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Resumen

Las plantas estan expuestas a multiples factores
de estrés que causan alteraciones en su fisiolo-
gia. Sin embargo, la evidencia sugiere que las
relaciones mutualistas con microorganismos pue-
den ayudar a las plantas a superar los efectos per-
judiciales de algunos factores de estrés abidtico.
El objetivo de esta investigacion fue analizar los
efectos individuales e interactivos de los rayos ul-
travioleta (UV) (280-400 nm) y la simbiosis micorri-
zica arbuscular (MA) en el crecimiento vegetativo
en plantulas de tres especies de arboles pioneros.
Se cultivaron en invernadero plantulas de Popu-
lus deltoides, Betula nigra y Salix nigra usando
un disefo factorial 2 x 2, con dos condiciones de
radiacion UV (con y sin radiacion UV) y dos trata-
mientos MA (inéculo MA vivo o indculo MA previa-
mente autoclavado). Después de tres meses, las
plantas se cosecharon y se registraron crecimien-
to, morfologia y asignacion de biomasa; se evalué
porcentaje de colonizacion MA mediante técnica
de cuadricula. Se encontré que las plantulas ex-
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puestas a la radiacién UV tenian menor peso seco
de la raiz, diametro del tallo, y relacion raiz parte
aérea (R/A), y mayor area foliar especifica (AFE)
y razon de area foliar (RAF) que aquellas plantas
cultivadas en ausencia de radiacion UV. La coloni-
zacion MA no evidenci6 aumento en el crecimien-
to de las plantas. La radiacion ultravioleta redujo el
porcentaje de raiz colonizada por hongos MA en
plantulas de P. deltoides y S. nigra. Se evidencio
gue niveles ambientales de radiacion UV pueden
ejercer un efecto indirecto sobre la micorrizacién
MA en plantulas de arboles pioneros.

Palabras clave: micorrizas arbusculares, estrés
abidtico, Populus deltoides, Betula nigra, Salix ni-
gra, crecimiento vegetativo

Abstract

Plants live in environments where they are exposed
to multiple stress factors that cause alterations in
their normal physiology. However, the evidence su-
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ggests that mutualistic relationships with microbes
can help plants to overcome the detrimental effects
of some abiotic stress factors. The goal of this re-
search was to investigate the individual and interac-
tive effects of solar ultraviolet (UV) radiation (280-
400 nm) and arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis
on vegetative growth in seedlings of three shade
intolerant species. Seedlings of Populus deltoides,
Betula nigra, and Salix nigra were grown in green-
house under a 2 x 2 factorial design, with two UV
radiation conditions (with and without UV radiation)
and two AM treatments (with normal AM inoculum
or with autoclaved inoculum). After three months,
plants were harvested and growth, morphology,
and allocation variables were measured, percenta-
ge of roots colonized by AM fungi was assessed
using the grid line intercept technique. The results
showed that seedlings exposed to UV radiation had
smaller root masses, stem diameters, and root to
shoot ratios; and greater specific leaf areas and leaf
area ratios. Mycorrhizal colonization did not result
in any increase in growth, and in one case the AM
plants were smaller than the non-mycorrhizal con-
trol. Ultraviolet radiation reduced the percentage of
root colonized by AM fungi of P. deltoides and S.
nigra. The results demonstrate that ambient levels
of UV radiation can exert an indirect effect on myco-
rrhizal fungi in the rhizosphere of tree seedlings.

Key-words: arbuscular mycorrhizae, abiotic
stress, Populus deltoides, Betula nigra, Salix ni-
gra, seedling growth, greenhouse experiment.

Resumo
As plantas estdo expostas a multiplas pressoes
que causam alteragbes na sua fisiologia. No en-

Introduccion

Las plantas viven expuestas a multiples factores
de estrés que pueden alterar su fisiologia normal
(Alexieva et al., 2003). Es por esto que las plantas
han desarrollado un conjunto de mecanismos que
les permiten detectar y responder a los diferen-
tes factores de estrés, reduciendo al minimo sus

tanto, as evidéncias sugerem que as relagdes
mutuas com microorganismos pode ajudar as
plantas a superar os efeitos nocivos de alguns
fatores de estresse abidticos. O objetivo desta
pesquisa foi analisar os efeitos individuais € in-
teractivos de radiacdo ultravioleta (UV) (280-400
nm) e simbiose micorrizicos arbusculares (MA)
sobre o crescimento vegetativo em mudas de trés
espécies de arvores pioneiras. Foram cultivadas
em casa de vegetacado, as plantulas de Populus
deltoides, Betula nigra e Salix nigra, utilizando
um delineamento experimental fatorial 2 x 2, com
duas condi¢des de radiagdo UV (com e sem ra-
diacédo UV) e dois tratamentos MA (inéculo MA
vivo ou inéculo MA previamente autoclavado). De-
pois de trés meses, as plantas foram colhidas e
registrou-se o crescimento, morfologia e alocagéo
de biomassa. Foi avaliada, a percentagem de co-
lonizagéo da MA, pela técnica de grade. Verificou-
se que as plantulas expostas a radiacao UV apre-
sentaram menor peso seco da raiz, diametro do
caule, raizes e parte aérea relagao (R/ A), e maior
area foliar especifica (SLA) e razédo de area foliar
(RAF), que aquelas plantas cultivadas na ausén-
cia de radiagdo UV. A colonizagdo MA ndo mos-
trou nenhum aumento no crescimento das plan-
tas. A radiacéo ultravioleta reduziu a porcentagem
de fungos de raizes colonizadas por MA em pléan-
tulas de P. deltdides e S. nigra. Foi demonstrado
gue os niveis ambientais de radiagédo UV podem
ter um efeito indireto sobre a micorrizacado MA em
plantulas de arvores pioneiras.

Palavras-chave: fungos micorrizicos arbuscula-
res, estresse abidtico, Populus deltoides, Betula
nigra, Salix nigra, crescimento vegetativo

efectos negativos (Atkinson & Urwin, 2012). Ade-
mas de los mecanismos de proteccion contra el
estrés, las relaciones mutualistas con microorga-
nismos de la rizosfera, como bacterias y hongos
simbiodticos, pueden ayudar a las plantas supe-
rar los efectos perjudiciales de algunos factores
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de estrés abiotico (Grover et al., 2010). Dado que
es muy probable que debido al cambio climatico
en el futuro se dé un aumento en el nimero y la
intensidad de eventos ambientales extremos (Li-
chtenthaler 1996, Alexieva et al., 2001, Dukhovs-
kis et al., 2003), es importante estudiar el efecto de
los factores de estrés abidtico en las interacciones
simbidticas en las plantas.

La radiacién ultravioleta (UV) es un factor de es-
trés abiotico importante y generalizado para las
plantas (Singh et al., 2006). El espectro electro-
magnético de la radiacién UV se divide para fines
practicos en tres bandas de frecuencia: radiacion
UV-C (200-280 nm), radiacién UV-B (280-315 nm)
y radiacién UV-A (315-400 nm). La radiacion UV-C
es la mas energética, pero es completamente ab-
sorbida por la atmésfera superior y no llega a la su-
perficie de la Tierra. Tanto la radiacién UV-B como
la radiaciéon UV-A penetran en la troposfera, sin
embargo, la mayor parte de la radiacion UV-B es
absorbida por el ozono estratosférico (Frederick,
1993). El estudio de los efectos de la radiacion
UV en los ecosistemas se vio estimulado debido
a la preocupacion por la disminucion en la capa
de ozono causada por la descarga antropogénica
de los clorofluorocarbonos (CFC) y el consiguien-
te aumento de la radiacion UV-B a nivel del suelo
(Frederick, 1993). Por esa razén, la comprension
de los efectos ecofisioldgicos de la radiacion ul-
travioleta en los ecosistemas se ha centrado en
la irradiancia UV-B por encima de los niveles am-
bientales actuales (Phoenix et al., 2003). Sin em-
bargo, la intensidad de la radiacion UV que llega a
la superficie de la tierra se ve afectada no sélo por
la columna de ozono, sino también por otros fac-
tores como el angulo solar, la elevacion, la nubosi-
dad, y la contaminacioén de la troposfera por mate-
riales particulados (Pablo & Gwynn-Jones, 2003).
Asi, futuras variaciones en los niveles de radiacién
UV resultado de cambios en el clima pueden te-
ner mayor impacto en los ecosistemas terrestres
que los cambios debidos al agotamiento del ozono
estratosférico (Ballare et al. 2011). Los resultados
de las investigaciones sobre los efectos del au-
mento de la radiacion UV-B en plantulas muestran

cambios en la morfologia de éstas como lo son
reduccion de la altura, diametro, biomasa y area
foliar. Estas respuestas se pueden atribuir a: (i)
cambios en el metabolismo de hormonas, especi-
ficamente auxinas, que estan implicadas en dife-
rentes procesos de desarrollo (Huang et al., 1997;
Jansen, 2002), (i) cambio en la asignacion de
carbono hacia la produccion en las hojas de com-
puestos fotoprotectores tales como flavonoides y
acidos fendlicos (Schumaker et al., 1997; Warren
et al., 2003; Kotilainen et al., 2008; Morales et al.,
2010.); y (iii) cambios en la expansion de las ho-
jas como resultado del aumento en la actividad de
las peroxidasas de la pared celular (Tegelberg et
al., 2001; Wargent et al., 2009;. Robson & Aphalo,
2012). Igualmente, la radiacién UV-B puede danar
directamente el complejo proteico del fotosistema
I, lo que resulta en una reduccion de la tasa de
fotosintesis neta (Hideg et al., 1993). Menos co-
nocidos son los efectos de la radiacion UV-A, que
también provoca efectos bioldgicos significativos.

Los estudios de suplementacion de radiacion UV-B
mediante lamparas han sido muy utiles para develar
los efectos de este tipo de radiacion en las plantas,
estos estudios debe ser complementados con expe-
rimentos de exclusién de radiacion UV mediante fil-
tros de plastico. Los estudios de exclusion permiten
la identificacion de los efectos de los niveles ambien-
tales de UV en las plantas (Sullivan 2005; Amudha
et al., 2005). Por otra parte, existe una creciente evi-
dencia de que la radiacion UV-A también provoca
respuestas en las plantas que a veces son opuestas
a aquellas provocadas por la radiacion UV-B, un fe-
némeno que podria ser el resultado de los diferentes
fotorreceptores que median las respuestas las radia-
ciones UV-B y UV-A (Ryel et al., 2010). Por lo tanto,
es de esperar que la exclusiéon de los dos tipos de
radiacion ultravioleta produzca resultados diferentes
a los de la exclusion de un solo tipo. Por ejemplo, Ko-
tilainen et al. (2008) informan de un experimento en
campo con arboles de Alnus incana y Betula pub-
escens en el que la concentracion de compuestos
fendlicos en las hojas variaba de manera diferente
en respuesta a la exclusion de la radiacion UV-B, o

de la exclusion de la radiacion UV-A/UV-BV.
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La simbiosis micorrizica es probablemente la aso-
ciacion mutualista mas extendida entre plantas y
hongos con mas de 90% de todas las especies
de plantas presentando algun tipo de asociacion
con hongos micorrizicos (Aerts, 2002). La simbio-
sis micorrizica arbuscular (HMA) es el tipo mas
comun; en la simbiosis HMA los hongos penetran
en las células corticales y forman grupos de hifas
finamente divididos conocido como arbusculos,
también forman vesiculas dentro y fuera de las
células corticales (Turk et al., 2006). Los resulta-
dos de multiples investigaciones indican que los
hongos micorrizicos pueden ayudar a las plantas
a hacer frente a diferentes tipos de estrés, esto
a través de la promocion del crecimiento de la
planta y a la resistencia inducida a enfermedades
(Pineda et al., 2010). Por ejemplo, las micorrizas
pueden estimular el crecimiento de plantas me-
diante la mejora de la absorcion de nutrientes, es-
pecialmente fésforo (Smith et al., 2011). Del mismo
modo, las micorrizas pueden mejorar la capacidad
de absorcion de agua de las plantas al aumentar
la conductividad hidraulica de la raiz, mejorando
asi la capacidad de las plantas para resistir la
sequia (Turk et al 2006; Ruiz-Lozano 2003). Ade-
mas, los hongos micorrizicos pueden proporcio-
nar proteccion contra ciertas enfermedades de la
raiz (Jeffries et al., 2003).

Es interesante que muchos estudios muestran que
la radiacion UV-B puede afectar de manera negati-
va la colonizacion de raices por parte de HMA (Kli-
ronomos, 1995; Van de Staaij et al., 2001; Zaller et
al., 2002). Este efecto indirecto de la radiacion UV
sobre la colonizacion HMA se puede atribuir a cam-
bios inducidos por la radiacion UV en el equilibrio
de fitohormonas en la planta huésped, ya que la
evidencia indica que la colonizacion de micorrizas
puede ser en parte regulada desde el lado de la
planta por la accion de fitohormonas (Hause et al.,
2007). Por ejemplo, el acido abscisico (ABA) contri-
buye a la susceptibilidad del tomate a la infeccion
por HMA y parece jugar un papel importante en el
desarrollo de los arbusculos (Herrera-Medina et
al., 2007). Del mismo modo, auxinas tales como
el acido indolacético (IAA) pueden estimular la

colonizacion HMA de las raices al incrementar el
numero de raices finas durante las fases tempra-
nas de crecimiento (Hause et al., 2007). Los estu-
dios mencionados anteriormente han dado alguna
informacion sobre el efecto de la radiacion UV-B en
la simbiosis micorrizica. Sin embargo, todavia hay
un conocimiento limitado sobre el efecto que tienen
los niveles ambientales de la radiacién UV sobre la
simbiosis micorrizica.

El objetivo de esta investigacion fue analizar los
efectos individuales e interactivos de la radiacion
UV vy la colonizacion HMA en el crecimiento ve-
getativo de plantulas de Populus deltoides, Salix
nigra, y Betula nigra, tres especies de arboles que
no toleran crecer bajo la sombra. Estas especies
fueron elegidas porque son de rapido crecimien-
to, estan adaptados a altos niveles de radiacion
UV, y pueden tener una mayor respuesta a las
micorrizas que las especies tolerantes a la som-
bra (Siqueira et al., 1998; Zangaro et al., 2005).
Se plantearon cuatro hipétesis: (1) la exclusién de
radiacion UV alterara el crecimiento, la morfolo-
gia y la distribucién de biomasa en plantulas de P.
deltoides, B. nigra, y S. nigra, (2) la colonizacion
HMA tendra un efecto positivo en el crecimiento
de las plantulas, (3) la exclusion de la radiacién
UV aumentara el porcentaje de colonizacion de
raices por HMA, y (4) habra una interaccion signi-
ficativa entre la radiacion UV y la colonizacién de
micorrizas, de forma tal que la colonizacién MA
evitara, al menos en parte, los efectos perjudicia-
les de la radiacion UV.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Las especies de arboles evaluadas en este estudio
se encuentran comunmente en habitats abiertos a
lo largo de las riberas de los rios en la parte orien-
tal de los Estados Unidos (Jurgensen et al., 1996).
Populus deltoides Bartram. ex Marshall (Salicacea)
€s una especie pionera que ha sido objeto de inten-
sa investigacion para su uso en las industrias de la
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madera y la pulpa de papel, y como posible cultivo
energético forestal (Bradshaw et al. 2000). Salix ni-
gra Marshall (Salicaceas) es una especie pionera
comun en los margenes de los rios y pantanos, es
la Unica de cerca de 90 especies de sauces nativos
de América del Norte con importancia comercial
(Burns & Honkala, 1990). Betula nigra L. (Betula-
ceae) es una especie de crecimiento rapido que
crece en las tierras bajas a lo largo de las riberas
y zonas humedas en el este de América del Norte
(Coyle & Bolita, 1982).

Disefio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en los in-
vernaderos de la Universidad Estatal de lowa, en
Ames, lowa, EE.UU. Se recogieron semillas de P.
deltoides, S. nigra y B. nigra en diferentes locali-
dades en Ames (42 ° 02’05 “N 93 ° 37’12” W, 287
m de altitud). Veinte (20) semillas de cada espe-
cie se sembraron en macetas en forma de cono
(Ray Leasch Cono-contenedores: volumen 0,15 L,
205 mm de longitud, 40 mm de diametro superior;
Stuewe and Sons, Corvallis, Oregon, EE.UU.) que
contenian una mezcla 1:1 de arena y suelo, con un
pH 6.7 (en agua) previamente esterilizada en un
autoclave durante 90 min. Dos semanas después
de la germinacion se ralearon todos los contene-
dores y se dej6é una sola plantula con un tamano
que oscilaba de 1,5 a 1,7 cm. El disefio experi-
mental consistié en un modelo factorial, con dos
niveles de radiacion UV (con y sin radiacion UV)
y dos condiciones MA (inoculo MA esterilizado e
inoculo MA vivo).

Condiciones de crecimiento

Debido a la atenuacién parcial de la radiacion UV
producida por el vidrio del invernadero se hizo
necesario el uso de radiacién UV suplementaria
proporcionada por lamparas fluorescentes. La ra-
diacién suplementaria se suministrd diariamente
por un periodo de 10 horas utilizando lamparas
fluorescentes UV-A340Q-Panel (emiten radiacion
de 365 nm a 295 nm con un pico de emision en
340nm, Q-Panel, Cleveland, Ohio EE.UU.). Las

lamparas estaban suspendidas 10 cm por encima
de marcos de PVC de 6 m “ 0,9 m, los cuales es-
taban cubiertos con plastico de diacetato de celu-
losa, este plastico permite el paso de la radiacion
UV-A/B. Para el tratamiento de exclusion de ra-
diacion UV (-UV), los contenedores se colocaron
al interior de marcos de PVC similares a los arriba
descritos pero en lugar de diacetato de celulosa
se us6 poliéster el cual no permite el paso de la
radiacion UV-A/B. La radiacion UV-A/B se regis-
tr6 con un medidor de radiacion ultravioleta Solar-
meter®, modelo 5.7 UVA + B Sensitive microvatio
Version (Solartech, Inc., Harrison Township, Michi-
gan, EE.UU.), a la altura del dosel a mediodia cada
dos semanas durante el transcurso de cada expe-
rimento. La densidad de flujo de fotones fotosinté-
ticos (PPFD, 400-700nm) se tomd a mediodia al
interior de los marcos de PVC con un cuantometro
Field Scout Quantum Meter® (Spectrum Techno-
logies Inc., de Plainfield, lllinois, EE.UU.). Para mi-
nimizar los efectos de la variacion microambiental,
las posiciones de las plantas dentro de los marcos
de PVC y dentro de cada invernadero se rotaron
a diario.

Inoculacion micorrizica

La infeccion micorrizica fue establecida median-
te la adicion de 6 g de SYMBIVIT® endomicorri-
za (Symbiom, Lanskroun, Republica Checa), este
indculo contiene una mezcla de fragmentos raices
colonizadas, micelios y esporas de Glomus mos-
seae, G. microagregatum, G. claroideum, G. intra-
radices, G . entunicatum, y G. geosporum. Estas
especies de HMA usualmente son compatibles
con las especies de plantas evaluadas. Las plan-
tulas del control recibieron la misma cantidad de
SYMBIVIT® previamente esterilizado en autoclave
(121 °C por 30 min).

Analisis de crecimiento

El numero de hojas y la altura de las plantas se
midieron cadal5 dias. Las plantas se cosecharon
después de tres meses, en el momento de la co-
secha se midi6 el diametro del tallo por encima




Revista de Investigacion Agraria y Ambiental — Volumen 6 Numero 1 — enero-junio de 2015 — ISSN 2145-6097

del cuello de la raiz, cada plantula fue dividida en
hojas, tallo y raices. Las hojas fueron escaneadas
y el area foliar se determind utilizando el software
Compu Eye, Leaf & software Area® (Bakr, 2005).

Las muestras se secaron a 70°C durante 48 ho-
ras, luego se pesaron y se calcularon diferentes
parametros de crecimiento para cada una de las
plantas (Tabla 1).

Tabla 1. Pardmetros de crecimiento, morfologia, y asignacion de biomasa evaluados,
abreviaturas utilizadas y las unidades en que estos se expresan.

Abreviatura Significado Unidades
A Altura cm

NH Numero de hojas Sin unidades
AF Area foliar cm?

DT Diametro del tallo mm

PSH Peso seco de hojas G

PSA Peso seco aéreo G

PSR Peso seco de raiz G

PST Peso seco total G

R/A Relacioén peso seco aéreo/raiz (PSR / PSA) g.g"

AFE Area foliar especifica (AF/PSH) cm2.g’

RAF Relacion de area foliar (AF/PST) cm2.g”’

Determinacion del porcentaje de colonizacion
de las raices

Durante la cosecha se tomo una muestra de la raiz
(1-2 g) de cada plantula para hacer la cuantifica-
cién de la colonizacion micorrizica. Las muestras
de raices se aclararon en una solucion de KOH
al 10%, se acidificaron en HCI al 1%, y se tifieron
con azul de tripano (0,05%) en glicerol acido (Ro-
bertson et al., 1999). Posteriormente, las muestras
se almacenaron en una solucioén 1: 1: 1 de agua,
glicerina y acido lactico, hasta que fueron exami-
nadas. En el momento del examen cada muestra
se esparcidé en la base de una caja de Petri (8,5
cm diametro) que tenia una cuadricula inscrita,
y se observd con un microscopio de diseccion.
Cada interseccién entre una linea de la cuadri-
cula y una raiz se clasific6 como micorrizica (en
caso de haber presencia de estructuras fungicas)

0 no micorrizica, todas las intersecciones fueron
registradas. A continuacion, la muestra fue re-
distribuida y el proceso se repitiéo dos veces para
tener un total de tres conteos. El porcentaje de co-
lonizacion HMA se calculé como la relacién entre
el numero de intersecciones con presencia de es-
tructura HMA y el numero total de intersecciones
multiplicado por 100 (Brundrett et al., 1996).

Analisis estadistico

El programa R-2.15.1 se utiliz6 para realizar el ana-
lisis estadistico, el nivel de significancia se fij6 en
0,05. Con el fin de reducir el numero de pruebas
realizadas dado el gran numero de variables regis-
tradas y puesto que los tamafios de las muestras
eran pequefos en relacién con el numero de va-
riables, se utilizd un andlisis de varianza multiva-
riado permutacional (PERMANQOVA) para identifi-
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car los efectos significativos de la exclusion de la
radiacion UV, el inéculo MA, y sus interacciones.
Se realizaron pruebas de ANOVA permutacional
(Manly, 2007) para ayudar a determinar las varia-
bles que contribuyeron a las diferencias significa-
tivas observadas en el analisis multivariado. Se
empled la prueba HSD de Tukey para probar las
diferencias entre las medias. Los porcentajes de
colonizacion de la raiz se transformaron para lo-
grar la normalidad y cumplir con los supuestos de
los andlisis estadisticos paramétricos. Las varia-
bles de crecimiento, morfologia y asignacion de
biomasa, evaluadas se describen en la Tabla 1.
Igualmente, se realizé un meta-analisis utilizando
el software MetaWin 2 (Rosenberg et al., 1999),
con el objetivo de identificar los efectos globales
de la radiacién UV vy la colonizacion MA en los
tres experimentos.

Resultados
Condiciones ambientales

Los experimentos con P. deltoides y S. nigra se
realizaron entre marzo y mayo de 2013. Durante
ese periodo de tiempo la temperatura media del
aire fue de 25,6 £ 0,5 ° C (min. 17,5 ° C, max. 41 °
C) y la humedad relativa promedio fue 51,2 + 1,7%
(min. 21%, max. 91%). La PPFD medida al inte-
rior del marco de PVC cubierto con diacetato de
celulosa a mediodia y bajo condiciones de cielo
despejado fue en promedio 1325 = 78 mpy mol m
s' (min. 649 mu mol m2 s, max. 1741 mpy mol
m2 s-1). La radiacion UV-A/B al mediodia fue en
promedio 15 + 0,7 W m2 (min. 6 W m-2, max. 32 W
m2). La PPFD al interior del marco de PVC cubier-
to con poliéster fue 7% mayor que la registrada
al interior del marco cubierto de celulosa, el pro-
medio fue de 1438 = 117 mpy mol m2 s (min.585
mp mol m2 s, max. 1900 my mol m2s™) y la irra-
diancia UV-A/B fue de 0 W m. El experimento
con B. nigra se realiz6 entre abril y junio de 2013.
Durante el experimento, la temperatura media del
aire fue de 26,2 ° C £ 0,4 ° C (min. 17,4 ° C, max.
41,8 ° C) y la humedad relativa promedio fue de 52

+ 0,6% (min. 21%, max. 91%). La PPFD medida al
interior de la cubierta de diacetato de celulosa fue
de 1346 + 60 mpu mol m2 s (min.649 my mol m
s, maximo 1.800 mol m2 s y la radiacion UV-A
/ B promedio fue de 15 + 0,6 W m2 (min. 7 W m2,
max. 32 W m-2). La PPFD al interior de la pelicula
de poliéster fue de 1447 mu mol m2 s + 80, (min.
649 mp mol m2 s, max. 1.998 mol m2 s) esto
es un 7% mas alto que la registrada en el interior
del marco recubierto con diacetato de celulosa; la
radiacion UV-A/B fue de 0 W m=2,

Mediciones de crecimiento

Los resultados del PERMANOVA para cada uno
de los tres experimentos mostraron que el con-
junto de variables dependientes (Tabla 1) no
se vio afectado significativamente por el inécu-
lo MA. Sin embargo, fueron significativamente
afectados por la radiacion UV (P. deltoides F
=23.72,P <0,01; S. nigra F, ,,= 14.81, P < 0,01;
y B. nigra F, = 9.51, P < 0,01). En comparacion
con las plantulas cultivadas en presencia de
radiacion UV, las plantulas de P. deltoides que
crecieron en su ausencia tuvieron menor area
foliar, area foliar especifica (AFE), y razén de
area foliar (RAF) (Figura 1, Tabla 2). El AFE es
una medida del grosor de la hoja y / o la densi-
dad del tejido foliar (bajo SLA indica hojas grue-
sas o densas); la RAF es una medida de la su-
perficie fotosintética con relacion a la masa total
de la planta. Los analisis de varianza no detec-
taron efectos interactivos entre la radiacion UV
y el inoculo MA para ninguna de las variables
en ninguna de los tres especies (Tabla 2). Las
plantulas de S. nigra, cultivadas sin radiacién
UV tuvieron tallos mas largos y gruesos, y ma-
yor peso seco de raices y peso seco total que
aquellas plantulas cultivadas en presencia de la
radiacion UV (Figura 1, Tabla 2). La exclusién de
la radiacion UV también resulto en mayor AFE y
RAF (Figura 1, Tabla 2). En comparacion con las
plantulas cultivadas con radiacion UV, las plan-
tulas de B. nigra cultivados en el tratamiento de
exclusion UV tenian significativamente menor

2,60

AFE y RAF (Figura 1, Tabla 2).
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Colonizacion de las raices

Todas las plantulas de P. deltoides, B. nigra'y S. ni-
gra inoculadas con inoculo vivo presentaron estruc-
turas MA al interior de las raices, aquellas inoculadas
con indculo esterilizado no presentaron evidencia de
colonizacion MA. Los resultados del ANOVA mostra-
ron que, para las plantulas de P. deltoides, el indculo
MA resultd en tallos mas cortos y de menor diametro

3 P. deltoides 25

S. nigra 25

de (P <0,004, Tabla 2). No hubo correlacion signifi-
cativa entre el porcentaje de colonizacién y la altura
(R = -0,27, n = 30, p = 0,15). Curiosamente, hubo
diferencia significativa en el peso seco total entre
plantulas de P. deltoides inoculadas y no inoculadas
cuando crecieron sin radiacion UV, pero no hubo di-
ferencias en el peso seco total entre las dos condi-
ciones MA cuando las plantulas crecieron expuestas
a la radiacion UV (Figura 1).

B. nigra

- .MA

*
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Figura 1. Efectos de la radiacion ultravioleta y la colonizacién micorrizica en la altura, PST, AFE y RAF de
P. deltoides, B. nigra 'y S. nigra plantulas. Cada valor es la media + ES. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (P <0,004, test post-ANOVA Tukey).

Los resultados de ANOVA (Tabla 2) mostraron
que, para las plantulas de S. nigra, la inoculacion
MA no tuvo efectos significativos sobre las varia-
bles asociadas a la morfologia o al crecimiento,
pero si lo fue para la variable asociada a asigna-
cion de biomasa: la relacion raiz parte aérea (R/A).

La relacién R/A en plantulas colonizadas fue de
0,7 mientras que para las plantulas no coloniza-
das esta proporcion fue de 0,78. En el caso de las
plantulas de B. nigra, no hubo diferencias signifi-
cativas entre las dos condiciones MA para ningu-
na de las variables evaluadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de los andlisis estadisticos de los efectos de la radiacion UV y la colonizacion micorrizica.

Especie Parametro uv (1) HMA (1) UV xHMA (1)
P. deltoides altura (cm) 0.34 10.19 ** 0.34
Diametro del tallo (cm) 7.67 10.43* 21
Area foliar (cm?) 11.65** 2.53 0.1
AFE (cm2.g™) 24.69*** 0.15 0.47
RAF (cm2.g™) 80.19*** 1.69 0.16
S. nigra Diametro del tallo (cm) 13.74*** 0.13 0.2
Peso seco aéreo (g) 14.2*** 0.34 0.64
Peso seco de raiz (g) 20.72*** 4.74 0.22
Peso seco total () 20.12** 0.39 0.09
AFE (cm2.g™7) 26.10*** 0.23 0.34
RAF (cm2.g7) 40.05*** 0.76 1.83
TR 0.14 12.48*** 3.98
B. nigra AFE (cm2.g7) 11.31* 0.81 0.16
RAF (cm2.g™) 30.57*** 0.6 0.01

Los valores estadisticos tabulados son los valores de F de las pruebas de ANOVA para el efecto principal
de la radiacion UV (UV), la colonizacion micorrizica (HMA), y la interaccion entre ellos (UV x HMA), los
grados de libertad estan entre paréntesis. Niveles de significancia con correccion de Bonferroni

para analisis de varianza (*** p <0,0001; ** p <0,001; * P <0,005).

Solo se muestran aquellos variables con diferencias significativas a P<0.004.

Efecto de la radiacion UV sobre
la colonizacion micorrizica

Las plantulas de P. deltoides y S. nigra que cre-
cieron en ausencia de radiacion UV tuvieron una
mayor extensién en la colonizacién micorrizica que
aquellas que crecieron en presencia de radiacion
UV (Tabla 3). El porcentaje promedio de coloniza-
cion para plantulas de P. deltoides cultivadas bajo
exclusion de radiacion UV fue de 40% frente al 30%
para las cultivadas en presencia de radiacion UV
(Figura 2). Por otro lado, las plantulas de S. nigra
cultivadas en condiciones de exclusion UV tuvieron
en promedio una colonizacién HMA de 11%, frente
al 4,3% para las plantulas cultivadas en presencia
de radiacion UV (Figura 2). En plantulas de B. nigra
la colonizacion HMA no fue significativamente afec-
tada por la radiacion UV (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la radiacién UV sobre la por-
centaje de colonizacion HMA en plantulas de P.
deltoides, S. nigra y B. nigra. Las barras
representan la media + ES; barras con letras
diferentes son significativamente diferentes
(P <0.05, prueba post-ANOVA Tukey).
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Tabla 3. Efecto de la radiacion UV sobre la coloni-
zacion micorrizica en plantulas de P. deltoides, B.
nigra y S. nigra.

Especie F gl N
P. deltoides 4.56* 1 30
S. nigra 5.95* 1 25
B. nigra 0.86™ 1 10

Valores de F y niveles de significacion para ANOVA
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Efectos generales
En un meta-analisis se examinan los resultados

de diferentes experimentos para probar si juntos
demuestran un efecto que es grande, moderado,

pequefo, o no diferente de cero (Gurevitch et al.
1992). El método meta-analitico que se usd en
esta investigacion se basa en la estimacion de la
magnitud del efecto de interés de las variables en
cada uno de los tres experimentos. Los resultados
de los meta-analisis mostraron que en general, la
radiacion UV tiene un efecto negativo en el didme-
tro del tallo, peso seco de la raiz, y en la relacién
R/A; y tiene un efecto positivo en el AFE y RAF
(Figura 3). En el caso de la colonizacion MA, el
efecto de esta sobre las variables evaluadas no
fue significativamente diferente de cero excepto
para el peso seco total, que fue menor en las plan-
tulas colonizadas (Figura 4). Del mismo modo, los
resultados de los meta-analisis mostraron que la
radiacion UV redujo la tasa de colonizacion MA.
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Figura 3. Efecto de la radiacion UV sobre los parametros de crecimiento en las especies evaluadas. Cada linea
representa un intervalo de confianza (IC) del 95% para el tamafo del efecto de las variables de cada una de las
tres especies; el efecto de la radiacion UV se considera neutral para las variables cuyo Cl contienen al cero.
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Figura 4. Efecto de AM colonizacién en los parametros de crecimiento a travésde las especies evaluadas.
Cada linea representa un intervalo de confianza del 95% (IC)para el tamario del efecto de las variables de cada
una de las tres especies; el efectode la colonizacién AM se considera neutral
para aquellas variables cuyo IC contiene al cero.
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Discusion
Efecto de la radiacion UV

La exclusién de la radiacion UV produjo un aumento
de la biomasa en una de las tres especies evalua-
das, y produjo menores valores para las variables
AFE y RAF en las tres especies (Figura 1 Tabla 2).
Estos resultados proporcionan apoyo parcial para
la hipotesis (1) de que la exclusion de la radiacion
UV podria afectar el crecimiento, morfologia y distri-
bucién de biomasa en plantulas de P. deltoides, B.
nigra, y S. nigra. Los resultados muestran que la ra-
diacion UV indujo de forma consistente cambios en
la morfologia de las hojas. Es generalmente acep-
tado que la radiacién UV es un factor de estrés que
puede inducir respuestas morfogenéticas en hojas
tales como: cambios en el espesor de la hoja y alar-
gamiento (Weih et al.,, 1998; Bassman et al., 2001;
Ren et al., 2006; Yang & Yao 2.008; Xu et al., 2010).
El tipo de alteraciones en AFE y RAF inducidas por
la exclusion de la radiacion UV que aqui se registran
son similares a los reportados por Schumaker et al.
(1997); ellos encontraron un aumento en el grosor
de hojas en esquejes de Populus trichocarpa cuan-
do las plantas fueron cultivadas en un ambiente con
niveles reducidos de radiacion UV-B. El aumento en
el grosor de la hoja se explico como el resultado de
mucho mas parénquima en empalizada, que a su
vez dio lugar a un aumento en la tasa de fotosinte-
sis en comparacion con esquejes cultivados en ni-
veles normales de radiacion UV-B. En la presente
investigacion, solo las plantulas de S. nigra tuvieron
menor peso seco total cuando crecieron en presen-
cia de radiacion UV. Puesto que una reduccion en la
acumulacion de biomasa se considera un indicador
fiable de la sensibilidad de las plantas a la radiacion
UV ya que representa la acumulacion de los efectos
deletéreos de ésta sobre la fisiologia de las plantas
(Smith, 2000), la reduccion en el peso seco total in-
dica que las plantulas de S. nigra pueden ser mas
sensibles a los efectos de la radiacién UV que las
plantulas de P. deltoides y B. nigra. Este resultado
sugiere que la radiacion UV podria ser un factor que
influye de manera importante en la interaccion entre
estas especies.

Efecto del inéculo MA

Aunque se observaron estructuras MA en las
raices de todas las plantulas expuestas al ino-
culo vivo, la colonizaciéon micorrizica no resulto
en un mayor crecimiento de las plantas, y en un
caso las plantas colonizadas fueron en prome-
dio mas pequenas que las del control (Figura
1). Este resultado no es compatible con la hip6-
tesis (2) de que la colonizacién micorrizica ten-
dria un efecto positivo en el crecimiento de las
plantulas. Aunque las micorrizas se consideran
generalmente una asociacion mutualista en la
cual ambas especies se benefician, en condi-
ciones particulares de alta o baja disponibilidad
de fésforo la colonizacion por HMA puede dar
lugar a un falta de respuesta de crecimiento o
incluso a una respuesta negativa en el creci-
miento (Smith et al., 2009). Por lo tanto, algunos
autores sefalan que las respuestas de las plan-
tas a la colonizacion micorrizica pueden variar
en un continuo que va desde la mutualista has-
ta la parasitaria, apareciendo la relacion para-
sitaria cuando los costos de la colonizacién, en
términos de carbono, superan los beneficios de
una mayor absorcién de fésforo (Johnson et al.,
1997; Schroeder & Janos, 2004). Los resulta-
dos aqui presentados sugieren una relacion de
tipo comensalista, de hecho, una observacién
comun en las tres especies fue la alta frecuen-
cia de aparicion de vesiculas y muy pocos ar-
busculos. Mientras que las vesiculas son consi-
deradas como estructuras especializadas en la
acumulacion de productos de almacenamiento,
los arbusculos se consideran el sitio de transfe-
rencia de fosfato por parte del hongo a la planta
(Fitter, 2006). Las hifas intercelulares se consi-
deran los sitios donde se realiza la transferen-
cia reciproca de carbono de la planta al hongo
(Smith et al., 2001). Los resultados también indi-
can efectos diferenciales de la colonizacion mi-
corrizica sobre las especies evaluadas. Es bien
conocido que la colonizacion por HMA puede
dar lugar a diferentes efectos sobre distintas
especies de plantas e incluso a nivel intraespe-

cifico (Munkvold et al., 2004).
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Efecto interactivo

El efecto positivo de la exclusién de la radiacion
UV en el porcentaje de colonizacién micorrizica en
plantulas de P. deltoides y S. nigra apoyan la hi-
potesis (3) de que la exclusion de radiacion UV se
traduciria en un aumento en la tasa de colonizacién
HMA. Este resultado es consistente con otros es-
tudios; por ejemplo, van de Staaij et al. (2001), en
un experimento de campo con Calamagrostis epi-
geios y Carex arenaria expuestas a altos niveles
de radiacion UV-B, reportaron la reduccion de la
tasa de colonizacion MA. El mayor porcentaje de
colonizacion micorrizica en plantulas cultivadas en
ausencia de radiacion UV reportado en este estu-
dio, se puede explicar cémo el resultado de mas
recursos disponibles para la formacion de micorri-
zas. Puesto que la respuesta tipica de las plantas
a la radiacion UV es la produccion de compuestos
fotoprotectores, es de esperar que en ausencia de
radiacion UV se dé una reduccion en la concentra-
cion de tales compuestos. Por ejemplo, en un estu-
dio de campo con plantas de Populus trichocarpa,
Schumaker et al. (1997) encontraron una reduccion
en la concentracién de flavonoides en las hojas de
las plantas que crecieron expuestas a bajos niveles
de radiacion UV-B. Una reduccién en la produc-
cion de compuestos fotoprotectores implica la po-
sibilidad de que mas recursos queden disponibles
para ser asignados a la formacion de micorrizas.
Sin embargo, contrario a la hipétesis (4), no hubo
interacciones entre el inoculo MA y la radiacién UV
para ninguna de las variables evaluadas; todos los
efectos observados fueron claramente atribuibles
ya sea a la radiacion UV o al inoculo MA.

Efectos generales (meta-analisis)

Los efectos generales de la radiacién UV en las
plantulas incluyen la reduccién en el diametro del
tallo, peso seco de la raiz, y la relaciéon R/A (Figu-
ra 3). Del mismo modo, las plantulas que crecie-
ron expuestas a la radiacion UV tuvieron menor
AFE y RAF (Figura 3). Por otra parte, aunque las
especies mostraron marcadas diferencias en sus
porcentajes de colonizacion micorrizica (Figura 2),

el efecto global de la colonizacion micorrizica fue
una reduccion en la acumulacion de biomasa (Fi-
gura 4). Los resultados muestran que los niveles
ambientales de la radiacién UV pueden ejercer un
efecto indirecto sobre las micorrizas en las plantu-
las de las especies evaluadas.
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