices cuando fueron regadas con la solucion
nutritiva a baja concentracion de P. Dichos resultados, coinciden con el estudio de McArthur
y Knowles (1993), quienes caracterizaron las interacciones morfoldgicas y bioquimicas entre
el HMA (Glomus fasciculatum) y plantas de papa (Solanum tuberosum) con diferentes
concentraciones de P, obteniendo mayor cantidad de azticares en brotes y raices de plantas
con bajo P. En otro trabajo similar, Da Silveira ef al. (2003) evaluaron la influencia de la
inoculacion de seis especies de HMA (G. clarum, G. etunicatum, G. manihotis, Acaulospora
scrobiculata, Scutellospora heterogama, Gigaspora margarita) en la nutriciéon mineral y el
contenido de carbohidratos en plantas de aguacate, y observaron que todas las especies de
HMA aumentaron las cantidades de carbohidratos en la parte aérea de las plantas. Por otro
lado, también se observo un aumento significativo de CT en las plantas con el tratamiento de
ambos bioestimulantes (RI+EA) cuando fueron regadas con la solucién nutritiva a alta
concentracion de P. El aumento de carbohidratos puede deberse a la presencia de magnesio
en el extracto de U. lactuca, que podria haber desencadenado la sintesis de clorofila y, con
ello, aumentar las tasas fotosintéticas (Ramya et al., 2015). No se encontraron trabajos
reportados que evallien la cantidad de CT presentes en plantas tratadas con ambos
bioestimulantes, pero, si hay informacion de trabajos con extractos de algas. Por ejemplo
Mohammed (2009), evalu¢ el efecto del extracto de algas marinas y fertilizante de urea como
aplicacion foliar en plantas de pepino, sobre el crecimiento vegetativo y el rendimiento del
pepino, los resultados indicaron que hubo un efecto significativo debido al extracto de algas
en todos los parametros evaluados incluyendo los carbohidratos. Del igual forma, Babu y

Rengasamy (2012) evaluaron el efecto de un extracto liquido de algas marinas a diferentes
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concentraciones sobre plantulas de arroz (Oryza sativa), cacahuate (Arachis hipogaea) y
chile (Capsicum annum), el estudio reveld que con bajas concentraciones del extracto (1 %
y 2 %) hubo un aumento significativo sobre la cantidad de carbohidratos en las plantas. En
el trabajo de Castellanos-Barriga et al. (2017), se evalud el efecto de los extractos liquidos
del alga marina (Ulva lactuca) a diferentes concentraciones sobre el crecimiento de las
plantulas de frijol mungo (Vigna radiata), observaron que la concentracion de azucares
totales y reductores fue mayor en las plantas tratadas con casi todos los tratamientos en
concentraciones mas altas (0.8 % y 1 %), sin embargo, no hubo diferencias significativas con
la concentracion mas baja de extracto (0.2 %), tal como fue el caso de los resultados en el
presente estudio. Con esta evaluacion se esperaba encontrar menor cantidad de CT en los
tratamientos en donde hubo mayor cantidad de frutos (tratamiento con extracto de alga),
debido a que cuando la planta produce frutos, los carbohidratos disponibles en la planta se
van directo a éstos (Herold, 1980). Por otra parte; hubo mayor cantidad de carbohidratos en
los tratamientos en donde hubo menor cantidad de frutos, como fue el caso del tratamiento
con R. intraradices con la solucion nutritiva a baja concentracion de P. En el caso del
tratamiento RI+ EA con la solucién nutritiva a alta concentracion de P, sorprendi6 que tuviera
la mayor cantidad de CT, ya que este tratamiento también tuvo alta cantidad de frutos, se cree
que la planta tenia suficientes CT, que pudo proveer a los frutos y seguir reservando en el

tejido foliar.
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10 CONCLUSION

1. El alga marina Ulva lactuca contiene alta concentracion de carbohidratos, moderada

cantidad de proteinas y fibra, y un contenido bajo de lipidos y nitrégeno total.

2. El extracto de alga presenta altas cantidades de macro y micronutrientes como: magnesio,
calcio y nitrégeno, lo cual se relaciona con la capacidad promotora de crecimiento en plantas

por ello se puede considerar bioestimulante.

3. El extracto de U. lactuca estimuld el desarrollo de estructuras fungicas y la colonizacion
de Rhizophagus intraradices en las raices de las plantas de tomate regadas con solucién
nutritiva a baja concentracion de P y promovid la formacion de frutos en las plantas regadas

con ambas concentraciones de P.

4. El tratamiento con el hongo micorricico arbuscular (R. intrarradices) promovid tanto el
desarrollo de las raices (longitud y 4rea) en las plantas de tomate regadas con ambas
concentraciones de P, asi como el contenido de nitrogeno y carbohidratos totales en las

plantas regadas con solucion nutritiva a baja concentracion de P.

5. No se observo un efecto sinérgico en la promocion de crecimiento y rendimiento de tomate,
al aplicar de forma conjunta el extracto de U. lactuca y la inoculacion con el hongo
micorricico (R. intrarradices). No obstante, la presencia de ambos bioestimulantes promovio
tanto el desarrollo de las raices y el contenido de carbohidratos totales, particularmente en
plantas regadas con solucion nutritiva a alta concentracion de P, asi como el porcentaje de

colonizacion micorricica en plantas regadas con baja concentracion de P.
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