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RESUMEN

El balso (Ochroma pyramidale) es una especie arbdrea tropical de rdpido crecimiento, apreciada
por su madera y su uso en la restauracion ecoldgica de suelos degradados. El objetivo principal
de esta investigacién fue determinar el impacto de la colonizacién micorricica en el crecimiento
y las caracteristicas fisioldgicas de las plantas bajo condiciones de sequia y evaluar cémo los
niveles de estrés hidrico afectan la interaccién entre los HMA y el balso. El estudio se realizé en
el campus de la Universidad del Pacifico, en Buenaventura, Colombia, bajo condiciones
controladas. Se utilizé un disefio completamente al azar con un arreglo factorial con dos factores:
presencia de HMA (con y sin inoculacidn) y cuatro niveles de humedad del suelo (100%, 50% y
20% de la capacidad de campo). Las plantulas de balso se cultivaron en un sustrato esterilizado
de arena y suelo, y las plantas inoculadas recibieron 19 gramos de un inéculo comercial de HMA.
Las variables evaluadas incluyeron altura, nimero de hojas, masa seca total, area foliar, indice
de verdor y porcentaje de colonizacidn micorricica. Los resultados mostraron que la inoculaciéon
con HMA no tuvo efectos significativos en el crecimiento debido a una baja colonizacion
micorricica. Sin embargo, el estrés por sequia afectd negativamente el desarrollo de las plantas,
especialmente en condiciones de sequia severa (20% de capacidad de campo). Las plantas con
menor humedad presentaron una menor area foliar y masa seca. Estos hallazgos subrayan la
importancia de mejorar las condiciones de colonizacion de los HMA en futuras investigaciones y
explorar estrategias complementarias para aumentar la resiliencia del balso al estrés hidrico

Palabras clave: Arbol pionero, Micorrizas, Estrés hidrico, Respuesta al estrés, Crecimiento vegetal.



ABSTRACT

Balsa (Ochroma pyramidale) is a fast-growing tropical tree species, valued for its wood and its
use in the ecological restoration of degraded soils. The main objective of this research was to
determine the impact of mycorrhizal colonization on plant growth and physiological
characteristics under drought conditions and to evaluate how water stress levels affect the
interaction between AMF and balsa. The study was conducted at the Universidad del Pacifico
campus in Buenaventura, Colombia, under controlled conditions. A completely randomized
design with a factorial arrangement with two factors was used: presence of AMF (with and
without inoculation) and soil moisture levels (100%, 50%, and 20% of field capacity). Balsa
seedlings were grown in a sterilized substrate of sand and soil, and inoculated plants received 19
grams of a commercial AMF inoculum. The variables evaluated included height, number of
leaves, total dry mass, leaf area, greenness index, and percentage of mycorrhizal colonization.
The results showed that inoculation with AMF had no significant effects on growth due to low
mycorrhizal colonization. However, drought stress negatively affected plant development,
especially under severe drought conditions (20% of field capacity). Plants with lower humidity
had lower leaf area and dry mass. These findings underline the importance of improving AMF
colonization conditions in future research and exploring complementary strategies to increase
the resilience of the raft to water stress.

Keywords: Pioneer tree, Mycorrhizae, Water stress, Stress response, Plant growth.



CONTENDO

INTRODUGCCION ...ttt ettt et et et et ee et et et e et et eneese et eneesessenteaeeseseeeeseseeneenenseeeneesens 1
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEIMAL..........ooieieiietieeeee ettt e e e e e eetetaaeee s s s e e esesassnneeesesesessssnnnns 3
2 JUSTIFICACION ...ttt et et e st eee s et ese et eseseeteseteseneeeeseeteseesaseseeseneesssennasenes 4
BLOBIETIVIOS ..ottt ettt et s e e et ettt ee s e s e e et e e et e ssses et et asanaasssesesesasssnnsseeessssennnnnereses 5
3.1 OBJETIVO GENERAL. .c.ettttueeieeeeettttteee e e e ettt tttseeeeseeetetaeessaesssesssaeassaesssessseasssnnesssesessesssnnnns 5
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeseesessessessessssssassensensessessessessessesssesssenes 5
4. MARCO TEORICO .......eveeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e ee et eae e e s e et e s et esene et ese et eseeeeseseateseeeaseesseseseseessereaeene 6
4.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE....eveeueeteeteeeeeeeeeesseeeseesseseesessessessesssssessssssessessessessessesssssesseees 6
4.2 MICROORGANISMOS DEL SUELD ...cottttttieeee ettt eeeetteeeee s e e e e etteaasneesssessssesannneesssssssaens 7
4.3 LAS IMIICORRIZAS ..ottt ettt e e e e e et ettt e e e s s e et et ta e s aesssesetaeassnaessseesseerannnsssesessaens 7

v T A o Yo I o [N o a1 olo T4 & F PSP 7

4.4 ESTRES POR SEQUIA Y MICORRIZACION ..ottt eeeeee e eeeeeee e eeeseeeneaeanas 8

5. DISERO METODOLOGICO ...ttt et e et e e e eee et eeeeneee et eeeeseeeeneeseeseeenennes 9
5.0 LOCALIZACION. ...ttt et e et et e et et et eseee et eae et ese e eeesateseeeeseeeeeeneeenenens 9
5.2. DISENO DE LA INVESTIGACION ...ttt ettt ettt a e e ene e e enen e 10
5.2.1 Material VEEELAL. ..ottt e e e e e e e e et raaeaeaeas 10
5.2.2 DiSeN0 EXPEIMENTAL. ...uvveiiiieiiieiiiireiieee ettt e e e eeect e e e e e e e e tarreeeeeeeeeeeanrrareeeeens 11
5.2.3 CoNAIiCIONES @ CreCIMIENTO. oiivviiiiiiiieeeeeeeeeiitiieeee e eeeeetrtareeeeeeeeerraaaaeeseseeeesssnnneseees 11
5.2.4 Variables morfo fisioldgicas evaluadas..........cccceeeeiiricciiiiiieee e, 12

5. 2.5 INAICE T8 VEITUOT . c.veeeeeeeeeeee e eeeeee et e e e eeseeeeeeeeeeseseeesseeesesneeseseassesesseessesssesssessessseseansen 12
5.2.6 Determinacidn del porcentaje de colonizacidn micorricica. .......cccovveeeeeeeeicccvvvenenennn. 13

5.3 ANALISIS DE LOS DATOS ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessessesesasssessssssesseessesssssssesssessssssesseessssssesees 13

6. RESULTADOS Y DISCUSION ...t ettt ee e e e e et et et et e e e e e e e eeeeeaeeeneeeeeeenens 13

6.1 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO ......coovevevereeerereveeeeeiereve e, 13



CONCLUSIONES

............................................................................................................................. 19
RECOMENDAGCIONES ......o.voeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e et eeseeseseeseeseeessessessssessesseesssesessssessensesessessessssessenseneans 20
BIBLIOGRAFIA ..ottt e e e e e et e e ee et eeeeesessesseseeseeaesessensesessessessessesssessensasensensessessessesneensens 21

ANEXOS



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ubicacion del campus universitario Universidad del Pacifico Buenaventura Valle. ...... 10
Figura 2. Semillas de balso empleadas en el experimento. .............ccccveeeeeevvvveeeeieeeeeiciiieineaaaen, 11
Figura 3. Estructura tipo invernadero y montaje del experimento.............ccccccoueeeeecvveeeveiivveennnn, 12
Figura 4. Porcentaje de colonizacion de hongos endofitos y micorricicos............cccvvuveevevvveenannn. 14
Figura 5. Estructuras fungicas encontradas en las raices de las pldntulas de balso. ................... 15
Figura 6. Efecto de la sequia en variables morfo fisioldgicas de plantas de balso....................... 16
Figura 7. Efecto de la sequia en variables morfo fisioldgicas de plantas de balso....................... 17

Figura 8. Efecto de la sequia en AFE de plantas de balso. .................ccocceeeeoeeencieesieeseeeieeee 18



INTRODUCCION

El balso (Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb.) es una especie arbdrea que pertenece a la
familia Malvacea, la cual se utiliza tanto para el aprovechamiento de su madera, como para la
restauracion de sitios alterados como lo sefala (Yanes et al., 2001). En el mercado colombiano,
la madera de balso es utilizada en el campo del aeromodelismo, en la elaboracién de maquetas,
tableros y especialmente en proyectos de indole académico (Fuentes & Arango, 2005).

El balso requiere de un clima cdlido y humedo, con cantidades minimas de precipitacion
tolerables de 1500 mm anuales, excepto a lo largo de corrientes de agua, en donde el nivel del
agua subterranea se encuentra cerca de la superficie y puede ser absorbida por las raices (Francis
2000). En las ultimas décadas ha crecido el interés de la comunidad cientifica por el estudio de
los posibles efectos del cambio climdatico en la fisiologia de especies vegetales de interés
econdmico, es asi como en diferentes regiones del tréopico se han desarrollado investigaciones
con lafinalidad de determinar la respuesta fisioldgica de las especies arbdreas al estrés por sequia
y anegamiento (Gorai et al., 2010). El proceso mas relevante para la adaptacion y supervivencia
de la planta tiene lugar en la rizosfera, que es la zona del suelo ocupada por las raices de las
plantas. Aqui se microbioldgica variada y activa, cuya actividad esta relacionada con diversos
procesos vinculados al agua, nutricion mineral, intercambio de cationes y generacidon de
exudados (Gorai et al., 2010).

Los resultados de diversas investigaciones apuntan a que los microorganismos de la rizosfera
pueden inducir un aumento en la capacidad de respuesta de las especies forestales a los efectos
del estrés abidtico (Tawaraya & Turjaman., 2014). Basado en los datos revelados con antelacion
se entiende que diversos microorganismos de la rizosfera tienen un efecto benéfico en el
crecimiento de los arboles y entre estos estan los hongos micorricicos arbusculares (HMA) los
cuales son parte integral del sistema suelo, y diversos autores apoyan la importancia de la
interaccién con estos HMA. Un ejemplo es el de (Roveda et al., 2007), el cual en su publicacién
ha demostrado que la inoculacién con micorrizas en plantulas propagadas axénicamente reduce
el choque del trasplante y aumenta asi la supervivencia porque estabiliza la planta;
adicionalmente a esto, resultados con ensayos como los de (Carrillo et al., 2022), elaborados en
viveros, con especies forestales, muestran que, los (HMA) permiten incrementar la supervivencia
de las plantas de las especies forestales usadas para la rehabilitacidn y conservacién de suelos.

Numerosos estudios resaltan el papel esencial de las interacciones simbéticas en la agricultura,
especialmente en suelos que han sufrido degradacion y presentan una baja capacidad para
retener humedad. En este contexto, Gomez et al. (2015) explican que estos suelos suelen generar
condiciones de sequia que limitan significativamente el crecimiento de las plantas. En tales
circunstancias, las asociaciones simbdticas, como las micorrizas, desempefan un rol clave al
mejorar la absorcién de nutrientes por parte de las plantas y, potencialmente, al aumentar su
resistencia frente a la sequia.



Asimismo, Pérez et al. (2011) han demostrado que la colaboracién entre plantas y
microorganismos del suelo refuerza la capacidad de las plantas para tolerar situaciones de estrés
hidrico, salinidad y los desafios asociados al trasplante. Este efecto positivo se relaciona
principalmente con el incremento en la captacién de nutrientes y con la produccién de
compuestos que promueven el crecimiento de las plantas. Ademds, Fonnegra (2020) subraya que
estas interacciones simbdticas favorecen una mayor produccién de hormonas y un aumento en
los niveles de clorofila, contribuyendo asi al desarrollo saludable y vigoroso de las plantas.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El balso es una especie pionera de rapido crecimiento que no solo es aprovechada por las
caracteristicas de su madera, sino que también es utilizada en algunas partes del mundo en
procesos de restauracion ecoldgica y recuperacion de suelos. En la actualidad el cambio climdtico
es uno de los problemas ambientales mas importantes que afrontan los ecosistemas, esto debido
a que uno de sus mayores efectos es el incrementar la frecuencia de eventos de estrés abidtico
(IDEAM y MADS., 2017). En ese sentido, el IDEAM (Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales) en su Tercera comunicacién nacional de cambio climatico bajo el
escenario 2011-2100 pronostica para Colombia aumentos en la temperatura hasta de 2,5 °C, asi
como aumento en la ocurrencia de eventos extremos de sequia. Las plantaciones de arboles de
balso se podrian ver afectadas de manera considerable por dichos eventos, pues ésta especie
requiere de un régimen de precipitacion no menor a 1500 mm anuales. Bajo este escenario se
hace necesario identificar estrategias que permitan minimizar los efectos negativos que este tipo
de estrés podria tener en el desarrollo del balso. Multiples investigaciones indican que los
microorganismos de la rizosfera, como los hongos micorricicos arbusculares podrian atenuar las
alteraciones provocadas por la falta de agua y mejorar la capacidad de resistencia al estrés por
sequia. Es necesario determinar el efecto de los microorganismos de la rizosfera en la sequia en
el crecimiento del balso con el fin de establecer si estos ayudan a mejorar el desempefio de las
plantas sometidas a este tipo de estrés.



2. JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta la actual necesidad de implementar programas de reforestacion vy
restauracidon ecoldgica con especies nativas, hay un futuro prometedor para la estandarizacién
de practicas donde estén incluidos los HMA. En otras palabras, es necesario evaluar posibles
métodos que permitan aumentar el porcentaje de supervivencia de las plantulas bajo
condiciones futuras de alta frecuencia de eventos de estrés abidtico como la sequia, en ese
sentido las micorrizas pueden convertirse en una herramienta importante que permita mejorar
la recuperacién de suelos degradados.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de plantulas
de O. pyramidale sometidas a estrés por sequia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la colonizacién micorricica en el crecimiento de las plantas de O.

pyramidale.

Determinar el efecto de la aplicacion de indculo micorricico en variables fisioldgicas y
biométricas de plantulas de O. pyramidale bajo condiciones normales y de estrés por sequia.

Determinar el efecto del estrés por sequia en la colonizacién micorricica de las plantas de O.
pyramidale.



4. MARCO TEORICO

4.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

El balso es una especie forestal y produccién maderera que presenta una gran demanda en el
mercado internacional (Osorio et al., 2010). Esta especie se cultiva de manera natural y para
reforestacién, especialmente en la selva subtropical de la zona Ecuatorial, donde es uno de los
recursos forestales y maderables de mayor aprovechamiento. Se desarrolla en un rango que va
desde casi el nivel del mar hasta una altitud de 1800 m en Colombia (Venegas, 1978).

El balso presenta muchos usos, en principal su madera se usa para la creacion de modelos,
artesanias y juguetes. Como chapa de interiores en construcciones, en capas con material
sintético, aluminio y madera, en donde se necesite fortaleza y propiedades aislantes. Se usa
también como material aislante masivo y libre de fuerzas electrostaticas en barcos para
transporte criogénico (Francis, 2000).

Las plantas de balso requieren de un clima cdlido y himedo y la cantidad minima de precipitacion
qgue tolera es de alrededor de 1500 mm anuales (Osorio et al.,2010), excepto a lo largo de
corrientes de agua, en donde el nivel del agua subterrdnea se encuentra cerca de la superficie y
puede ser absorbida por las raices. El balso coloniza suelos arcillosos, margosos y limosos, e
incluso el relleno de construccién recientemente depositado, pero no tolera los suelos de alta
salinidad (Whitmore & Wool-Khoon, 1983).

El sistema de propagacién del balso hasta el momento es solo por semilla sexual siendo el Unico
método conocido para plantaciones de esta especie, crecen de manera extremadamente rapida.
Las plantulas alcanzardn alturas de entre 1.8 y 4.5 m al final de la primera temporada de su ciclo
vegetativo y 11 m al final de la segunda. El tamafio final podra ser de entre 25 y 30 m 0 mads, y un
arbol vigoroso puede alcanzar un didmetro a la altura del pecho (d.a.p.) de 40 cm en un periodo
de 5 a 6 afios de manera ocasional y algunos arboles alcanzan un d.a.p. de 100cm a una edad mas
avanzada (Francis, 2000). Debido a su tasa decrecimiento inusualmente alta, la balsa tiene la
capacidad de concentrar en el tallo la mayoria de la energia asignada a la produccién de madera
mediante la produccidn de pocas ramas y de hojas grandes y sencillas con peciolos en forma de
ramas (Givnish, 1987).

En Colombia, existe en bosques secundarios himedos de baja altitud, cerca de arroyos y espacios
abiertos formados dentro del bosque. En estas condiciones geograficas puede tener hasta 30 m
de altura y 70 cm de didmetro. Esta especie juega un papel importante en el ecosistema, entre
los que destacan la proteccién de los cursos de hidricos (rio y arroyo), el control de la erosién y
la proteccion del habitat de animales y plantas silvestres. Por otro lado, La madera de O.
pyramidale es de importancia econdmica y ambiental en las dreas en el municipio de Atrato y de
Cértegui en Chocd donde es comun en areas degradadas por la mineria. Sin embargo, aun se
desconocen una serie de aspectos como su durabilidad y resistencia natural (Serna et al., 2020).
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4.2 MICROORGANISMOS DEL SUELO

La estructura del suelo constituye un habitat que permite el desarrollo de una gran diversidad de
microorganismos, la mayor concentracion de estos se encuentra en la zona cercana a las raices
en lo que se conoce como el nombre de rizosfera. Los microorganismos que se encuentran en
ella, se relacionan con las plantas de diferentes formas: algunos de ellos de forma saprofitica
cuando se alimentan de los residuos de las raices, otros causan enfermedades a las plantas en lo
gue es una relacién parasitica, finalmente pueden relacionarse de forma simbidtica en la cual los
microorganismos proporcionan un beneficio a las plantas a cambio de alimento (Sana, 2014).

4.3 LAS MICORRIZAS

Las micorrizas son asociaciones entre la mayoria de las plantas existentes y los hongos benéficos,
gue incrementan el volumen de la raiz y, por tanto, permiten una mayor exploracién de la
rizosfera. Son considerados los componentes mas activos de los érganos de absorcién de los
nutrientes de la planta, la que a su vez provee al hongo simbionte de nutrientes orgdnicos y de
un nicho protector (Corredor, 2008 citado por Noda, 2009). Existen alrededor de 5,000 especies
de estos hongos, que se agrupan en tres grandes divisiones: Basidiomycota, Ascomycota y
Glomeromycota (Ruiz et al., 2013).

4.3.1 Tipos de micorriza.

Dependiendo de su estructura, se clasifican en tres tipos principales: ectomicorrizas,
ectendomicorrizas y endomicorrizas, que a su vez se subdividen en varias categorias. Los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) son especialmente conocidos por sus beneficios para las plantas
y, aunque son naturales del suelo, el ser humano ha aprendido a aislarlos y cultivarlos para
diversos usos ecoldgicos y agricolas (Ojeda et al., 2014).

4.3.1.1 Ectomicorrizas.

las ectomicorrizas actian en el exterior de las raices desarrollan un manto que las envuelve y que
crecen al interior de las células suelen ser bastante especificas lo que significa que una especie
de hongo solo puede asociarse con un tipo de planta en concreto. Esto dificulta la expansion de
este tipo de asociaciones, ademas son bastante mads sensibles a agresiones externas que las
endomicorrizas. En general sobreviven con dificultad si no estan asociadas a una raiz vivay en
estos casos su crecimiento es muy limitado si la micorriza no se asocia con una raiz viva en plazo
de diez dias no sobrevivira (Ojeda et al., 2014).

4.3.1.2 Endomicorrizas.

Las endomicorrizas, particularmente las micorrizas arbusculares (MA), destacan por su papel
crucial en la absorcién de nutrientes, como el fésforo (P), en las plantas. Estas asociaciones
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simbidticas se caracterizan por el desarrollo de estructuras que penetran el interior de las células
corticales (arbusculos), estructuras especializadas donde ocurre la transferencia bidireccional de
nutrientes, y vesiculas, que funcionan como 6rganos de almacenamiento. Diversos estudios han
demostrado que la aplicacién de abonos verdes incrementa la longitud y actividad del micelio
externo, favoreciendo una mayor colonizacién por arbusculos y mejorando la fertilidad del suelo
(Vélez Zabala & Sanchez de Prager, 2014). Las micorrizas arbusculares representan el mayor
grupo de micorrizas, ya que presentan poca especificidad por un simbionte. Los hongos que
participan en esta asociacién de micorrizas arbusculares pertenecen a la clase Zygomycetes. Las
micorrizas arbusculares se consideran las de mayor importancia ecolégica y se encuentran de
manera natural en la mayoria de los cultivos (Perona & Vidal, 2007).

4.3.1.3 Ectendomicorrizas.

Son una forma intermedia de asociacién micorricica que combina caracteristicas de las
ectomicorrizas y las endomicorrizas, lo que las convierte en un recurso estratégico para las
plantas bajo condiciones de estrés abidtico, como la sequia. Estas asociaciones micorricicas
forman estructuras tanto externas como internas en las raices, permitiendo una mayor superficie
de contacto entre la planta y el hongo. Esto mejora la absorcién de agua y nutrientes,
particularmente fdésforo y nitréogeno, elementos esenciales para mantener la actividad
metabdlica durante periodos de déficit hidrico (Smith & Read, 2008). Ademads, las
ectendomicorrizas modulan la produccién de hormonas como las auxinas y los acidos abscisicos,
qgue regulan respuestas fisioldgicas clave frente a la sequia, incluyendo el cierre estomatico y el
ajuste osmatico (van der Heijden et al., 2015).

4.4 ESTRES POR SEQUIA Y MICORRIZACION

El estrés por sequia es uno de los principales factores abidticos que limitan el crecimiento y la
productividad de las plantas a nivel mundial, afectando procesos fisioldgicos fundamentales
como la fotosintesis, la transpiracién y el transporte de nutrientes. Durante la sequia, la
disponibilidad limitada de agua en el suelo genera una reduccién en el potencial hidrico de las
plantas, lo que desencadena el cierre estomatico para minimizar la pérdida de agua, pero
también reduce la entrada de diéxido de carbono, impactando negativamente la tasa
fotosintética (Flexas et al., 2014). Este estrés puede conducir a la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), provocando dafio oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
lo que afecta la integridad celular y el metabolismo (Chaves et al., 2009). Sin embargo, las plantas
han desarrollado mecanismos de defensa frente a la sequia, como el ajuste osmético, el aumento
en la produccién de antioxidantes y la asociacion con microorganismos beneficiosos como
hongos micorricicos y bacterias promotoras del crecimiento vegetal, los cuales pueden mejorar
la capacidad de las plantas para tolerar condiciones de estrés hidrico al promover la absorcién de
agua y nutrientes, y modular las respuestas fisiolégicas y hormonales (Zhang et al., 2018).

Los HMA juegan un papel crucial en la respuesta de las plantas a la sequia al ayudar a las plantas
a absorber mas agua y nutrientes, lo que mejora su crecimiento y reproduccién en condiciones
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dificiles (Baum et al., 2015). Por ejemplo, los hongos Glomus mosseae y Glomus intraradices, en
asociacion con Vigna radiata L., mejoran la capacidad de las raices para absorber agua y
nutrientes, lo que resulta en un mejor rendimiento de las semillas (Habibzadeh et al., 2013).
Ademas, al inocular plantas de Cicer arietinum L. con Rhizophagus irregularis y Mesorhizobium
mediterraneum, se observa un aumento en el contenido de la biomasa de la planta, incluso bajo
condiciones de estrés hidrico (Oliveira et al., 2017). El hongo Glomus intraradices también ha
demostrado ser muy beneficioso para la palma datilera (Phoenix dactylifera L.), ayudando a las
plantas a mantener su contenido de agua en las hojas, incluso cuando hay una cantidad limitada
de agua disponible (Baslam et al., 2014). Esto respalda la idea de Mufioz (2018) de usar los HMA
para mejorar la agricultura en regiones aridas y desérticas, sobre todo para cultivos como
leguminosas y granos basicos, ya que estos hongos ayudan a reducir el consumo de agua, incluso
en situaciones de sequia severa. Se ha demostrado que las micorrizas influyen positivamente en
multiples aspectos fisiolodgicos y bioquimicos de las plantas bajo condiciones de sequia. Por
ejemplo, mejoran la regulacidn de acuaporinas, proteinas clave en el transporte de agua y
solutos, lo que optimiza el flujo hidrico en la raiz y minimiza los efectos del déficit hidrico
(Barzana, 2014). Ademas, las HMA regulan mecanismos como la osmoregulacion y el equilibrio
hormonal, incluyendo la modulacidn del acido abscisico, que es crucial en la respuesta al estrés
hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2012). Este efecto se traduce en una mejor conservacion del contenido
hidrico relativo en las hojas y una mayor eficiencia fotosintética, incluso en condiciones de alta
demanda evaporativa (Barzana et al., 2012). La accién de las micorrizas también se extiende a la
mejora de las propiedades hidraulicas de las raices, favoreciendo tanto el transporte de agua por
la via apoplastica como el simplasto, lo que asegura un suministro constante de agua a la parte
aérea de la planta (Aroca et al., 2012). Esto permite a las plantas micorrizadas mantener su
metabolismo activo y soportar mejor los periodos prolongados de sequia.

5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

La investigacidn se llevd a cabo en el Campus de la Universidad del Pacifico, localizado en el Km
13 via al Aeropuerto, Barrio Triunfo Distrito Especial de Buenaventura, Valle del Cauca
geograficamente ubicada en una latitud de 3° 50°. N y longitud de 76°59" O (figura 1). Las
condiciones edafoclimaticas del drea de estudio son: temperatura promedio anual 25,5 °C,
precipitacion 7.407,9 mm, humedad relativa 90%, brillo solar se registra 2-3 horas dias luz
(Torres., 2010).



Figura 1. Ubicacion del campus universitario Universidad del Pacifico Buenaventura Valle.
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Fuente: Google Maps.

5.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.2.1 Material vegetal.

Para la realizacion de este experimento se utilizd semilla sexual colectada de arboles de diversas
localidades del Distrito Especial de Buenaventura (figura 2). Las semillas fueron sometidas a un
tratamiento pre-germinativo que consistié en sumergirlas en agua hirviendo durante un minuto,
después de esto se procedié a siembra directa en las macetas plasticas para su posterior

seguimiento.
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Figura 2. Semillas de balso empleadas en el experimento.

Fuente: Propia.

5.2.2 Disefio experimental.

El experimento consistid en un disefio completamente al azar con un arreglo factorial con dos
factores: HMA y humedad del suelo. El factor humedad del suelo contdé con tres niveles
correspondientes a: control (100% de la capacidad de campo (C.C) de la maceta), sequia media
(equivalente al 50% de C.C.) y sequia severa (20% de C.C.); el factor HMA contd con dos niveles
sin HMA y con HMA. Para un total de 6 tratamientos con 8 repeticiones cada uno, 48 de plantas
en total.

5.2.3 Condiciones de crecimiento.

Las semillas fueron sembradas en germinadores de plastico durante 3 semanas, pasado este
tiempo fueron trasplantadas a macetas de plastico de 4 Kg rellenas con una mezcla de arena y
suelo de vega de rio con una proporcion 1:1 previamente tamizado y esterilizado. En el momento
del trasplante las macetas fueron inoculadas, con 19 gramos del inéculo micorricico comercial
“Micorrizas SAFER®”, para las plantas de control se usé el mismo inoculo, pero previamente
esterilizado.

Las plantas se mantuvieron al interior de una estructura de tipo invernadero (figura 3). Para
determinar el porcentaje de humedad en las macetas, se llenaron las macetas con suelo seco, se
tomad la medida de peso con una balanza (p1) y se saturd de agua para posteriormente dejar
drenar los excesos por 24 horas y que este llegue al punto de capacidad de campo (CC) o (p2).
Para obtener el volumen de agua para los tratamientos de 50% y 20% de sequia se calcularon de
la siguiente manera: 50% CC= (0.50 x (p2-p1)), 20% CC= (0.20 * (p2-p1)). Las plantulas fueron
regadas 3 veces por semana durante todo el proceso.
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Figura 3. Estructura tipo invernadero y montaje del experimento.

Fuente: Propia.

5.2.4 Variables morfo fisioldgicas evaluadas.

Las plantas fueron mantenidas bajo riego normal por un periodo de dos meses, pasado este
tiempo se inicié con los tratamientos de sequia durante 30 dias. Al finalizar este periodo las
plantas fueron cosechadas. En el momento de la cosecha se determiné la altura y el nimero de
hojas; las plantas se separaron en raices hojas y tallos y fueron colocadas en bolsas de papel y
llevadas al horno a 70 °C durante 48 horas. finalmente se determind el peso seco de las muestras.

5.2.5 Indice de verdor.
El dia previo a la cosecha de las plantas se determind el indice de verdor de las hojas mediante
un medidor de clorofila utilizando el medidor de clorofila TSY® en unidades SPAD (Figueredo y

Fraija 2017), para esto se tomé el promedio de 5 lecturas obtenidas en diferentes partes en la
parte media de la segunda hoja totalmente desarrollada.
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5.2.6 Determinacién del porcentaje de colonizaciéon micorricica.

Después de realizados los procedimientos propuestos para la cosecha de las plantas se tomaron
muestras de raices de las plantas (0,5 g), luego se lavaron y se pusieron en tubos de ensayo para
posteriormente adicionar KOH al 10% vy llevar a bafio Maria a 90 °C por 20 minutos.
Posteriormente se realizé un secado y lavado con agua destilada, adicionando agua oxigenada
mas KOH al 10% por 2 min y HCl al 1%, por un minuto, para luego llevar a bafio de Maria por 1
minuto, posteriormente se lavaron con agua destilada, y se adicioné azul de tripano al 0,1% y
nuevamente se llevé a baino maria por 5 minutos, por Gltimo las raices fueron colocadas en cajas
Petri, cortadas en fragmentos de 1 cm aproximadamente y se extendieron en portaobjetos con
su respectivo cubreobjetos; finalmente, se realizaron observaciones al microscopio a 10X para
determinar la presencia de estructuras fungicas (hifas, vesiculas y esporas). Se determiné el
porcentaje de micorrizas calculando la relacion entre el nimero de campos con presencia de
estructura HMA y el nimero total de campos observados multiplicado por 100.

5.3 ANALISIS DE LOS DATOS

Para determinar la existencia de diferencias entre los tratamientos los datos fueron sometidos a
un analisis de varianza, en los casos en que existieron diferencias significativas entre tratamientos
se empled la prueba de separacion de medias de Tukey para determinar la naturaleza de dichas
diferencias. Para la realizacion de los todos los andlisis estadisticos se utilizé el programa
estadistico R-4.1.1.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO

De acuerdo con el andlisis de varianza, no se encontraron diferencias significativas para entre los
tratamientos de micorriza para ninguna de las variables evaluadas (tabla 1). La falta de efectos
significativos de los HMA en el crecimiento y la acumulacion de biomasa en condiciones de sequia
contrasta con los estudios que informan que los HMA a menudo mejoran la respuesta de las
plantas a la sequia al mejorar la absorcién de agua y nutrientes, en particular el fésforo (Smith et
al., 2011; Ruiz-Lozano et al., 2016). El resultado inesperado se debié probablemente a que se
presentd una colonizacidon extremadamente baja de micorrizas, por el contrario, se encontrd una
colonizacién alta de hongos enddfitos (figura 4 y 5). En este sentido, Garcia et al. (2020)
observaron una colonizacion limitada de HMA y efectos de crecimiento no significativos bajo una
alta presencia de hongos endofiticos en especies tropicales. Los enddfitos pueden competir con
HMA por sitios de colonizacidn de raices y recursos, especialmente en condiciones de estrés, lo
gue potencialmente limita los beneficios tipicamente asociados con HMA (Rodriguez y Redman,
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2008). Vale la pena mencionar que, si bien se hizo la esterilizacion del suelo, pasé un tiempo largo
para el montaje del experimento, durante ese tiempo es posible que haya habido una
contaminacién del sustrato por las esporas de los enddéfitos dado que las condiciones de
almacenamiento no fueron las mas ideales.

Figura 4. Porcentaje de colonizacion de hongos enddfitos y micorricicos.
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Figura 5. Estructuras fungicas encontradas en las raices de las pldntulas de balso.

Fuente: Propia

Nota: Hifa de HMA (A); Hifa de hongo enddfito (B, C); Vesiculas de HMA (D); Espora de hongo
enddfito (E, F).

Por otra parte, el andlisis de varianza indica diferencias significativas entre los tratamientos de
humedad de suelo para todas las variables evaluadas exceptuando la variable altura (tabla 1).
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Tabla 1. Resultado del andlisis de varianza para los pardmetros de crecimiento de las plantas de

balso.
Micorriza Humedad Micorriza : Humedad
Parametro GL F Pr(>F) GL F Pr(>F) GL F Pr(>F)
Numero de hojas 1 0.757 0.389 2 37.843 4,0le-10*** 2 1.035 0.364
Altura 1 0.01 0.92 2 1.05 0.359 2 1.179 0.318
Masa seca 1 0.815 0.3718 2 4.451 0,0176* 2 3.125 0,0543.
Area foliar 1 0.035 0.853 2 16.801 4,36e-06*** 2 1.842 1.071
Masa seca tallo 1 0.683 0.41328 2 6.48 0,00353** 2 2.917 0.06512
Masa seca raiz 1 0.012 0.9137 2 3.972 0,306* 2 2.101 0.135
Masa seca total 1 0.298 0.5879 2 4.708 0,0143* 2 2.816 0.0712
Area foliar especifica 1 1.051 0.3112 2 3.481 0,0399* 2 1.534 0.2275
indice de verdor 1 1.69 0.2 2 56.11 1.4e-12%%* 2 0.98 0.38

Fuente: Propia.

Los resultados de la prueba de separacién mostraron que las plantas del control presentaban en
promedio mayor numero de hojas, masa seca total, masa seca de la hoja y masa seca de la raiz

(figura 6).

Figura 6. Efecto de la sequia en variables morfo fisioldgicas de plantas de balso.
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La prueba Tukey arrojé que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos de 50% y
20% CC, por lo tanto, las plantas sometidas a sequia crecieron menos que las plantas del control.
Para la variable area foliar, las plantas del control presentaron los valores mas altos seguidas por
las plantas del 50% y finalmente las plantas 20% que presentaron los valores promedio mas bajos
(figura 7). Para la variable Area foliar especifica (AFE), area foliar dividido peso seco de la hoja, no
hubo diferencias entre el control y el tratamiento del 50% siendo las plantas 20% las que
presentaron los valores mds bajos (figura 8). Para la variable indice de verdor la separacién de
medias indica que las plantas del 20% presentaron valores mas altos que las plantas del 50% y
del control (Figura 7).

Figura 7. Efecto de la sequia en variables morfo fisioldgicas de plantas de balso.
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Fuente: Propia.
Nota: Barras con la misma letra no son significativamente diferentes p<0.05.

Los resultados aqui presentados muestran que el estrés por sequia afecté de manera consistente
la acumulacion y morfologia de biomasa de las plantas, lo que refleja las limitaciones de
crecimiento impuestas por el déficit hidrico severo. Estos hallazgos coinciden con los estudios
gue indican que la escasez de agua limita la expansion de las raices y la biomasa general debido
a la reduccién de la capacidad fotosintética y la adquisicion de nutrientes en condiciones de
escasez de agua (Chaves et al., 2009; Hoekstra et al., 2020). Las plantas bajo estrés por sequia
generalmente asignan recursos al desarrollo de raices a expensas de la biomasa aérea para
mejorar la adquisicidon de agua (Taiz et al., 2018). Sin embargo, en este estudio, incluso la masa
seca de la raiz fue notablemente menor en el tratamiento de sequia severa, lo que indica que O.
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Pyramidale puede carecer de fuertes mecanismos de adaptacion a la sequia que prioricen el
crecimiento de las raices bajo estrés severo. Los valores bajos AFE observados en el tratamiento
de 20% de humedad indican respuestas adaptativas, ya que una AFE reducida a menudo se asocia
con hojas mds gruesas, lo que puede minimizar la pérdida de agua por unidad de area foliar en
condiciones de sequia (Poorter et al., 2009). El grupo de control (100% de humedad del suelo)
presentd consistentemente los valores mas altos en cantidad de hojas, masa seca total y
categorias especificas de biomasa, lo que subraya la importancia de la disponibilidad de agua
para un crecimiento éptimo en O. Pyramidale.

Figura 8. Efecto de la sequia en AFE de plantas de balso.
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Nota: Barras con la misma letra no son significativamente diferentes p<0.05.

El aumento en los valores del indice de verdor en plantas sometidas a sequia severa en
comparacion con aquellas sometidas a una sequia moderada o condiciones de buen riego resultod
inesperado, y es que la literatura indica que una respuesta al déficit hidrico es la reduccién en la
concentracion de clorofila. Sin embargo, algunos autores han encontrado que el contenido de
agua en las hojas afecta las lecturas del medidor SPAD y en consecuencia modifica la relacién
entre el indice de verdor y el contenido de clorofila (Marenco et al., 2009; Martinez & Guiamet,
2004). Asi, la disminucion del contenido relativo de agua en la planta, puede resultar en un
incremento en las lecturas de SPAD debido a una disminucién en la transmitancia aparente de
las hojas a 650 nm respecto a 940nm sin que esto implique un aumento real en la concentracion
de clorofila en las hojas (Martinez & Guiamet, 2004).

En general, el estudio demuestra que las plantulas de O. Pyramidale muestran respuestas

morfoldgicas vy fisiolégicas significativas al estrés por sequia, caracterizadas por una asignacion
de biomasa alterada y una reduccion del area de la hoja en condiciones de sequia severa.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con HMA no generd un efecto significativo en ninguna de las variables de
crecimiento evaluadas en las plantulas de balso probablemente debido a los bajos niveles de
colonizacién y presencia de abundantes hongos enddfitos. Lo anterior pudo ser causado por el
mal almacenamiento del suelo esterilizado antes de siembra. Estos resultados resaltan la
importancia de considerar las complejas interacciones microbianas dentro de la zona de la raiz,
ya que el predominio de un grupo microbiano (por ejemplo, los endéfitos) puede modular los
beneficios potenciales de los HMA en condiciones de estrés.

La falta de un efecto positivo de los HMA bajo las condiciones de este estudio resalta la
importancia de asegurar una colonizacidn micorricica adecuada para poder evaluar
correctamente su impacto en las plantas. Factores como la compatibilidad entre la planta
huésped y los hongos micorricicos (en especial al usar cepas comerciales), asi como las
condiciones ambientales, pueden influir significativamente en la eficacia de la colonizacién y, por
ende, en los beneficios potenciales de los HMA.

El estrés por sequia tuvo un efecto negativo en el crecimiento de las plantas, lo cual era esperado
debido a la reduccién en la disponibilidad de agua, un recurso crucial para el desarrollo vegetal.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de las plantulas entre
los tratamientos de 50% y 20% de sequia. Esto sugiere que, aunque la sequia afectd
negativamente el crecimiento, las plantas de balso fueron igualmente afectadas por ambos
niveles de estrés hidrico.
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RECOMENDACIONES

Para futuros estudios, se recomienda optimizar las condiciones para la colonizacién micorricica,
mediante la inoculacién con cepas de HMA aisladas de raices de plantas de balso silvestres.
Ademas, seria beneficioso investigar el efecto de los HMA en combinacidn con microorganismos
benéficos, como bacterias promotoras del crecimiento vegetal, para evaluar sinergias
potenciales que puedan mejorar el crecimiento y la resiliencia de las plantulas de balso.

No se recomienda el uso de medidores de indice de verdor SPAD para determinar la

concentracion de clorofila en experimentos que involucren déficit hidrico, en dichos casos se
debe realizar una cuantificacién directa.
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ANEXOS

O T LA

Fuénte: Propia.

Anexo 2. Esterilizado de suelo en autoclave y Crecimiento de pldntulas de baso en germinadores
pldsticos

Fuente: Propia.
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Anexo 3. Muestra de raices colectada de balso; Raices y tallos de plantas colectadas separadas
en bolsas de papel para secado en horno.
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Anexo 4. Muestra de raiz de planta de balso; Muestra de raices después de lavado con agua
oxigenada mds KOH al 10%.

Fuente: propia.
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