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Bajo las condiciones experimentales de este trabajo, la MA
atenué los efectos del bajo aporte de fosforo, implicando que
podria reducirse la cantidad de fertilizante fosforado que se
utiliza dentro del paquete tecnoldgico de produccion de papaya
Maradol. Se requiere mas investigacion para corroborar si tal
efecto positivo se mantiene en etapas posteriores e impacta en
el mantenimiento de un adecuado rendimiento de frutos en
plantaciones comerciales.
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Under our experimental conditions AM attenuated the low Pi
effects, that involves the possibility of reduce the amount of
phosphorus fertilizer that is currently used by papaya Marado!
growers. More research is required in order to corroborate if this
positive effect of AM documented in the present thesis, would
be maintained in latter stages in the field and proves relevant to
fruit yields in commercial plantations.
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que posteriormente, a través de los procesos de lixiviacion, se
depositan en los mantos freaticos, contaminando asi los
cuerpos de agua (Vance et al., 2003). Ante esta problematica,
se propone el uso de organismos como los HMA, que permitan
aprovechar mejor los nutrimentos del suelo y que contribuyan
de alguna forma a disminuir el efecto negativo del exceso de
aplicacion de fertilizantes (Schachtman et al,, 1998). Por otro
lado, y aun cuando es posible que el efecto no sea tan evidente
como lo es para la absorcion de Pi, la micorriza arbuscular
también afecta aspectos relacionados con la disponibilidad de
agua, como la hidratacion de los tejidos o el intercambio
gaseoso en las hojas (Ruiz-Lozano, 2003). Este efecto puede
ser transitorio y probablemente depende de las circunstancias y
de los simbiontes involucrados.

En este sentido, es necesario realizar trabajos de investigacion
que permitan conocer el beneficio de los HMA en cultivos de
importancia econdmica como Carica papaya var. Maradol, para
el aprovechamiento tanto de nutrimentos como de agua.

Papaya Maradol es uno de los cultivos que, a fin de satisfacer
la demanda del mercado internacional, desde las primeras
etapas de su ciclo de cultivo es manejado intensivamente con
la frecuente aplicacién de fertilizantes. Por otro lado, aunque se
ha considerado que en general Carica papaya es relativamente
resistente a la sequia, para crecer adecuadamente y tener
buenos rendimientos requiere el aporte de agua abundante.

Con base en lo anterior, este trabajo de investigacion se enfocé
hacia la evaluacién del papel de la micorriza arbuscular sobre
la fotosintesis y las relaciones hidricas de papaya Maradol bajo
condiciones de estrés por deficiencia de Pi y de agua,
determinando si éste se relaciona con el crecimiento de las
plantas.
























1.1.2 Importancia

La MA es una de las pocas asociaciones hongo-planta de las
que se tienen registros fésiles, datandose su origen desde hace
3563-462 millones de afios, lo cual sugiere que estos hongos
podrian haber sido un instrumento vital en el éxito que tuvieron
las plantas ancestrales en la colonizacién del ambiente
terrestre (Kiers & van der Heijden, 2006). En la actualidad, la
MA es el tipo de asociacion hongo-raiz mas extendido y comun
que se considera, por un lado como cosmopolita debido a que
se le encuentra en la mayoria de las regiones naturales
terrestres, y por otro lado, como generalista en el sentido de
que una planta puede albergar diferentes especies de hongos
al mismo tiempo, en tanto que una especie de hongo es capaz
de colonizar diferentes especies de plantas (Smith & Read,
1997; Stukenbrock & Rosendahl, 2005). También se considera

que I sersidad de la flora
(Grim )able que puedan
modif » de la comunidad
veget. le (Francis & Read,
1994, | que se les puede
encor regetales, diversos
estudi ) en su capacidad
para ( jetales como en el
benefi ‘ ~ 1l., 2003).

El micelio de los HMA crece en el suelo y funciona como una
extension del sistema radical, hecho que aumenta la capacidad
de exploracién de las raices e incrementa asi la adquisicion de
iones que, como el fésforo (P), son de lenta difusién. De esta
manera las plantas micorrizadas tienen mayor accesibilidad a
estos iones, mientras que los hongos a cambio reciben parte
de los fotosintatos producidos por la planta hospedera
(Rasmussen et al., 2000). Se ha encontrac que aungque en
menor proporcion, esta asociacion incrementa la absorcion de
otros nutrimentos del suelo, como K, Ca y N (Trindade et al.,
2001a; Bohrer et al., 2003).






Glomaceae con Glomus y Sclerocystis, Acaulosporaceae con
Acaulosporay Entrophosphora; y Gigasporaceae, integrada por
Gigaspora y Scutellospora (Schenck & Pérez, 1990; Honrubia
et al., 1995). Considerando caracteres moleculares, ademas de
los morfologicos, Morton & Redecker (2001) propusi~-on una
nueva clasificacion que considera cinco familias _ siete
generos, mientras que basandose en ia secuenciacion de rADN
y la aparente falta de zigosporas estos hongos han sido
reclasificados en el nuevo phylum Glomeromycota (SchiiRler et
al., 2001) (Figura 1.3). La utilizacién de métodos moleculares
para elucidar sus relaciones filogenéticas ha permitido el
surgimiento de diversas propuestas, de modo que su
clasificacion ha sufrido una rapida transicion (Walter, et al.,
2004; Walter & SchiRler, 2004; Oehl & Sieverding, 2004,
Sieverding & Oehl, 2006; Redecker ef al., 2007; Plazola et al.,
2008) y en la actualidad se reconocen alrededor de 184
especies de HMA, conformadas en cuatro ordenes, nueve
familias y 13 géneros (Cuadro 1.1).

1.1.4 El estudio de la micorriza arbuscular en México

El estudio de la micorriza arbuscular en México se ha enfocado
a aspectos relacionados con el incremento de la produccion
agricola. Aborda principalmente aspectos sobre el efecto de los
HMA sobre el crecimiento de cultivos y/o especies nativas, de
forma aislada (Gardezi et al., 2000; Pola-Lépez, 2000; Alarcén
et al.,, 2001) o en interaccion con otros microorganismos del
suelo (Brown et al, 2000; Sanchez-Colin et al., 2000), el
estatus micorrizico de diferentes especies vegetales nativas
(Reyes-Quintanar et al, 2000; Sanchez-Gallén & Guadarrama,
2000; Camargo-Ricalde et al., 2003), el efecto de estos hongos
sobre el establecimiento de plantas en sistemas perturbados
(Ramos-Zapata y Guadarrama, 2004), el efecto de Ila
contaminaciéon de agua o la perturbacion de los suelos sobre
las poblaciones de este tipo de hongos (Nava-Gutiérrez, 1994,
Ortega-Larrocea, 2001), asi como el potencial efecto de la
asociacion micorrizica sobre las caracteristicas del suelo
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hongo que participe en la asociacién (Alarcon et al., 2002;
Minhoni & Auler, 2003; Trindade et al., 2001b), incluso con bajo
aporte de agua (Cruz et al., 2000). También se ha encontrado
que la micorriza proporciona a las plantas cierta proteccion
contra el ataque de nematodos, observandose que el
crecimiento de papaya con micorriza es mejor que en plantas
sin micorrizas (Jaizme-Vega et al., 2006).

Por otro la n papaya Maradol . ;@ ....ivada con baja
disponibilida P, el hongo micorrizico Gic 3 claroideum,
solo o en interaccion con Azospini' " brasile...., favorecio la
produccion de biomasa y el incremc.... del area foliar. También
se encontré6 que en presencia de Glomus claroideum, dichas
plantas incrementaron la actividad enzimatica de la fosfatasa
acida en sus raices (Alarcén et al., 2002).

1.2 Carica papaya L.
1.2.1 Caracteristicas del frutal

El papayo pertenece a la division Spermatophyta, Sub-division
Angiospermatophyta, clase Dicotiledoneae, familia Caricaceae,
género Carica y especie Carnica papaya L. (Cituk-Chan, 2006).
Es un frutal de crecimiento rapido originario de América
tropical, cuya altura va de tres a ocho metros, en un solo tallo
erecto, grueso, fistuloso, camoso, de entre 20 y 30 centimetros
de diametro, con corteza lisa marcada con cicatrices foliares
grandes y numerosas. Al crecer, se torna de color grisaceo y se
hace hueco. Los peciolos de las hojas maduras generalmente
se extienden horizontaimente desde el tallo principal hasta
alcanzar una longitud aproximada de 45 a 70 centimetros,
dependiendo del cultivar. Las flores aparecen en las axilas de
las hojas conformando inflorescencias que son cimas

modificadas. El tipo floral que aparece depende de la forma
sexual de la planta.
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resistencia al transporte y su peso oscila entre 1.3 y 2.7 kg
(Gobierno del Estado de Yucatan, 1997).

1.2.2 Requerimiento y problematica del cultivo

El cultivo de papaya requiere temperaturas medias 6ptimas
entre 24°C y 27°C a una altitud maxima de 400 msnm. En
plantas con flores hermafroditas, temperaturas superiores a
33°C pueden provocar atrofia de ovario de modo que el fruto no
se desarrolla (hermafroditas estériles de verano) (Gobierno del
Estado de Yucatan, 1897). Aunque puede desarrollarse donde
no se produzcan heladas, el frio reduce su crecimiento y
rendimiento pero sobre todo afecta la calidad del fruto
haciéndolo insipido y/o deforme. Se requieren también grandes

cantidades de agua y luz para tener un buen desarrollo
(INIFAP, 1997).

Las plantas de papaya puede crecer en suelos muy diversos
pero para un buen desarrollo y alta produccién requiere de
suelos fértiles, de textura media, con un contenido de arcilla de
10% a 30%, profundidad mayor de 80 centimetros, con buena
estructura y drenaje, para evitar encharcamientos de mas de 48
horas que pueden causar dafos a la planta y en ocasiones
hasta la muerte. Los suelos con pedregosidad superficial de
hasta 50% se consideran apropiados para el cultivo de papaya.
E! pH puede variar de 5.6 a 7.0; en suelos con condiciones por
debajo o arriba de estos limites es recomendable aplicar aigun

remediador que regule el pH (Gobierno del Estado de Yucatan,
1997).

En plantaciones de riego el tratamiento de fertilizacién consiste
en aplicar 160 kg de N por hectarea, 100 de fosforo y 160 de
potasio durante todo el ciclo, dividido en tres aplicaciones pero
también se recomienda efectuar las aplicaciones en funcién de
la edad de las plantas y del sistema de riego que se utilice
(INIFAP, 1997). A lo largo del ciclo de cultivo, la aportacion de
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1.2.3 Importancia econdmica de Carica papaya L.

La papaya es, desde el punto de vista econdémico, el integrante
mas importante de la familia Caricaceae. El uso mas comun de
este fruto es su consumo en fresco y se le considera una
buena fuente de caicio, con alto contenido de vitaminas A y C,
por tanto, es una buena fuente nutricional. Otro producto
econdémicamente importante que se extrae de la papaya es la
papaina, una enzima proteolitica a la que se le han encontrado
diversas aplicaciones industriales: en la fabricacién de
cosmeéticos, en la aclaracion de la cerveza, en la elaboracion de
gomas de mascar, como suavizante de carnes y en el proceso
de tincién de pieles. La papaina también se encuentra en
farmacos utilizados en medicina de patente y tradicional,
debido a que posee propiedades bactericida y antihelmintica
(SAGARPA, 2005).

Dado que la papaya es un producto altamente vulnerable a las
condiciones atmosféricas, asi como a diversas plagas, los
rendimientos tienden a presentar variabilidad de un afio a otro.
En 2002, el rendimiento promedio mundial fue de 16.54 ton/ha
aungue en México se obtuvo un rendimiento de 40.15 ton/ha.
En ese mismo afio nuestro pais fue el tercer productor a nivel
mundial, superado por Brasil y Nigeria, paises que dedican
mayor superficie al cultivo de este fruto (SAGARPA, 2005). De
particular interés es que en México, la mayoria de la superficie
dedicada a este cuitivo es para papaya Maradol y papaya roja,
mientras que para las otras variedades es casi nula.

La dindmica internacional de la papaya ha propiciado que en
los udltimos afios las exportaciones muestren un incremento
acelerado. En el 2002, México destacé como el principal
exportador mundial, al exportar el 37 por ciento de su
produccion total, seguido por Brasil y Malasia. Datos del Banco
de México indican que el principal comprador de la produccion
mexicana es Estados Unidos, pero el producto también es
exportado a Canada, Alemania, Reino Unido, Francia,
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1.3.2 En la fotosintesis

El Pi tiene un papel importante en la regulacion de la
fotosintesis, desde la asimilacién del CO; hasta su conversion
en sacarosa (Leegood, 1989). En condiciones que promueven
la asimilacion intensiva de carbono (concentracién baja de O, o
alta de CO,), el reciclamiento del Pi es insuficiente y la
fotosintesis no se incrementa (Kondracka & Rychter, 1997).
Cuando las plantas crecen en condiciones limitantes de fésforo,
la actividad fotosintética puede verse afectada negativamente
por varias causas: 1) el efecto directo sobre la energia para la
transduccidn en el sistema tilacoidal, 2) la inhibicién de enzimas
clave del ciclo de Calvin y, 3) la inhibicibn de la
retroalimentacion por gradientes de pH a través de la
membrana tilacoidal o el estado redox de los transportadores
de electrones. Cuando la produccién de asimilados excede la
exportacion de azucares-fosfato en los cloroplastos, el nivel de
Pi en el estroma disminuye. Esta reduccion de sustrato limita la
sintesis de ATP en la membrana tilacoidal y también inhibe la
regulacion de la RUBISCO, reduciendo por tanto la asimilaciéon
de carbono y la fotosintesis neta.

La triosa fosfato producida durante la fotosintesis en las células
del mesdfilo puede permanecer en el estroma y utilizar adenin
difosfato-glucosa (ADPG) para convertirse en aimidén, o bien,
pasar al citosol para convertirse en fructosa-1,6-bifosfato y
posteriormente en fructosa-6-fosfato. Con la uridin difosfato-
glucosa (UDPG) como sustrato, la fructosa-6-fosfato se
transforma en sacarosa fosfato. La sacarosa fosfato puede
liberar parte del Pi para reintegrarse al estroma o bien
convertirse finalmente en sacarosa la cual a su vez puede ser
utilizada en los procesos subsecuentes del metabolismo o
mantenerse como reserva para la planta (Figura 1.4). El
equilibrio en la relacién Pi/triosa fosfato es importante para la
sintesis de almidén o de sacarosa. Si la concentracién de Pi en
el citosol es baja, el transporte de triosa fosfato desde el
cloroplasto es limitado y se promueve la sintesis de almidén, el
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iniciar la sintesis del almidon y/o de la sacarosa, que son los
productos finales de la fotosintesis. La distribucion relativa
entre la sintesis de almidon y de la sacarosa depende de cada
especie vegetal y es importante para la regulacion global del
proceso fotosintético (Malkin & Niyogi, 2000).

ADP (Glucosa),

®'/ {Glucosa) ,,‘,._Lﬁ
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!
I
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CLOROPLASTO

CITOPLASMA

Figura 21. Ciclo reductivo de las pentosas-P y
distribucién del carbono fotosintético para la sintesis de
almidén y sacarosa en el cloroplasto y el citoplasma
respectivamente. Las enzimas involucradas son: 1)
RuBisCO, 2) ADP-Glucosa pirofosforilasa, 3) almidén
sintetasa, 4) enzima ramificadora, 5) proteina
intercambiadora de Pi y Triosas-P. (Tomado de Ciencia
Hoy en Linea 5 (27): 41-55).
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se debe a una disminucion de la fijacion de CO, al haber bajo
aporte de fasforo (Pieters et al., 2001). No obstante, ias plantas
poseen mecanismos que les permite enfrentar las adversidades
del ambiente y en el caso de la deficiencia nutrimental, se ha
encontrado que particularmente bajo condiciones de deficiencia
de Pi, la micorriza arbuscular incrementa la capacidad de las
plantas para adquirir el Pi presente en el sustrato,
contribuyendo asi a atenuar el estrés al que estan sujetas las
plantas con baja disponibilidad de Pi y que, finalmente, podria
afectar la actividad fotosintética (Black et al., 2000; Bucher,
2007). Este trabajo tuvo como objetivo determinar si bajo
condiciones de baja disponibilidad de Pi la micorrizacién
promueve la mejor toma de Pi en plantas de papaya Maradol, y
se convierte en factor que modifique la tasa fotosintética con
respecto a la de las plantas sin micorrizacién.

Ademas de la asimilacion de CO; se ha utlizado la
fluorescencia de la clorofila-a emitida por las plantas verdes
porque refleja la actividad fotosintética. La determinacién de la
fluorescencia en hojas intactas es un método no destructivo
para monitorear los eventos fotosintéticos y determinar el
estado fisiologico de las plantas. Las caracteristicas de la
fluorescencia emitida estan determinadas basicamente por la
absorcién de los pigmentos, la transferencia de la energia
excitada, asi como la naturaleza y orientacién de los pigmentos
fluorescentes (Strasser et al. 2000; Malkin & Niyogi, 2000). En
general, probamos la hipotesis de que al ser cultivadas con
baja disponibilidad de Pi, las plantas de papaya Maradol
micorrizadas tendran mayor tasa fotosintética que sus
contrapartes sin micorriza. Ademas, si la micorriza contribuye a
que las plantas tengan mayor disponibilidad de Pi el contenido
de sacarosa serd mayor en las hojas de las plantas

micorrizadas, mientras que el contenido de almiddn sera
menor.
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(tratamientos). Para minimizar el efecto del sustrato en la
disponibilidad de Pi para las plantas, se utilizd agrolita por ser
un medio inerte. Desde la siembra de las semillas hasta el final
del experimento se utilizd agua destilada para el riego. A partir
del trasplante a los contenedores finales, cada planta recibid
250 mL de agua por semana.

2.3.2 Obtencion de plantulas e inoculacién micorrizica

Las plantas de papaya Maradol se obtuvieron a partir de
semilla certificada (Carisem). Estas semillas fueron hidratadas
y desinfectadas con solucion fungicida (Captan Ultra, 3 g/L)
por periddos de 24 horas; se eliminé la solucidon fungicida y se
lavaron con agua destilada. Posteriormente, las semillas fueron
germinadas en camara humeda (cajas de petri con discos de
papel filtro saturados con agua destilada) y en oscuridad a
35°C % 2°C. Las semillas que germinaron se sembraron en
charolas para vivero, colocando una semilla por cavidad y se
regaron diariamente con agua destilada. Las plantulas fueron
mantenidas en las charolas hasta que desarrollaron de 4 a 6
hojas, trasplantandolas entonces a bolsas negras para vivero
de 35 x 25 cm, previamente llenas con agrolita, en las que se
les mantuvo durante todo el experimento.

La inoculacién de las plantulas con el hongo micorrizico
arbuscular (MA) fue simultanea al trasplante, al inicio del
experimento. En este experimento se inocularon alrededor de
110 esporas por planta, puesto que se ha sugerido que en
cultivos agricolas es suficiente el uso de 100 a 200 esporas por
planta para la inoculacion micorrizica (Sieverding, 1983). Para
realizar la inoculacién, el lote de plantas fue dividido en dos
grupos con 40 plantas cada uno. Uno de estos grupos fue
inoculado con el hongo MA Glomus intraradices (plantas
denominadas +Mic), en tanto que el otro no recibié indculo
micorrizico (plantas denominadas -Mic) (Cuadros 2.1 y 2.2).
Ademas de las esporas, el inéculo del hongo MA Glomus
intraradices, consisti6 en micelio y trozos de raices
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2.3.3 Aplicacién de tratamientos con fosforo

La fertilizacion se realizd6 con solucion nutritiva de Hoagland
(SH) (Hoagland & Arnon, 1950) modificada en su concentracién
de fésforo (Pi 1.0 mM) para evaluar concentraciones menores
(Pi 0.3 mM vy 0.6 mM) (Anexo 2). A fin de no interferir en el
proceso de colonizacidn micorrizica del grupo inoculado con el
hongo MA, durante seis semanas a partir del trasplante, todas
las plantas recibieron 250 mL de SH con la concentracion de Pi
mas baja a evaluar (0.3 mM).

Posteriormente, de cada grupo previamente dividido en +Mic y
—Mic, se tomaron 20 plantas para aplicarles SH con Pi 0.3 mM
y 20 plantas para aplicar SH con Pi 0.6 mM. Cada planta
recibié 250 mL de SH con la concentracidn correspondiente,
por semana (Cuadros 2.1 y 2.2). El grupo control consistié en
plantas de papaya sin micorrizar fertilizadas con SH sin
maodificar (1.0 mM). La concentracién de N en la solucion
nutritiva modificada fue ajustada con nitrato de amonio.

2.3.4 Variables evaluadas

El efecto de la micorriza arbuscular sobre la eficiencia
fotosintética de papaya Marado! fue evaluado basicamente a
través de aspectos que involucran la capacidad de captacion
de CO,, el metabolismo del carbén fotosintético y la
incorporacibn de éste en los productos finales de Ia
fotosintesis: asimilacion de CO,, contenido de sacarosa vy
contenido de almidén en las hojas y fluorescencia de
clorofila~a. Todas las muestras de tejido y mediciones se
tomaron en las hojas mas jévenes completamente extendidas
(tercera y cuarta hojas, del apice hacia la base del tallo), en las
cuales el sistema fotosintético esta totaimente desarrollado. Los
datos de asimilacién de CO; se tomaron entre las 11:00 y 13:00
horas, posteriormente se tomaron los datos de fluorescencia de
clorofila. Ademas, se tomaron muestras de tejido foliar para
determinar el contenido de clorofilas.
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e 2.3.4.4 Contenido de sacarosa y almidén

Para la estimacion del contenido de sacarosa en hojas se
utilizaron los datos de azlcares totales y de azucares
reductores. Las muestras de tejido foliar se conservaron a -
80°C hasta que fueron procesadas. Las lecturas de
absorbancia se hicieron utilizando un espectrofotémetro
Beckman Coulter DU-650. Se describen brevemente los
procedimientos:

Para la determinacién de azlcares totales se tomaron 20 mg
de tejido y se prepard un extracto con etanol al 80%; se tomo
un mL del extracto y se agreg6 1 mL de fenol al 5%; se dejo6 en
reposo durante 10 minutos y enseguida se agitd en un vortex;
se enfri6 en bafo de hielo durante 15 minutos y se tomé la
lectura de absorbancia a una longitud de 490 nm (método de
Fenol-Acido Sulfarico, Dubois et al., 1956). Para los azUcares
reductores, se utilizaron 20 mg de tejido fresco. El tejido se
macer6 en etanol al 80% y se centrifugd a 3000 rpm durante
10 minutos; se tomé una alicuota de 0.25 mL, se agregaron
0.75 mL de reactivo DNS y se incub6é en bafio Maria a
ebulliciébn durante 20 min; se dejé enfriar, se agregaron cuatro
mL de agua destilada y se midié la absorbancia a 5§70 nm
(método del DNS, Miller, 1959).

El contenido de almiddn en hojas fue determinado utilizando el
sedimento que se obtuvo al procesar la muestra para la
determinacion de azucares totales. Para cuantificar el almidéon
se hizo la extraccién y suspension de la fraccidn insoluble
agregando 2 mL de KOH 0.2 N y se dej6 en bafio maria a
ebullicion durante 30 minutos; la muestra se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se afadieron un mL de acido acético 1
M y un mL de amiloglucosidasa y se incubd en bano Maria a
37°C durante 20 horas; después se centrifugd a 3000 rpm, se
tomd una alicuota de 50 pL, se agregaron 150 pL de agua
destilada, 200 pL de fenol al 5% y 1 mL de acido sulfurico; la
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2.3.5 Diseno experimental y analisis estadistico

En el experimento se evaluaron cuatro tratamientos (Cuadro
2.1) en un disefo bifactorial con dos concentraciones de Pi (0.3
mM y 0.6 mM) en solucién nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950), y dos condiciones micorrizicas, con micorriza (+Mic) y
sin micorriza (-Mic). Cada tratamiento tuvo 20 réplicas con una
distribucion totalmente alearotizada en condiciones de
invernadero. Las evaluaciones se hicieron en las semanas dos,
cuatro y seis después del inicio de los tratamientos.

El analisis de los datos se hizo con el programa
STATGRAPHICS PLUS 4.1. Se aplicé un ANOVA bifactorial.
Cuando la interaccion de factores mostré diferencias
estadisticamente significativas se utilizd la prueba de
comparacion de medias (Tukey, o = 0.05). Los datos
porcentuales fueron transformados a arcoseno antes de aplicar
el andlisis de varianza. Se establecio la relacion entre Pny gs
mediante el indice de Spearman.

2.4. RESULTADOS

2.4.1 Fotosintesis (Pn) y conductancia estomatica (gs).

La interaccién de los factores fue estadisticamente significativa
para la Pn unicamente en la semana cuatro del experimento (P
< 0.05), cuando el tratamiento +Mic-P indujo la mayor tasa
fotosintética y cuyo valor promedio fue estadisticamente
diferente del encontrado para las plantas con el tratamiento —
Mic-P (Tukey o 0.05). La condiciéon micorrizica fue el factor que
afectd significativamente esta variable en las semanas cuatro y
seis (Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3. Efecto de la disponibilidad de fésforo y la condicién micorrizica sobre la
fotosintesis (Pn), la conductancia estomatica (gs), el contenido de azucares, fosforo foliar y
peso seco total (PST) en papaya Maradol (ANOVA, P < 0.05). a) semana dos, b) semana
cuatro, c) semana seis. Cuando la interaccion de factores no fue significativa no se asignoé

letra a los valores.

a)
Condicit 5 idad d an . lg, i Azlcares F?sforo PST
on if:i. n isponibilidad de {(pmol m<s™) (mmolm™s™) Sacarosa Alrmidon oliar (9)
micorrizica Fésforo (mM) (ma g pf) (g g pf) {ppm)
+Mic 0.3 12.5 0.431 977.0 150.7 1477.7a 1.25b
~Mic 10.7 0426 920.7 159.6 1941.7b 1.01a
+Mic 0.6 10.8 0.462 834.7 140.2 1303.3a 1.46¢
~Mic 10.8 0.454 870.0 148.0 2070.3b 161c
Significancia:
Fosforo 0.1027 0.3529 0.0084 0.0871 0.7012 0.0000
Condicion micorrizica 0.0825 0.8343 0.7491 0.1880 0.0000 0.3796
Fésforo*Cond. Mic. 0.0831 0.9606 0.1732 0.9299 0.0298 0.0013
b)
Pn gs Azicares Fésforo PST
Condicién Disponibilidad de (umol m?s™) (mmol m?s™) Sacarosa Aiidon foliar (9)
micofrizica Fosforo (mM) (mg g pf) (g g pf) (ppm)
+Mic 0.3 14.3b 0.515b 1130.7a 156.3 1351.0b 268
-Mic 11.1a 0.334a 1058.5ab 117.8 1282.7a 1.83
+Mic 0.6 12.6ab 0.514b 1037.2a 166.6 2343.7d 4.12
~Mic 12.5ab 0.523b 1089.7ab 140.0 2018.3c 3.29
Significancia:
Fosforo 0.7803 0.0019 0.2012 0.0225 0.0000 0.0000
Condicién micorrizica 0.0172 0.0035 0.6789 0.0001 0.0000 0.0000
Fosforo*Cond. Mic. 0.0233 0.0024 0.0168 0.3696 0.0002 0.9211
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Figura 2.2. Relacion entre la fotosintesis (Pn) y la
conductancia estomatica (g en papaya Maradol
micorrizada (+Mic) o sin micorrizar (-Mic) y fertilizada con
Pi 0.3 mM (-P) o con Pi 0.6 mM (+P). Semana dos, a)
semana cuatro b) y semana seis ¢} (P < 0.05).
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Figura 2.3. Contenido de clorofila en papaya Maradol
micorrizada (+Mic) o sin micorrizar (-Mic) y fertilizada con
Pi 0.3 mM (-Mic) o con Pi 0.6 mM (+P). a) Clorofila-a, b)
clorofila- y, ¢) clorofila total. Valores con la misma letra en
cada semana no tienen diferencia estadisticamente
significativa (Tukey a = 0.05). Cada valor es el promedio
de 5 repeticiones £ D.E.
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seco en dicha semana fue +Mic-P. Por si mismos tanto el P
como la micorriza contribuyeron al peso de la parte aérea en
las semanas cuatro y seis del experimento (Figura 2.5 a). El
peso seco de las raices fue favorecido por la interaccion de los
factores al final del experimento. Los tratamientos —Mic+P vy
+Mic+P promovieron mayor peso seco de raices (Tukey a =
0.05). El fosforo fue el factor que afectd el peso de las raices
en los tres muestreos (Figura 2.4b).

En cuanto a la altura desarrollada por las plantas y el numero
de hojas nuevas no se encontré que la contribucion de la
interaccion fuera estadisticamente significativa (P < 0.05). La
disponibilidad de Pi fue el factor que durante todo el
experimento influy6 tanto en la altura de las plantas como en el
nimero de hojas nuevas en las semanas dos y cuatro. La

micorriza por su parte fue importante en la generacién de hojas
nuevas.

2.4.7 Colonizacion micorrizica arbuscular

No se encontrd colonizaciéon micorrizica arbuscular en las
plantas que no fueron inoculadas con el HMA en ninguna de
las semanas en las que se muestred. El ANOVA encontré que
la diferencia entre los tratamientos fue estadisticamente
significativa durante todo el experimento (P < 0.05). Las
plantas inoculadas que recibieron la concentracién de Pi baja
(-P) superaron sustancialmente la intensidad de colonizacion
micorrizica encontrada en las plantas a las que se aportd Pi en
la concentracién mas alta (Figura 2.6).
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fotosintesis (Hopkins, 1995). Como se mostrd en la tabla 2.3, la
interaccién de la condicion micorrizica y la disponibilidad de
fosforo tuvieron efecto significativo en la g; de la papaya
Maradol bajo las condiciones de este trabajo como también lo
tuvieron cada uno de estos factores evaluados, destacandose
el hecho de que la gs de plantas con micorriza y baja
disponibilidad de Pi en la solucion nutritiva igualaron la gs de
las plantas con la mayor disponibilidad de Pi. Algunos reportes
indican que la disminucién de la gs como respuesta a la
deficiencia hidrica es mas rapida cuando hay también baja
disponibilidad de fésforo, en plantas de algoddn (Radin, 1984) y
en plantas de Helianthus annuus L. (Jacob & Lawlor, 1991), sin
que en ambos casos se haya encontrado que la menor gs
influya directamente sobre la actividad fotosintética de dichas
plantas por deficiencia de fosforo. Por lo anterior, la
disminucidn de fotosintesis relacionada con el cierre y apertura
de estomas seria mas importante bajo factores de estrés como
la deficiencia hidrica, alta incidencia de {uz o altas
temperaturas, tal como lo proponen Chaves et al. (2002).

E! contenido de clorofila, como principal responsable de la
captacion de energia usada para la fotosintesis (Hopkins,
1995), podria influir importantemente en la tasa fotosintética de
papaya Maradol y aunque ha reportado que cuando las plantas
crecen en condiciones de escasez de fosforo, el contenido de
éstas puede no ser modificado (Marschner, 1995; Wu et al,,
2004) se considerd importante saber si los tratamientos a los
que se sometieron las plantas de papaya Maradol modificaban
el contenido de estos pigmentos. Se encontrdé que no hubo
efecto por parte de la disponibilidad de fésforo y la presencia o
ausencia de micorriza en estas plantas, determinandose asi
que en todos los tratamientos la cantidad de clorofilas es
similar. Del mismo modo, la fluorescencia de clorofilas fue
similar en las plantas con diferentes tratamientos.

Con respecto al crecimiento de las plantas, se encontré que
para el peso seco total (PST) la disponibilidad de fésforo en la
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con la menor disponibilidad de fésforo y sin micorriza tuvieron
menor biomasa y menor altura con respecto a las plantas de
los otros tratamientos.

Relacionado principalmente con el crecimiento y con el estatus
nutricional de las plantas, existen reportes que proponen que la
micorrizacion estimula de alguna forma la actividad fotosintética
de las plantas (Johnson, 1984; Wu & Xia, 2006), modificando
por ejemplo el pH en suelos acidos con lo que se estimula la
produccidén de mayor cantidad de fotosintatos, mismos que a su
vez permiten soportar o mantener la asociacion micorrizica (St.
Clair & Linch, 2005). Por su parte Black et a/. (2000) reportaron
el incremento en la tasa fotosintética de hojas de calabaza
colonizada con HMA, sugiriendo que dicho incremento se debe
al incremento de P, mas que a la demanda de asimilados por
parte del hongo MA.

En este trabajo se encontré que la baja disponibilidad de Pi en
la SH también disminuyd la gs de papaya Maradol pero tal
efecto fue atenuado por la presencia de la micorriza, de
manera que bajo las condiciones nutrimentales mas severas
(-P), las plantas +Mic tuvieron mayor gs que las plantas —Mic.
Si bien las plantas con el tratamiento +Mic-P tuvieron los
valores mas altos de Pn y gs, estas variables no mostraron
correlacion sino hasta la sexta semana del experimento la cual,
aunque estadisticamente significativa, fue negativa.

En cuanto a la acumulacion de de azlcares, los resultados de
este trabajo mostraron que las condiciones de desarrolio dada
a las plantas no fueron de importancia para el caso de la
sacarosa. En el caso del almidén se encontré que al final del
experimento la interaccion de los factores influyé sobre el
contenido de almidén, encontrandose que en las plantas con
menor disponibilidad de Pi en la SH hubo mayor acumulacion
de almiddn y es que la deficiencia de Pi afecta el metabolismo
del carbono induciendo la acumulacién de este azucar, como
se ha reportado para otras especies vegetales como Phaseouls
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etapa de desarrollo; pero también de factores externos como la
duracién y magnitud del estrés.

La escasez de agua es el principal factor que limita la
produccién de los cultivos en el mundo, debido a que causa
una serie de cambios fisiologicos que se traducen en una
disminucién en la tasa de crecimiento (Munns, 2002). Lo
anterior se agudiza ya que contrariamente a otros factores
como la acidez o salinidad de los suelos, la disponibilidad de
agua es altamente variable dentro de un ciclo de cultivo y de un
ano a otro (Kaya et al., 2003).

En el contexto de la problematica de condiciones de sequia
generalizada en la mayoria de las tierras cultivables, ademas
del manejo adecuado de los sistemas agricolas, es importante
evaluar el beneficio derivado de la asociacion simbidtica con
organismos benéficos para las plantas, que aumenten su
posibilidad de acceder al agua ante condiciones de baja
disponibilidad del recurso. En este sentido, existen reportes
que sostienen que la micorriza arbuscular (MA) es un
mecanismo a través del cual las plantas mejoran las relaciones
hidricas para incrementar asi su resistencia a la sequia (Davies
et al., 1992; Ruiz-Lozano et al., 1995).

Sin embargo, el papel de la MA en la captacion de agua y por
tanto en las relaciones hidricas de las plantas es hasta cierto
punto controvertido. En principio, se propuso que el efecto
benéfico en las relaciones hidricas podria estar relacionado
principalmente con el estatus nutricional de las plantas (Smith &
Read, 1997), pero en algunos estudios también se ha
propuesto que el efecto benéfico podria relacionarse con el
incremento de fitohormonas como las citocininas (Allen et al.,
1980) o del etileno (Cruz et al., 2000), o bien con el mejor
contacto entre el suelo y las raices (Augé, 2001). Aun cuando
no se conozca el mecanismo exacto del papel de la micorriza,
bajo condiciones de escasa disponibilidad de agua, la MA
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Condiciones experimentales

El experimento se llevd a cabo en el invernadero del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan. La temperatura promedio
fue de 35°C, la humedad relativa promedio de 70% vy la
intensidad luminosa de 400 pmol m? s'. A partir de la
aplicacion de las diferentes concentraciones de Pi y aporte de
agua, el experimento se mantuvo durante seis semanas. Desde
la siembra de las semillas hasta el final del experimento se
utilizé agua destilada para el riego.

3.3.2 Disefio experimental

En el experimento se evaluaron ocho tratamientos (Cuadro 3.1)
en un disefio factorial con dos niveles de riego, 200 mL/planta’
cada tercer dia (+A) y 100 mL/planta cada cinco dias (-A); dos
concentraciones de Pi en solucion nutritiva de Hoagland, 1.0
mM (+P) y 0.1 mM (-P) en plantas micorrizadas (+Mic) y sin
micorrizar (-Mic). Cada tratamiento tuvo 20 réplicas con una
distribucibn completamente al azar en condiciones de
invernadero. Después de cuatro semanas del trasplante e
inoculacién, se detectdé el desarrollo de la colonizacion
micorrizica en las raices y a partir de entonces se tomaron los
datos cada dos semanas, durante seis semanas.

3.3.3 Sustrato y material biolégico ,

Con el objetivo de que el Pi disponible para las plantas fuera
exclusivamente el aportado experimentalmente, se utilizd
agrolita como sustrato porque es un medio inerte. Las plantas
de papaya Maradol se obtuvieron a partir de semilla de papaya
Maradol certificada (Carisem). Previo a la germinacion, las
semillas se hidrataron colocandolas en agua destilada durante
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Este indculo fue producido en el Area de Microbiologia,
Postgrado de Edafologia del Colegio de Postgraduados,
Montecillo, Estado de Meéxico, utilizando sorgo como planta
trampa en una mezcla de tezontle-suelo como sustrato.

3.3.4 Inoculacién con hongos MA

Simultaneo al trasplante se realizd la inoculacion micorrizica,
para lo que se dividi6 el lote de plantas en dos grupos. En uno
de estos lotes (80 plantas) se depositaron alrededor de 110
esporas (indculo almacenado durante dos meses a 4°C),
aplicando directamente sobre las raices de cada planta y
cubriendo inmediatamente con el sustrato (plantas
denominadas +Mic). El otro grupo (80 plantas) no recibio el
inoculante micorrizico (plantas denominadas -Mic) (Cuadros
3.1y3.2).

3.3.5 Riego

Para el riego se utilizé agua destilada durante todo el
experimento. Para aplicar las diferentes dosis de agua, las
plantas previamente separadas en inoculadas y no inoculadas
con hongos MA fueron subdividas en dos grupos. A uno de los
grupos (40 plantas de cada lote) se les aplicaron 200 mL de
agua cada tercer dia (plantas denominadas +A), mientras que
para el otro grupo (40 plantas) el aporte de agua fue de 100 mL
cada cinco dias (plantas denominadas —A) (Cuadros 3.1 y 3.2),
durante las seis semanas de duracion del experimento.
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3.3.7 Variables medidas

El efecto de la micorriza arbuscular fue evaluado en el tejido
foliar a través de variables usadas para determinar la condicion
hidrica de las plantas y la fisiologia de las hojas. Todas las
mediciones y muestras se tomaron en hojas jovenes
completamente extendidas, tercera y cuarta del apice hacia la
base del tallo. La toma de datos se hizo cada dos semanas,
tomando al azar 5 plantas por tratamiento. EI muestreo fue
realizado por las mafanas, entre las 7:00 y 7:30 horas, para
evitar en lo posible la pérdida de agua por transpiracion
provocada naturalmente por el incremento de la temperatura.

e 3.3.7.1 Potencial hidrico

Para la determinacién del potencial hidrico se cortaron discos
de tejido foliar con un sacabocados de 6 mm de diametro.
Estos discos fueron envueltos rapidamente en papel aluminio y
conservados en hielo hasta su uso. Posteriormente se tomaron
los datos para medir tanto el potencial hidrico (¥), como
potencial osmético (W,). Las mediciones se realizaron
utilizando una camara psicromeétrica C-52, HR-33 T Dew Point
Microvoltimeter (Wescor, Inc). Con los datos de los potenciales
hidrico y osmético se calculd el porcentaje de turgencia (T) en
los tejidos foliares.

e .3.3.7.2 Contenido relativo de agua (CRA)

Para estimar el CRA, con un sacabocados se cortaron discos
de tejido foliar, de 9 mm de diametro. Las muestras de tejido se
envolvieron rapidamente en papel aluminio y se mantuvieron
en hielo hasta su uso. Posteriormente, se registrd el peso
fresco (Pf) de cada muestra y se colocaron en agua destilada
durante 24 horas. Al término de este lapso, las muestras se
sacaron del agua, se elimino el exceso de agua adherida a su
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después de cosechar las plantas se separaron las hojas y se
registré el area foliar utilizando un medidor de area foliar.
Posteriormente, las plantas se separaron en parte aérea y en
raiz y se liofilizaron para obtener los datos de peso seco.

3.3.7.6 Colonizacion micorrizica arbuscular

Para determinar la colonizacion micorrizica las raices se
procesaron siguiendo la técnica de tincidon de Phillips &
Hayman (1970), que permite destacar las estructuras tipicas de
esta asociacidon. Posteriormente se determiné el porcentaje de
colonizacion colocando de forma paralela 20 segmentos de raiz
de un cm de longitud sobre un portaobjetos, se afadid
lactoglicerol sobre las raices y se observaron al microscopio
Optico a 10x, recorriéndolas horizontalmente en los extremos y
en parte media de los segmentos de raices. En total se
observaron 60 campos por cada preparacién en los que se
registro la presencia-ausencia de estructuras micorrizicas. El
calculo del porcentaje de colonizacion micorrizica se obtuvo a
través de la férmula:

Numero de campos colonizados
% Colonizacién = X 100

Numero total de campos observados

3.3.8 Analisis estadisticos

La comparacién de datos se hizo con el programa
STATGRAPHICS PLUS 4.1, aplicando un ANOVA trifactorial.
Cuando la interaccion de los factores tuvo diferencias
estadisticamente significativas, se utilizé la prueba de Tukey al
95% de confianza para determinar que tratamientos eran
diferentes. Cuando la interaccion de los tres factores no fue
estadisticamente significativa no se aplicé la prueba de Tukey y
por tanto, en los cuadros y las figuras no se asignan letras a los
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Cuadro 3.3. Efecto de la micorriza arbuscular en el potencial hidrico (¥),
el potencial osmético (W,) y la turgencia (T) de hojas de papaya Maradol

Semana 2 Semana 4 Semana 8

Tratamientos® v v, T v v, T A ¥, T

(MPa)  (MPa) (MPa) (MPa)  (MPa) (MPa) (MPa) (MPa) (MPa)
+Mic+P+A -0.88 -1.18 0.20 -0.83 -1.20 0.38 -1.01 -175 073
~-Mic+P+A -0.65 -0.99 034 -1.04 -1.80 042 095 -1.44 0.49
+Mic~P+A -1.51 -1.86 0.35 -0.92 -1.60 0.66 -0.93 -1.54 0.61
-Mic-P+A -0.83 -1.12 0.31 -0.91 -1.88 097 -0.92 -1.54 0.62
+Mic+P-A -0.73 -1.00 0.28 -1.30 -1.74 044 -109 -1.69 0.61
~Mic+P-A -0.81 -1.15 0.25 -1.04 -1.58 0.53 -0.89 -1.43 0.54
+Mic-P-A -0.77 -1.09 0.32 -1.14 -1.72 0.58 -1.01 -1.66 065
~-Mic-P-A -0.71 -1.07 0.28 -1.00 -1.51 0.51 -1.26 -1.77 0.50
Significancia de los factores:
A. Micorriza 0.21 0.08 0.81 0.53 0.34 0.29 0.96 0.17 0.22
B. Agua 0.24 0.06 0.61 0.08 0.21 0.17 0.08 0.14 0.99
C. Fésforo 0.20 0.07 0.25 0.89 0.68 0.85 0.69 0.94 0.69
Interacciones:
AB 0.02 0.04 0.31 0.01 0.25 0.13 0.51 0.26 0.63
AC 0.42 0.18 0.26 0.58 0.09 0.04 0.12 0.18 0.97
BC 0.19 0.09 0.70 061 0.32 0.06 0.16 0.22 0.99
ABC 0.67 0.41 0.31 027 0.66 0.25 0.16 0.83 0.38

@ Ver Cuadro 3.1.n=3.

3.4.2 Contenido relativo de agua (CRA)

La contribucién de los factores evaluados sobre el CRA fue
estadisticamente significativa en las semanas cuatro y seis del
experimento (ANOVA P< 0.05). En la figura 3.1 se muestra
que en la cuarta semana los tratamientos con mayor CRA
fueron aquellos que tuvieron el aporte de la solucion nutritiva
con mayor disponibilidad de Pi, independientemente de su
estado micorrizico y de la disponibilidad de agua. En la sexta
semana, la diferencia de los valores de CRA entre los
tratamientos disminuyd (Figura 3.1) pero los tratamientos con
mayor disponibilidad de Pi se mantuvieron por arriba de
aquellos con menor disponibilidad de Pi en la solucién nutritiva.
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con menor gs fueron las que tuvieron los tratamientos
+Mic+P-A y —Mic+P-A, (Tukey o = 0.05) (Figura 3.2).

14

+Mic+P+A
+Mic-P+A
+Mic+P-A
+Mic-P-A
-Mic+P+A
-Mic-P+A
-Mic+P-A
-Mic-P-A
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$2 54 S6
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Figura 3.2. Conductancia estomatica (g en hojas de
papaya Maradol micorrizada (simbolos vacios) o sin
micorrizar (simbolos rellenos). Valores con la misma
letra en cada tiempo de muestreo no tienen diferencia
estadisticamente significativa (Tukey p < 0.05). Cada
valor es el promedio de 5 repeticiones t la D.E.

3.4 .4 Fluorescencia de clorofila

La contribucién de la interaccion de los tres factores en la
fluorescencia de la clorofila no fue estadisticamente
significativa (P £ 0.05) bajo las condiciones de este trabajo. Sin
embargo, el ANOVA indicd una interaccion significativa entre la
micorriza y el agua y entre la micorriza y el fosforo en las
semanas cuatro y seis. De estas interacciones, la de la
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experimento (Cuadro 3.4). El tratamiento que en la segunda
semana promovié mas PS tanto en parte aérea como en la raiz
y, por tanto, en el PS total de papaya Maradol fue +Mic+P-A en
tanto que las plantas con el tratamiento —Mic+P+A tuvieron el
menor PS (Cuadro 3.4). En la cuarta semana la interaccion de
los factores influyd en el PS de las raices y el PS total pero no
en el de los tallos. El tratamiento que produjo el mayor PS de
raiz y PS total fue ~Mic+P+A, en tanto que el menor PS de raiz
y total se determind nuevamente para las plantas del
tratamiento —Mic-P+A (Tukey o < 0.05) (Cuadro 3.4). En
semana seis solo la interaccion de la disponibilidad de agua
con la disponibilidad de Pi en la SH fue significativa para el PS
de tallo, raiz y total (cuadro 3.4), por lo que los tratamientos con
+Mic+P+A y ~Mic+P+A promovieron mayor peso seco en las
plantas (cuadro 3.4).

Con respecto al area foliar desarrollada por la papaya Maradol,
la interaccion de los tres factores evaluados, estadisticamente
no fue significativa (P = 0.05). El area foliar desarrollada fue
significativamente afectada por la interaccidn de los factores
agua y fésforo en las semanas cuatro y seis, ademas de la
interaccion entre la micorriza y el fosforo en la sexta semana.
Las plantas con mayor disponibilidad de fésforo en la SH, se
separaron claramente de las que tuvieron menor disponibilidad
(Figura 3.4). El tratamiento que produjo la mayor area foliar
durante el experimento fue —-Mic+P+A, en tanto que el menor
desarrollo se encontré en plantas con el tratamiento —Mic-P+A,
con diferencia estadisticamente significativa (Tukey, o < 0.05).
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Figura 3.4. Area foliar de papaya Maradol micorrizada
(simbolos vacios) o sin micorriza (simbolos llenos).
Valores con la misma letra en cada tiempo no tienen
diferencia estadisticamente significativa (Tukey p <
0.05). Cada valor es el promedio de 5 repeticiones t la
D.E.

3.4.6. Colonizacién micorrizica

No se encontré colonizacién micorrizica en las plantas que no
fueron inoculadas con HMA. La contribucién de la interaccion
de los factores fosforo-agua sobre la intensidad de
colonizacion, fue estadisticamente significativa en las semanas
dos y seis (ANOVA, P < 0.05). La colonizacion micorrizica
arbuscular fue afectada positivamente por la menor
disponibilidad de Pi en la SH, en la segunda y sexta semanas
del experimento. Las plantas tratadas con —-P+A presentaron
los porcentajes de colonizacion mas altos, con diferencia
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aspectos como el crecimiento de la parte aérea (Marler &
Mickelbart, 1998).

Desde hace algunos afios se ha trabajado para conocer si la
MA afecta la capacidad fisioldgica de las plantas para mantener
los niveles adecuados de g, transpiracion, asimilacién de CO,,
CRA, etc., cuando se encuentran sometidas a estrés por déficit
hidrico. Si bien se ha encontrado un efecto benéfico (Ruiz-
Lozano et al.,, 1995), también se ha reportado que la micorriza
no modifica estas funciones en las plantas (Syvertsen &
Graham, 1990).

Entre los trabajos que apoyan la tesis de un efecto benéfico de
la micorriza en plantas bajo estrés por deficiencia hidrica, se ha
reportado que la micorriza arbuscular favorece el potencial
hidrico de su hospedante, propiciando un mejor ajuste
osmético en Citrus tangerinus (Wu & Xia, 2006) y en Ocimum
basilicum, aunque en el segundo caso no se evidencié que tal
ajuste promoviera mayor resistencia a la sequia (Kubikova et
al., 2001). Los resultados de este trabajo difieren con los
anteriores reportes ya que, exceptuando al Wn en la segunda
semana del experimento, las relaciones hidricas de las plantas
micorrizadas no mostraron diferencias significativas con
respecto a lo observado para plantas no micorrizadas,
independientemente de la frecuencia y cantidad de agua
recibida en cada uno de los tratamientos.

Los estomas por su parte ocupan una posicion central entre el
control de la pérdida de agua, y el intercambio gaseoso en las
plantas (Jones, 1998). La reduccion del estatus hidrico en las
hojas estda asociado con el cierre de estomas, con la
consecuente disminucion de la g,. Referente al efecto de la
micorriza sobre la g, por un lado se ha reportado que en frijol
al inducir estrés osmético durante un periodo corto, la micorriza
mejord la capacidad para mantener la gs en niveles mas altos
que los observados en plantas sin micorriza (Augé et al., 1992),
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varias especies, se toman como indicio de que los centros de
reaccion no han sido dafados permanentemente bajo las
condiciones de deficiencia hidrica en papaya (Krause & Weis,
1991). En especies perennes bajo condiciones de sequia hay
una disminucion de fotosintesis asociada con una disminucién
de la eficiencia fotoquimica del FII, (Fu/Fy), la cual es mayor
durante las horas mas célidas del dia. La fluorescencia de
clorofila en hojas de papaya Maradol, manifestada a través de
la Fy/Fm, mostro variabilidad entre los tratamientos y a través
del tiempo, de forma que en la sexta semana del experimento
los valores mas bajos (<0.7) correspondieron con plantas con
menor disponibilidad de Pi y de agua, en tanto que las plantas
con mayor disponibilidad de Pi tuvieron los valores mas altos (>
0.8), independientemente de su condicién micorrizica. Para la
variedad de papaya Red Lady se reportaron valores de Fy/Fy
de 0.84 — 0.85 antes del amanecer y durante la noche; sin
embargo, a la hora en que se tomaron los datos para Maradol,
alrededor de las 14:00, los valores descendieron a 0.79 — 0.70
(Marler & Mickelbart, 1998), sugiriendo una mejor adaptacion
de Maradol a situaciones de estrés. Los datos derivados de
este trabajo sugieren que de los factores evaluados, la
disponibilidad de fésforo fue el factor de mayor importancia
para mantener la eficiencia fotoquimica de papaya Maradol. Un
aspecto importante a destacar es que a diferencia del trabajo
realizado en campo con la variedad Red Lady, Maradol fue
trabajada en contenedores y bajo condiciones de invernadero,
lo cual, sin duda, es un factor de variacién en los resultados
reportados entre ambas variedades.

En cuanto al crecimiento de papaya Maradol, obteniéndose
mayor peso en la parte aérea que en las raices. Al final del
experimento, se registré el mayor peso seco en los
tratamientos que tuvieron mayor disponibilidad de Pi,
encontrandose una correspondencia con los valores mas altos
de gs y CRA, ademas de valores de fluorescencia que indican
que el F/l no fue dafiado. Bajo las condiciones de este trabajo,
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cuando se manejen fertilizaciones similares entre los
tratamientos. En este sentido, es posible que al ser plantas
jovenes, el estrés al que papaya Maradol fue sometida no fue
tan severo como para observar diferencias entre los
tratamientos ni para detectar efecto alguno de la micorriza
arbuscular, por lo que seria necesario probar otras formas de
induccion de estrés por falta de agua, periodos de duracién,
edad de plantas, etc., para determinar el papel real de la
micorriza en un sistema altamente tecnificado como lo es el
cultivo de papaya Maradol. Por otra parte, aunque por si misma
la micorriza parece no haber influido de forma importante, su
interaccién con otros factores puede resultar benéfica para que
las plantas enfrenten la deficiencia hidrica.

En cuanto a la colonizacién micorrizica, se tienen reportes que
refieren que bajo condiciones de estrés por deficiencia de agua
se estimula la colonizacién micorrizica en plantas de interés
agricola como el trigo (Al-Karaki et al., 2004) y horticola como
Rosa hybrida (Augé & Stodola, 1990). En este trabajo, la
disponibilidad de agua no parece haber afectado los
porcentajes de colonizacién micorrizica, correspondiendo mas
bien a la disponibilidad de Pi, como en otras variables, el mayor
efecto sobre los resultados, encontrandose el mayor porcentaje
de colonizacion micorrizica arbuscular en las plantas con
menor disponibilidad de Pien la SH.

Finaimente, es importante anotar que pocas veces se realizan
los trabajos para evaluar el papel de la micorriza a nivel de
campo (Al-Karaki et al., 2004), siendo mucho mas frecuente
que se realicen en condiciones de invernadero, ya sea con
plantas micropropagadas (Estrada-Luna & Davies, 2003) o con
plantas producidas a partir de semilla (Augé et al, 1992;
Kubikova et al., 2001). Los resultados obtenidos en invernadero
pueden distar de lo que se obtendria en las condiciones en que
normalmente crecen las plantas.
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than non mycorrhizal plants. The chlorophyll fluorescence
values were significantly higher (P<0.05) in mycorrhizal than in
non-mycorrhizal plants. These results could be associated to an
increased ability to take up phosphorus from the substrate as

mycorrhizal plants had higher phosphorus content than non-
mycorrhizal plants.

A high correlation was found between internal P content and
plant biomass. The lower correlation between phosphorus
content and photosynthesis suggests that some photosynthates
could had been used to maintain the symbiosis.

Key words: Glomus intraradices, plant nutrition, papaya
Maradol

4.2. INTRODUCTION

The scarcity of nutrients is a factor that limits physiological
processes in plants, including photosynthesis, their growth and
development (Ripley et al., 2004). Phosphorus (P) deficiency
normally reduces, the root system development and plant
establishment because it has an important role on cell division,
growth, photosynthesis (Pn), respiration, energy storage and
transfer (Jacob & Lawlor, 1991; Marschner, 1995; Raghothama,
1999). So that, in many agricultural systems it is necessary to

supply P in order to have good productivity (Schachtman et al.,
1998).

When plants grow with nutrient scarcity, some of them are
capable of modifying their root architecture, to exude organic
acids or to establish associations with some beneficial
organisms as strategies to compensate for the low
concentration of nutrient in the substrate. Among the beneficial
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4.3. MATERIALS AND METHODS

4.3.1. Plants, AM fungi and growing conditions

Seeds of papaya Marado! (Carica papaya var. Maradol,
Carisem) were germinated in wet chambers in darkness at
35°C £3°C. After that, they were grown in nurseries for 15-18
days until the plants had three to four leaves. Then, plants were
transplanted into single pots (black nursery bags of 35 x 25
centimeters) which were previously filled with agrolite, a sterile
and inert substrate, chemically stable in neutral and acid pH. At
all times, the experiment was maintained under greenhouse
conditions, with 35°C temperature, 55% relative humidity and a
photosynthetic photon flow density of around 300 ymol m?s™

The inoculants used were two strains of the AM fungi Glomus
intraradices from different origin 1) a commercial strain Endo-
Rhyza (+Mic1), that consists in spores immersed in vermiculite,
2) a non-commercial strain (+Mic2), isolated and propagated at
the Microbiology Department, Postgraduates College,
Montecillo, Mexico, consisting of spores and little segments of
colonized roots in a soil-tezontle mix used as support.

When the plants were transplanted to single pots, each plant
was inoculated with approximately 160 spores of each AM
fungal strain, the non-mycorrhizal and control groups, were
supplied with the same carrier from the non-commercial strain
inoculant, previously sterilized. After that, in order to maintain all
plants with the same pre-treatment supply of Pi in solution and
to stimulate AM colonization, all plants were supplemented with
200 mL of low Pi (0.3 mM) Hoagland solution (HS) (Hoagland
and Arnon, 1950) twice a week and 250 mL of distilled water
once a week for five weeks. At the end of these five weeks the
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analyzer (IRGA) LICOR mode! LI-6200. F\/Fy data were taken
on the same leaves that were used to measure photosynthesis
after they were pre-acclimated to darkness for 30 minutes. A
Plant Efficiency Analyzer (PEA Hansatech Instruments Ltd.
Kings Lynn, UK) was used set at 70% for two seconds.

4.3.4. Phosphorus measurements

Leaves P content measurements were carried out by digesting
the plant material with nitric acid at 80°C (Hoffman et al., 2004).
The measurements were carried out using an optical emission
spectrometer inductively coupled to plasma (OES-ICP), Perkin
Elmer 400, at 253.4 nm.

4.3.5. Arbuscular mycorrhizal colonization

To estimate the AM colonization, the roots were stained with
tripan blue (Phillips and Hayman, 1970). A total of 20 fragments
of stained roots (about 1 cm long) for each treatment were
mounted on slides in lactic acid and examined with an optical
microscope (10x) to ascertain the presence of AM structures.
Colonization percentage was calculated by

Number of colonized segments
% Colonization = X100

Number of total segments viewed

Data are presented as the means of five replicates + standard
deviation (SD) and were analyzed by ANOVA test using the
Statgraphics 4.1 Plus program. Differences between the
treatments were tested using the Tukey test at 95% of
confidence (P<0.05).
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than —Mic plants (Fig 4.3a). Fy/Fu also decreased as the Pi
supply was reduced. However at week 5, Fy/Fn values
remained significantly higher in +Mic plants than in =Mic plants
treated with both 0.3 mM and 0 mM Pi (Fig. 4.4a, b).

4.4.3. Phosphorus content

The foliar P content decreased as the Pi supply was reduced
and again AM was able to attenuate this drop. In the case of
total absence of added Pi through the HS (OmM), +Mic plants
had significantly higher leaf P content than -Mic plants (Fig.
4.5). Also, mycorrhizal plants inoculated with +Mic2 had
significantly higher P content than the —Mic plants at P1 0.6
mM, in fact this treatment was the only one that showed laef P
contents similar to the control plants grown with full HS
containing 1 mM Pi.

4.4.4. Arbuscular Mycorrhizal colonization

No AM colonization was observed in roots of —Mic plants
throughout the fertilization gradient. The higher AM colonization
occurred in +Mic1 without Pi supply (Table 4.1). For both
strains, AM colonization decreased as the Pi supply in HS
increased. Nevertheless, this reduction was lower in AM plants
inoculated with +Mic2, whose AM colonization remained two
and tree times higher (with Pi 0.3 mM and 0.6 mM, respectively)
than those inoculated with +Mic1 (Table 4.1).
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Table 4.1. Arbuscular mycorrhizal colonization (%)
in roots of papaya Maradol plants five weeks after
the AM colonization began

Phosphorus {mM)
Mycorrhizal 0.0 0.3 0.6 1.0*
condition
-Mic 0.0 0.0 0.0 0.0
+Mic 1 82.0aA 16.0aB 10.0aB nc
+Mic 2 76.0aA 37.0bB 32.0Bb Nc

* Total control with Pi 1.0 mM where arbuscular
mycorrhizal colonization was not observed. -Mic =
without mycorrhiza, +Mic1= commercial strain, +Mic2 =
non-commercial strain, nc = not considered. Data are
means t standard deviation (n = 5). Values with the
same small lefter in each Pi concentration or capital
letter in each mycorrhizal treatment had no statistical
difference (Tukey 95%).

4.5. DISCUSSION
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Our results indicate that both strains of G. intraradices were
able to attenuate-the negative effect caused by low Pi supply on
the growth (total DW) of papaya Maradol plants. One possible
explanation for that could be the fact that mycorrhizal papaya
Maradol plants kept more leaves than non mycorrhizal plants
(data not shown) and that surely contributed to the larger shoot
DW. With low Pi supply (0.3 mM) the AM association allowed
that DW and plant height to remain similar to those at plants
grown with higher Pi supply (0.6 mM) or even those at control
plants. In other study models like strawberry (Sharma &






association reduced the damage of Pi stress on the maximum
efficiency of PSHi.

On the other hand, it has been reported that AM colonization
improves Pn in young leaves but this is not necessarily
translated into an increased dry weight (Wright et al., 1998a) as
the gained carbon could be used to maintain the symbiosis in
addition to growth (Wright et al., 1998b). In the present work,
the AM colonization benefit was reduced when papaya Maradol
was fertilized with Pi 0.6 mM. This may be because, as it has
been proposed by Olsson et al. (2002), under conditions of
sufficient P the root reduced the carbon flow to the fungus,
therefore the response of AM association to P sufficient
conditions would depend on the P status of the colonized root.

Our results show that even without supply of added Piin HS (0
mM), papaya Maradol plants associated with the AM fungus G.
intraradices had higher leaf P content than their ~Mic
counterparts. It has been shown that the Pi taken up by AM
fungus G. intraradices is delivered almost totally to the plant,
contributing significantly to the plants P take up capacity from
the soil (Smith et al., 2004).

The higher P content reported in the present work in +Mic
plants compared to those at —Mic plants in the absence of
supplied Pi through the HS (Pi=0 mM), may be explained by the
fact that the mycorrhizal association enabled plants to take up
more Pi from that still present in the substrate from the pre-
treatment Pi supply (see materials and methods).

The P foliar concentrations found in our experiments are in
agreement with other reports (Rao & Terry, 1995). The total P
reported here is on the range of those reported for other plant
species (Ravnskov & Jakobsen, 1995; Cruz-Flores et al., 1998;
Burleigh et al., 2002). The ranges of P content reported through
the literature may be the result of the fact that in every case the
Pi availability of the substrate is different, or because the P
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reduce the impact of the Pi scarcity on these parameters. On
the other hand, it is suggested that the larger dry weight of AM
plants, especially when Pi was not added in HS, was related to
a better efficiency to take up Pi from their substrate. Finally, and
despite the fact that AM association enhanced uptake of Pi and
increased Pn, the lower correlation between them suggests that
some photosynthates could had been used to maintain the
symbiosis.
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mayores a los de las plantas sin micorrizar (Calantziz, 2002,
citado por Correa et al, 2006), En el presente trabajo los
resultados sugieren que la fotosintesis en papaya Maradol fue
estimulada por la micorriza arbuscular en plantas fertilizadas
con solucidon nutritiva con Pi en baja concentracion,
obteniéndose valores estadisticamente semejantes a los de las
plantas micorrizadas con mayor disponibilidad de Pi, y mayores
a los de las plantas sin micorrizar.

La micorriza arbuscular favorecié el crecimiento de la papaya
Maradol, especialmente de aquellas plantas que tuvieron
aporte de Pi en concentraciones menores a la concentracion de
la solucion nutritiva sin modificar. En las plantas que recibieron
SH con las concentraciones de fésforo mas altas tanto la
colonizaciéon micorrizica como el efecto benéfico sobre las
plantas fueron generalmente deprimidos. Los datos obtenidos
confirman que en estas plantas, como en otras plantas tanto de
sistemas naturales como en plantas de sistemas agricolas que
suelen recibir aporte continuos y suficientes para su
crecimiento, la micorriza arbuscular tuvo comportamientos
similares, es decir, que la baja disponibilidad de Pi promovié
generalmente porcentajes altos de colonizacién micorrizica e
indujo un mayor efecto benéfico sobre el crecimiento de las
plantas. Al incrementarse la disponibilidad de Pi, tanto la
intensidad de colonizacién como su efecto sobre las plantas
disminuyeron en funcién del incremento de la disponibilidad de
Pi. Es importante, sin embargo, aclarar que la intensidad de
colonizacién no se correlaciona con el grado de beneficio de la
micorriza.

En este trabajo de investigacion, se comproboé que en términos
de crecimiento hubo un beneficio de la micorriza para papaya
Maradol particularmente notoria ante la baja disponibilidad de
Pi. Aunque siempre por arriba de lo cuantificado para las
plantas sin micorrizacién, el peso seco de las plantas
micorrizadas presentd variaciones de un experimento a otro, lo
cual puede explicarse porque el volumen y frecuencia del
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sustratos que aseguren un efecto minimo en la disponibilidad
de Pi pero que, al mismo tiempo, garanticen que las plantas
estaran efectivamente sometidas a estrés por baja
disponibilidad de agua.

Finalmente y dado que la papaya Maradol es un cultivo de gran
interés agronémico, el traslado de los experimentos a campo
permitiria valorar si la micorrizacion inducida en invernadero es
capaz, por un lado, de mantenerse bajo las condiciones de
cultivo de este frutal y por el otro lado, de brindar a las plantas
un beneficio que se traduzca finalmente en crecimiento y
productividad adecuados.

5.2. CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion se
concluye que:

1. El crecimiento y la fotosintesis en papaya Maradol
fueron fuertemente deprimidas ante el aporte de solucion
nutritiva con baja concentracion de Pi. Sin embargo, su
asociacion con el hongo micorrizégeno Glomus
intraradices, le permitié atenuar el impacto de la escasez
de Pi sobre estas dos variabies.

2. En las plantas micorrizadas y fertilizadas con deficiencia
de Pi se encontré mayor contenido de P en las hojas que
en sus contraparte no micorrizadas, por lo que se
sugiere que el mayor peso seco de las plantas, se
relaciond con el incremento en la eficiencia de las
plantas micorrizadas para tomar el Pi contenido en el
sustrato.
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