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1. RESUMEN

Se cuantificaron los marcadores de dafio oxidativo perdxido de hidrégeno (H203) y
malondialdehido (MDA) y las actividades enzimaticas antioxidantes superéxido
dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), catalasa (CAT, EC 1.16.1.6), ascorbato peroxidasa
(APX, EC 1.11.1.11) y glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2) en raices de plantas de
Nothofagus dombeyi de un afio de edad, en una matriz de tratamientos que incluyé
fertilizacion, cuatro niveles de contenido hidrico medido en el suelo e inoculacién con
los hongos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius y Descolea antarctica.

La menor concentracion de H,O, y MDA se encontrd en las plantas micorrizadas. Las
mayores actividades de SOD y GR se determinaron en el tratamiento con P.
tinctorius, mientras que las actividades aumentadas de CAT y APX se encontraron
en el tratamiento con D. antarctica. Todas las enzimas aumentaron su actividad bajo
condiciones de estrés hidrico. Los efectos de la fertilizacion fueron significativos so6lo
en algunos niveles, debido al bajo aporte nutricional, por lo cual los tratamientos
mantuvieron la tendencia mostrada en el tratamiento sin fertilizacion.

En conclusion, P. tinctorius y D. antarctica influyen en el manejo del estrés hidrico de
N. dombeyi mediante el aumento de las actividades enzimaticas antioxidantes y se
propone a las dos especies fungicas como potenciales simbiontes con el fin de
aumentar la tolerancia a la sequia de N. dombeyi en practicas de vivero y posterior

establecimiento de plantaciones.



1. SUMMARY

The markers of oxidative damage, peroxide of hydrogen (H20O;) and malondialdehide
(MDA) and activities of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.16.1.6), ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)
and glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) were quantified in roots of plants of
Nothofagus dombeyi of one year of age, in a womb of treatments that included
fertilization, four levels of soil water contend and inoculation with the ectomycorrhizal
fungi Pisolithus tinctorius, and with Descolea antarctica and

The smallest concentration in H,O, and MDA were in the mycorrhizae. The biggest
activity of SOD and GR were determined in the N. dombeyi - P. tinctorius
mycorrhizae, while the increased activities of CAT and APX were in the N. dombeyi -
D. antarctic mycorrhizae. All the enzymes increased their activity when the plant
underwent drought stress. The effects of the fertilization were significant only in some
levels, due to the low nutritional contribution, reason why the treatments maintained
the tendency shown in the treatment without fertilization.

In conclusion, P. tinctorius and D. antarctica symbiosis they influence in the handling
of the drought stress of N. dombeyi by means of the increase of the antioxidant
enzymatic activities. Therefore, it is propose to the two fungus species like possible
N. dombeyi symbionts with the purpose of increasing the tolerance to the drought of

N. dombeyi in greenhouse and later establishment of plantations.



2. INTRODUCCION

En los bosques de la zona centro-sur de Chile se encuentran variadas especies
arboreas nativas, la mayoria maderables, importantes econémicamente y por lo tanto
sometidas a presion antrépica (Lara et al., 1997; 2003). Sin embargo, a nivel nacional
aun no existen programas eficientes para el desarrollo de la explotacion sustentable
del recurso bosque nativo (Arroyo et al., 1999) y en los cuales se incluyan practicas
silviculturales de las especies del género Nothofagus, en especial N. alpina (rauli), N.
obliqua (roble-pellin) y N. dombeyi (coigue) (Donoso et al., 1999).

N. dombeyi es una de las especies de mas amplia distribucion en los bosques de
Chile y se extiende entre los 34°37’ y los 47°30’ S, abarcando desde la cordillera de
la costa al oeste, hasta el lado oriental de la cordillera de los Andes, en Argentina
(Donoso, 1995). Este rango de distribucién es altitudinal y latitudinalmente mayor
que N. alpina y a su vez, mucho mas extenso que N. obliqua (Donoso et al., 1999).
Las actividades y practicas silviculturales de estas especies se basan principalmente
en el manejo de renovales (Grosse y Quiroz, 1999). El proceso de viverizacién es
aun incipiente, no se realiza extensivamente con especies nativas y en ningun caso
incluye las asociaciones simbidticas con otros organismos, en especial, hongos
ectomicorrizicos (Donoso et al.,, 1999). La asociacion simbidtica es vital en el
desarrollo y subsistencia para las especies arboreas de todo el mundo a través de
los mas diversos climas y especialmente, en el establecimiento de plantaciones

forestales sobre suelos degradados (Smith y Read, 1997; Bledsoe, 1992).



En los bosques de la zona centro-sur de Chile, un importante factor de estrés
ambiental que afecta a N. dombeyi lo constituye la baja disponibilidad de agua en el
suelo, debido a la escasez de lluvia en verano y a las bajas temperaturas en invierno,
bajo determinadas condiciones edafoclimaticas (Alberdi, 1997).

Esta condicion de estrés ambiental induce distintos tipos de respuestas en las
plantas, que provocan la generacion de compuestos que pueden llegar a ser toxicos,
tales como especies reactivas de oxigeno, las cuales, si estan en exceso y no son
eliminadas del sistema radicular o foliar de Ila planta, pueden dafAar
permanentemente estructuras basicas para el mantenimiento de las funciones
celulares normales (Ruiz-Lozano y Azcon, 1996; Azcdn y Tobar 1998). Sin embargo,
la presencia de enzimas y metabolitos antioxidantes le permite a la célula vivir en
condiciones de estrés oxidativo (Maldonado y Pahlich, 2004).

Se postula que en condiciones de estrés hidrico las plantas que se encuentran
micorrizadas, presentarian mecanismos antioxidantes que las harian menos
sensibles a esta condicidén desfavorable y por lo tanto, presentarian mejores
condiciones adaptativas para su desarrollo tanto en plantaciones forestales, en
practicas de invernadero u otras, que aquellas que no presentan micorrizas.

En estas condiciones, seria posible observar algunas caracteristicas bioquimicas que
den cuenta de la resistencia de las plantas frente al fendmeno de limitacion hidrica.
De esta manera se hace necesaria la determinaciéon de parametros moleculares,
tales como marcadores de dafo oxidativo y enzimas antioxidantes, que permitan
cuantificar la magnitud en la cual las ectomicorrizas limitarian el dafio oxidativo

provocado por la escasez de agua disponible.



2.1. Estrés oxidativo y enzimas antioxidantes

El estrés hidrico, al igual que otros tipos de estrés, afecta directa o indirectamente
casi todas las actividades de las plantas. En una situacion general de estrés se
generan muchas reacciones degenerativas tales como peroxidacion lipidica
(Blokhina et al., 1999) y denaturacion de proteinas (Gardner y Fridovich, 1991),
debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como el anidn
radical superoxido (Oz¢ ), perdxido de hidrégeno (H2O,), oxigeno singlete y radical
hidroxilo. Estas especies, normalmente presentes en el medio celular, pueden
resultar téxicas cuando sobrepasan niveles fisiolégicos de funcionamiento
considerados 6ptimos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Las ERO son generadas normalmente y en condiciones no estresantes. Reacciones
fisioloégicas enzimaticas y no enzimaticas son los mecanismos a través de los cuales
se generan las ERO (Skulachev, 1997) y localizadas en estructuras tales como
cloroplastos (Elstner, 1991) y mitocondrias (Turrens et al., 1982), donde
habitualmente se encuentran. De la misma forma en que naturalmente son
producidos, existen mecanismos que protegen estructuras y funciones celulares
frente a concentraciones normales o excesivas de ERO, las cuales estan a cargo de
moléculas antioxidantes tales como el glutation (GSH; Jiménez et al., 1998), acido
ascorbico (AsA; Smirnoff, 2000), tocoferoles (Kagan, 1989) y otros, metabolitos que
conforman el sistema antioxidante en plantas (Maldonado y Pahlich, 2004).

El GSH es un tripéptido muy abundante en los tejidos vegetales y presente

virtualmente en todos los compartimientos celulares (May et al., 1998). Su funcion



como antioxidante la ejecuta a través de un residuo central de cisteina y por un
mecanismo redox. El residuo de cisteina puede reaccionar con diferentes ERO,
como en el caso de la reaccién con H2O,, donde éste ultimo es reducido a H»O, en
tanto glutation se oxida a una forma inactiva que debe ser regenerada
enzimaticamente (Larson, 1988).

El AsA es uno de los antioxidantes mas poderosos y estudiados (Arrigoni y Tullio,
2000), detectado en la mayoria de los tipos celulares de plantas y en diferentes
organelos (Smirnoff, 2000). En su mecanismo de detoxificacion puede actuar
independientemente eliminando directamente al O, , radicales hidroxilo y oxigeno
singlete (Noctor y Foyer, 1998). Esta implicado en otros mecanismos antioxidantes
como cofactor enzimatico y donante de electrones para la regeneracion de otros
antioxidantes (Thomas et al., 1992).

Los tocoferoles, componentes de las membranas (Packer et al., 2001), son capaces
de donar un proton (H*) a un radical lipidico, previniendo de esta forma la
propagacion de la reaccion en cadena que peroxida los lipidos (Kamal-Eldin y
Appelqvist, 1996). La regeneracion del radical tocoferoxil resultante se realiza a
través del AsA o el GSH (Fryer, 1992). La peroxidacion lipidica dafa los sistemas
membranosos en donde el proceso de peroxidacién lipidica se ha iniciado. Cuando la
reaccion en cadena no es detenida, a partir de lipidos poliinsaturados se generan
productos degradados tales como hidrocarbonos, alcoholes, dimeros entrecruzados
y aldehidos. De éstos ultimos, el malondialdehido (MDA) constituye un marcador
caracteristico de las reacciones de peroxidacion lipidica y por lo tanto de estrés

oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1989).



Sin embargo, en determinadas situaciones, la principal y mas eficiente detoxificacion
celular de las ERO durante periodos de estrés, la realizan los sistemas antioxidantes
enzimaticos. Esta funciéon la realizan enzimas tales como superéxido-dismutasa
(SOD, EC 1.151.1; McCord y Fridovich 1969); catalasas en general y
particularmente Catalasa (CAT, EC. 1.16.1.6); peroxidasas (Willekens et al., 1995),
especialmente ascorbato-peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) y glutatién-reductasa (GR,
EC 116.4.2, Maldonado y Pahlich, 2004).

El sistema SOD es uno de los mas importantes y estudiados. SOD esta presente en
los compartimentos subcelulares susceptibles al estrés oxidativo (Bowler et al.,
1992). Se han descrito al menos dos isoformas estructuralmente similares de SOD
en eucariontes, las cuales difieren en los iones metalicos que contienen como
cofactor. FeSOD, presente en el estroma del cloroplasto y MnSOD, presente en la
mitocondria (Beyer y Fridovich, 1987). Existe una tercera isoenzima de SOD, la cual
no esta estructuralmente relacionada con las otras dos, Cu/ZnSOD, presente en el
citosol y el cloroplasto de la célula vegetal (Bannister et al., 1987). SOD protege del
estrés oxidativo catalizando la dismutacién de O, a H,O, y O, (Scandalias, 1993),
reaccion que ocurre 10.000 veces mas rapido que una dismutacidén espontanea.

CAT es una enzima que contiene un grupo prostético hemo y cataliza la dismutacion
de H,Oz2a O, y H,O mediante una serie de reacciones en cadena, principalmente a
nivel de membranas y citoplasmatico (Elstner y Oswald, 1994). Elimina tanto el H,0,
generado en los peroxisomas luego de procesos oxidativos, como el producto de la
dismutacion del O,s por SOD. Existen isoformas localizadas en los distintos

compartimentos celulares (Elstner y Oswald, 1994)



APX cataliza una reaccion de descomposicion de H,O, parecida a catalasa, también
asociada con la membrana, pero principalmente al interior de compartimientos
subcelulares tales como peroxisomas y mitocondrias (Sugimoto, 1997).

Tanto APX como GR estan directa o indirectamente relacionadas a la eliminacion del
exceso de H,O, mediante la via de Halliwell-Asada. En estas reacciones, una vez
que SOD ha catalizado la dismutacion del O2¢  en H,O,y Oz, APX reduce al H,0»
generando H,O al tiempo que una molécula de AsA es oxidada en el proceso.
La regeneracion del AsA es catalizada por la enzima deshidroascorbato-reductasa la
cual reduce el producto oxidado del AsA, monodeshidroascorbato a AsA.
En esta ultima reaccion dos moléculas de GSH son oxidadas. Finalmente, GR

cataliza la regeneracion del glutation oxidado (GSSG), (Asada, 1999).

2.2. Micorrizas y estrés hidrico

La asociacion simbibtica que ocurre entre hongos ectomicorrizicos y la mayoria de
las raices de las plantas vasculares, se denomina genéricamente micorriza
(Kendrick, 1992; Brundrett, 1991). Se reconocen al menos siete tipo de asociaciones
(Smith y Read, 1997). La micorriza arbuscular (MA), que ocurre entre plantas y
hongos endomicorrizicos, es la mas comun (Trappe, 1987). Se estima que mas del
80% de las plantas terrestres forman este tipo de asociacion, muchas de las cuales
son de especial interés agronomico (Smith y Read, 1997). La principal caracteristica
de este tipo de micorriza es que, la colonizacién implica penetracion de las hifas en

células individuales del tejido radicular y la formacién intracelular de una estructura



arbuscular, producto de la divisién dicotémica de las hifas.

Menos comun es la simbiosis que se establece entre las plantas y hongos
ectomicorrizicos (ECM), que a diferencia de las endomicorrizas, colonizan la raiz
externamente, formando un “manto fungico”, extendiendo las hifas entre las células
de la raiz hospedante, hasta constituir una estructura denominada Red de Hartig
(Brundrett et al., 1996). A este ultimo tipo de asociacion corresponde la micorriza del
geénero Nothofagus (Harley y Harley, 1987; Brundrett ef al., 1996).

La distribucion de los hongos implicados en esta simbiosis varia geograficamente y
en cuanto a la especificidad de la planta que colonizan. Hongos del género Pisolithus
se encuentran a través de todos los continentes formando micorrizas con distintas
especies hospedantes y consecuentemente con un caracter universal (Alexander y
Hogberg, 1986; Bougher y Malajczuk, 1990). Las especies con distribuciéon
geografica reducida presentan mayor especificidad de hospedante. Tal es el caso de
Descolea antarctica, que se encuentra en los bosques de Nothofagus de Sudamérica
y por lo tanto solo es simbionte de especies pertenecientes a este género y su
frecuencia de micorrizacién es menor (Valenzuela, 1993; Alvarez et al., 2003).
Garrido (1988) describe por primera vez morfolégica y anatomicamente micorrizas
del género Nothofagus y realiza ensayos de inoculacion con cultivos puros de
hongos. Posteriormente Godoy y Palfner (1997) y Palfner (2001) comienzan con una
clasificacion sistematica de las micorrizas en Nothofagus spp. del sur de Chile.
Subsiguientemente Alvarez et al. (2001, 2003, 2004, 2005, 2006), verificaron que una
de las estrategias por medio de la cual la micorriza favorece el desarrollo de la planta

es debido a una absorcion mejorada de fosforo bajo distintas condiciones de pH y



fésforo disponible.

Se encontrd, ademas que la presencia de micorrizas en N. dombeyi sometidos a
estrés hidrico, favorecié el desarrollo y la calidad de la planta (Gacitua, 2005), junto a
una eficiente mantencion de la actividad fotosintética (Olivares, 2005).

En efecto, la micorriza presenta distintos beneficios para la planta, entre los que se
puede incluir: proteccion contra hongos parasitos o nematodos (Duchesne et al.,
1989; Grandmaison et al., 1993; Newsham et al., 1995; Little y Maun, 1996; Cordier
et al., 1998, Morin et al., 1999); cambios en la arquitectura de la raiz, que le facilitan
una mayor superficie de absorcion (Daniels et al., 1988; Miller et al., 1997) y
beneficios relacionados en general con una absorcion mejorada (Russell, 1977;
Marschner, 1995). Se han reportado otros efectos no relacionados con beneficios
nutricionales tales como los cambios en las relaciones hidricas entre el suelo y la raiz
(Brundrett, 1991; Smith y Read, 1997) que involucran ajuste osmatico (Augé, 2001) y
mayor captacion de agua gracias a las hifas presentes en el suelo, sin embargo, las
ventajas permanecen menos claras e implican la asociacion con MA.

Finalmente, existe una serie de estudios en los que se pueden establecer algun tipo
de relacién, entre asociaciones del tipo MA y sus respectivas especies micorricicas
hospedantes, donde la presencia de hongos podrian proteger del dafio oxidativo en
condiciones de estrés hidrico. En este sentido, se ha observado que en raices de
leguminosas aparecen dos isoformas de SOD, no presentes en sus raices sin
micorrizar (Palma et al., 1993). Otro estudio también mostré que en AM la actividad
de SOD fue mayor, comparada con raices de plantas sin micorrizar (Ruiz-Lozano y

Azcon, 1996). Recientemente, se observo que en raices con AM sometidas a estrés

10



hidrico, la actividad enzimatica antioxidante representada por la enzima GR logré
proteger del dano oxidativo producido por la limitante hidrica (Ruiz-Lozano et al.,
2001; Porcel et al., 2003).

A pesar de esto, no existe una correspondencia uniquivoca entre las micorrizas, la
proteccion frente al dafio oxidativo producto de las condiciones de estrés hidrico y el
aumento de las actividades enzimaticas antioxidantes y poco es lo que sabe aun de
la relaciéon simbidtica de hongos ectomicorrizicos con raices de arboles nativos
chilenos.

Dado que existe una creciente atencion en N. dombeyi debido a su potencial riqueza
genética (Premoli, 1997), como recurso maderable econdmicamente importante
(Alberdi et al., 1985; Veblen et al., 1996) y es una especie capaz de desarrollarse en
condiciones estresantes, siendo pionera en la colonizacion de suelos pobres o
ambientalmente degradados (Grosse y Quiroz, 1999). Se postula que uno de los
mecanismos implicados en estas caracteristicas, es la relacion simbidtica y
protectora con hongos ectomicorrizicos; lo cual resulta especialmente relevante en el
contexto de procesos silviculturales de viverizacion para N. dombeyi. Esta asociacion
induciria en la planta un aumento de los sistemas antioxidantes enzimaticos SOD,
CAT, APX y GR durante periodos de estrés hidrico, mientras que esta mayor
actividad enzimatica antioxidante protegeria a la planta de fenbmenos tales como
peroxidaciéon lipidica, denaturaciéon de proteinas o dafos en acidos nucleicos,
evaluado en parte a través de los marcadores de estrés oxidativo, H>O, y MDA.
Este conjunto de eventos finalmente facultaria a la planta para su persistencia en

programas de reforestacion o plantaciones comerciales.
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2.3. Hipétesis general

Plantulas de N. dombeyi micorrizadas selectivamente bajo condiciones
experimentales, presentarian mayor proteccion frente al dano oxidativo generado por

estrés hidrico, que las plantulas sin micorrizar.

2.4, Hipoétesis especificas

Plantulas de N. dombeyi no micorrizadas sometidas a estrés hidrico presentarian

mayor dafio oxidativo en comparaciéon con aquellas micorrizadas y bajo condiciones

hidricas normales.

Los sistemas enzimaticos antioxidantes aumentarian en raices de plantulas de N.

dombeyi micorrizadas con respecto a las sin micorrizar.

2.5. Objetivo general

Caracterizar las respuestas de los sistemas antioxidantes en situaciones de estrés

hidrico, en plantulas de N. dombeyi micorrizadas y sin micorrizar, en condiciones

experimentales de invernadero.
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2.6. Objetivos especificos

Cuantificar los marcadores de estrés oxidativo H,O, y MDA provocado por estrés
hidrico en raices micorrizadas y sin micorrizar de plantulas de N. dombeyi, en

condiciones controladas de invernadero.

Cuantificar las actividades enzimaticas antioxidantes SOD, CAT, APX y GR,
inducidas por estrés hidrico en raices micorrizadas y sin micorrizar de plantulas de N.

dombeyi, en condiciones experimentales de invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Pipetas volumétricas, matraces, vasos de precipitado, placas Petri, material de vidrio
en general, morteros y pistilos de Schott. Homogenizador Jirgens Type RM 90,
Bremen, Alemania. pHmetro, balanza analitica y semianalitica, espectrofotdmetro
UV-Visible Shimadzu. Destilador de agua, desionizador de agua Barnsted, centrifuga
refrigerada de Eppendorf, micropipetas Trasferpette de Brand. Camara de cultivo
Scico. Microtubos y puntas de pipeta de Eppendorf. Cubetas de cuarzo provistas por
Brand. Nitrogeno liquido adquirido en Centro de Inseminacion Artificial, Valdivia.
Vermiculita y sustrato tierra de corteza adquirido en CEFOR. Sondas TDR de
EijelKkamp. Agar-Melin-Norkrans modificado (MNM), Agar-Malta de Merck.
Peroxidasa Tipo IV de rabano picante y Cu/Zn SOD de higado bovino
Polivinilpirrolidona. NBT*2HCI, L-metionina, riboflavina, Triton X-100, glutatidon
oxidado, NADPH de Calbiochem. Reactivo de Bradford, albumina sérica bovina
(BSA, Sigma Chem.), de Bio-Rad. NH4sNO3, KH,PO4, KCI, CaCl;*2H,0, MnCl,*4H,0,
HsBO3, ZnCl; NapMoO4*2H,0, K,HPO,4, EDTA sal disodica, H,O,, ascorbato, 4-
aminoantipirina, fenol, acido 2- tiobarbiturico, Na,HPO,, Tris-HCI, HCI, acido
tricloroacético, 2-B-mercaptoetanol, de Merck. Hojas de aluminio Alusafoil, bolsas
plasticas, tijeras, pinzas, malla plastica, algodon hidrofilo, ampolletas fluorescentes

Phillips de 20 W adquiridos en comercios locales.
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3.2. Métodos

3.2.1. Cultivo de plantulas de Nothofagus dombeyi

Las plantas de N. dombeyi originadas a partir de semillas procedentes del sector
Raulintal (40° S, 72° E) X region, Chile, se adquirieron en el Centro Experimental
Forestal (CEFOR). Antes de ser transplantadas, las plantulas de N. dombeyi se
pesaron para determinar su peso fresco. El transplante se realiz6 desde los
contenedores a macetas plasticas de volumen aproximado 2 L con el sustrato de
corteza esterilizado en autoclave a 121 °C, 1 atm de presion durante 50 min. De esta
manera se obtienen condiciones semiestériles durante el experimento.

Las plantas transplantadas se aclimataron en el vivero durante un mes, luego de lo
cual se establecieron en invernadero a 90 % de humedad relativa, 12 °C e intensidad

luminica de 20 pmol m?s™; por 12 h. diarias

3.2.2. Cultivo de los hongos Pisolithus tinctorius y Descolea antarctica

P. tinctorius se cultivd a partir de muestras cedidas por el centro de estudios
ambientales y tecnologia de Bremen, Alemania y se realiz6 en placas Petri con
medio Agar- Melin-Norkrans modificado (MNM) durante 2 semanas. A continuacion,
se dispusieron tres discos de medio MNM con micelio masificado en frascos de 1 L
que contenian una mezcla de 65 g de vermiculita y 300 mL de medio MNM

esterilizados por 20 min. a 121 °C y 1 atm. La masificacidén del indculo se realiz6 en
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camara de cultivo durante 4 semanas.

D. antarctica se cultivd sobre la base de una seleccion de muestras aisladas en el
Instituto de Microbiologia de la Universidad Austral de Chile, provenientes del bosque
templado de N. dombeyi en el Parque Nacional Puyehue (41° S, 72° E) X Region,
Chile. El cultivo se realizé en forma separada en placas Petri con Agar-Malta al 2%
mantenidas en camara de cultivo durante 4 semanas.

Para la masificacion del micelio se prepararon frascos que contenian como sustrato
sélido 100 g de vermiculita mezclado con 400 mL de caldo malta al 1% para D.
antarctica y 100 g de vermiculita con 400 mL de medio MMN para P. tinctorius, una
vez llenados los frascos de vermiculita impregnada, se esterilizaron por 20 min., 121
°Cy 1 atm.

De las placas donde el micelio se masificd, se cortaron tres discos con un tubo de
ensayo previamente esterilizado en un mechero. Los discos se depositaron en forma
equidistante al interior de cada frasco. Posteriormente, cada frasco se llevo a la
camara de cultivo por 4 semanas, hasta desarrollo visible del micelio vegetativo

como potencial indculo en el ensayo experimental.

3.2.3. Inoculaciéon de N. dombeyi

La inoculacion se realizé con 30 g de vermiculita-medio de cultivo que contiene el

micelio del hongo ectomicorrizico D. antarctica, incorporandolo cerca de las raices

jovenes a través de un agujero realizado en el sustrato de los contenedores de las
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plantulas. Para P. tinctorius se utilizé la misma técnica de inoculacion con 15 g de

in6culo.

3.2.4. Evaluacion de la formacion de ectomicorrizas

Después de lograda la ectomicorrizacion en el bioensayo de invernadero, la
presencia de la Red de Hartig, caracteristica morfolégica de las ectomicorrizas,
confirmé o no la formacion de la simbiosis. Adicionalmente, se observé el color,
grosor, textura y otros cambios en la morfologia de la raiz, caracteristicas que varian

en plantulas micorrizadas (Brundrett et al., 1996).

3.2.5. Medicion del nivel hidrico en el suelo

Las variables hidricas corresponden a mediciones realizadas con sondas TDR (Time
Domain Reflectrometry, IMKO), que es una medida del contenido hidrico por
volumen (2 L).

Los potenciales hidricos del suelo medidos corresponden a los siguientes valores:
Para el nivel de irrigacion normal (8,5 - 19,5%): -0,07 a -0,09 MPa.

Para el nivel denominado estrés 1: (3,6 - 5,6): -1 a -1,5 MPa.

Para el nivel denominado estrés 2 (1 - 3%): -1,6 a -2,1 MPa.

El nivel de recuperacion implica un potencial hidrico de suelo igual al normal.
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Los niveles hidricos fueron monitoreados cada cinco dias, durante el periodo
experimental. A los contenedores con valores bajo el rango se les agregé agua hasta

alcanzar nuevamente el valor de referencia.

3.2.6. Fertilizacion

Se realiz6 por riego sélo una vez, antes de iniciar los tratamientos de estrés hidrico.
Se aplicd una solucion “Knopschen” (1:3) desarrollada por Ziegler (1998) y que
contiene 143 mg/L de NH4sNOs3, 88 mg/L de KH,PO4, 46 mg/L de KCI, 146 mg/L
CaCl;*2H,0, 0,6 mg/L de MnClI,*4H,0, 1 mg/L de H3BO3, 0,04 mg/L de ZnCl, y 0,007

mg/L de Na;MoO4*2H,0.

3.2.7. Diseiho experimental

Las plantas de N. dombeyi micorrizadas fueron sometidas a una matriz de
tratamientos donde se considerd un tratamiento de fertilizacibn mas su control sin
fertilizacion, dos tratamientos de inoculacion y los respectivos controles, dos niveles
de estrés hidrico mas un control y un nivel de recuperacién. El Contenido Hidrico por
Volumen de 8,5-19,5 % se consideré como un nivel sin estrés hidrico. El disefio

implica un total de 120 plantulas, 5 por cada tratamiento.
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3.2.8. Obtencion de las muestras

Luego de 4 semanas posteriores a la inoculaciéon, se inicio la disminucién del nivel
hidrico. Una vez alcanzado el nivel hidrico deseado, éste es mantenido durante 4
semanas. Posteriormente, las plantulas fueron procesadas para la obtencion de las
muestras, que se prepararon a partir de las raices mas finas, que corresponden a las
de mayor actividad fisioldgica.

Para esto, se elimina la tierra de la raiz con pincel, pinza y sacudiéndola
suavemente. De esta manera se obtienen aproximadamente 2 g en peso fresco de
raices finas por cada planta, en aproximadamente 30 min.

Las raices asi obtenidas son empacadas en una malla de material plastico, envueltas
en papel aluminio, rotuladas y sometidas a choque térmico en nitrégeno liquido. Los
empaques consisten en aproximadamente 1 g para las actividades enzimaticas, 0,5 g
para H,O, y 0,5 g para MDA. Posteriormente el material es almacenado a -80 °C
hasta el momento de su homogenizacion.

Para la obtencion de las proteinas solubles, las raices almacenadas a -80°C son
colocadas nuevamente en nitrégeno liquido y, aun empacadas, son molidas en un
mortero enfriado a -20 °C, sobre hielo y con nitrégeno liquido. Del tejido radicular
obtenido, 0,5 g se mezclan con 20 mL de tampodn fosfato de extraccion 50 mM, pH
7,8; 0,1 mM de EDTA y 0,5 g/mL de polivinilpirrolidona para cuantificar SOD y CAT
(Lester, 2004). Para APX y GR; 0,5 g de tejido radicular son mezclados en 20 mL del
mismo medio enriquecido con 10 mM de B-mercaptoetanol y 1 mM de ascorbato

fresco. La homogenizacion se realizé en el homogenizador de cuchillas durante 4
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minutos y a 4 °C. El extracto es filtrado a través de una capa de algoddn, se dispone
en 10 microtubos de 1,5 mL, los cuales posteriormente seran centrifugados a 20000
g por 20 min. a 4 °C. El sobrenadante se extrae y se deposita en alicuotas de
volumen apropiado en microtubos, los cuales seran sometidos a choque térmico en
nitrégeno liquido y luego almacenados a -80°C hasta el momento de la realizacion de
las determinaciones (Lester, 2004).

Para la cuantificacion de H,O, y MDA se homogenizaron muestras de tejido radicular
de entre 0,3 - 0,5 g en un mortero enfriado a -20 °C, sobre hielo y con nitrdgeno
liquido y al momento de realizar el ensayo (Lester, 2004).

Las actividades enzimaticas y la cuantificacion de H,O, y MDA fueron seguidas

espectrofotométricamente a temperatura ambiente de 25 °C aproximadamente.

3.2.9. Evaluacion del estrés oxidativo en raices

3.2.9.1. Malondialdehido (MDA)

Malondialdehido es un producto de la peroxidacién de lipidos de membrana y se
cuantificé segun la técnica de Halliwell & Gutteridge (1989).

En este ensayo el MDA (proveniente de la muestra) se une al acido tiobarbiturico
(TBA, reactivo) formando un aducto con un maximo de absorcion a 532 nm (Ec. 1).
La absorbancia medida a esta longitud de onda es proporcional a la concentracion de

MDA presente en la muestra.
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MDA + TBA > MDA-TBA Ec. 1

Se prepararon las siguientes soluciones stock:

Tampon fosfato de potasio 100 mM, pH 7,4 y acido clorhidrico 0,25 M a partir de HCI
comercial. Ambas soluciones se almacenaron en envases plasticos a 4 °C durante
30 dias. MDA en HCI 0,25 M; 10,626 nmol/mL.

La mezcla de reaccién contiene 15 % p/v de acido tricloracético; 0,1 % p/v de
butilhidroxitolueno y 0,375 % de TBA en HCI 0,25 M. Esta mezcla se almaceno a 4
°C en envase plastico durante un periodo maximo una semana.

Las raices se homogenizaron en 10 mL del tampén fosfato de potasio 100 mM, pH
7,4 y como se describid previamente. EI homogenizado se filtré por una capa de
algodon y se centrifugd a 15000 g por 20 min a 4 °C.

El cromdgeno se formd agregando 200 uL del sobrenadante obtenido a 1 mL de la
mezcla de reaccion y se incubé a 100 °C durante 30 min. Después de enfriar a
temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron a 800 g por 5 min. El sobrenadante
se utilizé para la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro a 532 nm.

La peroxidacion lipidica fue estimada como el contenido de Sustancias Reactivas con
Acido 2-Tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés) y expresadas como
equivalentes de MDA. Para esto se construydé una curva de calibracion utilizando
MDA en el rango de concentracion de 0,1 — 10 nmol, a partir del stock de MDA. La

concentracion de MDA se obtuvo mediante la ecuaciéon de la recta obtenida.
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3.2.9.2. Peréxido de hidrégeno (H20;)

Se cuantificé con un método de oxidaciones acopladas con peroxidasa de rabano
picante (Frew et al., 1983).

En este método el H,O, presente en la muestra se acopla oxidativamente con 4-
aminoantipirina y fenol, en presencia de peroxidasa. La reaccién genera un producto
quinonaimina coloreado con un maximo de absorcion a 505 nm (Ec. 2). La
absorbancia medida a esta longitud de onda es proporcional a la concentracién de

H,O, presente en la muestra.

2H,0; + 4-aminoantipirina + fenol + peroxidasa - Ec. 2

quinonaimina + 2H,0 + peroxidasa

Se prepararon 100 mL de la siguiente mezcla de reaccion:

0,234 g de fenol; 0,10 g de 4-aminoantipirina; 1,0 mL de tampédn fosfato 0,1 M, pH
6,9; peroxidasa de rabano picante, 2,0 E-8 M; H,0,, 2,5 puM.

Las raices se homogenizaron cémo se describié anteriormente en HCI 25 mM. Este
homogenizado se filtr6 a través de cuatro capas de algodon, posteriormente, el
filtrado resultante fue neutralizado a pH 7,0. De esta manera se obtuvo un volumen
aproximado de 6 mL, el cual fue agregado a 4 mL de la mezcla de reaccion. El
cromoégeno formado es medido a 505 nm de longitud de onda.

La curva de calibracion se elaboré de acuerdo a Frew et al. (1983), utilizando la

ecuacion de la recta para el calculo de la concentraciéon de H,0..

22



23

3.2.10. Evaluacion de la actividad enzimatica total en raices

3.2.10.1. Superéxido Dismutasa (SOD)

La cuantificacion de SOD se realiz6 mediante un ensayo competitivo con azul nitro-
tetrazolio cloruro (NBT, por sus siglas en inglés), el cual reacciona y elimina el O,e .
En este ensayo, riboflavina es fotoquimicamente excitada (Ec.3.1). En dicho estado,
ribloflavina es capaz de oxidar a un donante de electrones (L-metionina), luego de lo
cual el colorante se reduce a una semiquinona, proceso en el cual reduce el O, a
O,* (Ec.3.2). En este punto, al anion Oz* dismuta a H,O2y O, catalizado por SOD
(Ec.3.3) o bien, reduce a NBT, originando un precipitado formazan de color purpura
insoluble (Ec. 3.4).

La concentracion de este ultimo compuesto es determinada
espectrofotométricamente a 560 nm y resulta ser inversamente proporcional a la

concentracion de SOD en la muestra (Beyer y Fridovich, 1987).

Riboflavina+ hv - Riboflavina* Ec.3.1

Riboflavina* + L-metionina™ + O, > Ec.3.2

- - . . + -
semiquinona + L-metionina” + O,¢

02'_ + SOD > SOD + H,0,+ O, Ec.3.3



O, +NBT -  Precipitado formazan Ec.3.4

Se prepararon disoluciones stock de los siguientes reactivos:

L-metionina, 300 mg / 10 mL; NBT, 14,1 mg / 10 mL; riboflavina, 4,4 mg / 100 mL,
Triton X-100, 1%; en frascos recubiertos con papel aluminio y almacenados por un
periodo maximo de 30 dias a 4 °C. K;HPO4 50 mM y KH,PO4 50 mM y tampdn
fosfato 50 mM, pH 7,8; que se almacenaron en envases plasticos a 4 °C durante un
periodo maximo de 30 dias. SOD 1,0 mg / mL almacenada a -20° C en alicuotas
adecuadas.

A partir de estas disoluciones se prepard otra de 50 mL que contiene 50 mM de
tampon fosfato, pH 7,8; 0,1 mM de EDTA; 9,9 mM de L-metionina; 57 uM de NBT;
0,9 uM de riboflavina; 0,025% de Triton X-100. Esta disolucién se prepar6é una vez
cada dia y fue utilizada solamente fresca. Se toma 1 mL se esta disolucién y se
agregan 5 pyL de muestra a este volumen. La reaccion se inicio al iluminar los
microtubos con lamparas fluorescentes de 20 W en una caja revestida con papel de
aluminio durante 7 min., luego de lo cual se lee la absorbancia a 560 nm de longitud
de onda.

Para la elaboracion de la curva de calibracién se reemplazé la muestra por distintos
volumenes de la disolucion stock de SOD 1,0 mg / mL que contenian la masa de
enzima adecuada segun Beyer y Fridovich (1987).

La unidad de actividad enzimatica es definida como la cantidad de SOD en ug que es
capaz de inhibir el 50% de la fotoreduccion de NBT en las condiciones establecidas.

(U min™" mg™ prot).
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3.2.10.2. Catalasa (CAT)

Se cuantific6 mediante una reaccion que utiliza el sustrato de la enzima, H,O,, en
bajas concentraciones. La descomposicion enzimatica del H,O, es seguida
directamente (Ec. 4), mediante espectrofotdmetro UV-Visible, por la disminucién de

la absorbancia a 240 nm (Aebi, 1984).

4H,0, + CAT > 4H,0 + 20, Ec. 4

Se prepararon disoluciones stock de los siguientes reactivos:

Tampon fosfato 50 mM, pH 7,0 (con base Na,HPOQO,); H,O, 30 mM fresco, que se
preparé a partir de H,O, 30% en el tampdn dado. El tampdn se almacené a 4 °C
durante un periodo maximo de 30 dias, mientras que el peréxido se prepard durante
el dia, eliminando lo que no se utilizoé en el transcurso de 24 hrs.

En este ensayo se agregaron 100 yL de muestra a un volumen de tampon de 600 uL
luego de lo cual la mezcla se homogenizo. La reaccion se inicia agregando 300 yL de
H,0O, diluido. Se sigue el descenso de la absorbancia a 240 nm de longitud de onda,
durante 3 min.

La diferencia en la absorbancia por unidad de tiempo es una medida de la actividad

CAT, expresada como pmol min™ mg™ prot.



3.2.10.3. Glutatiéon reductasa (GR)

Se basa en una reaccion de oxido-reduccion acoplada. En este ensayo GR cataliza
la reduccion de GSSH a GSH, en una reaccion dependiente de NADPH, el cual es
oxidado a NADP* (Ec. 5). Esta oxidacion se sigue espectrofotométricamente a 340

nm de longitud de onda (Carlberg y Mannervik, 1985).

NADPH + GSSG +GR > NADP" + 2GSH + GR Ec.5

Se prepararon disoluciones stock de los siguientes reactivos:

Tampodn fosfato de potasio 0,2 M; pH 7,0 con 0,2 mM de EDTA; 2 mM NADPH, en 10
mM de Tris-HCI pH 7,0; 20mM de GSSH en agua destilada y desionizada. NADPH y
GSSH se dispusieron en alicuotas de 500 uL y se almacenaron a -20°C, hasta el
momento de su utilizacion, dentro de un periodo maximo de 30 dias. El tampdn se
almacend a 4 °C durante un periodo maximo de 30 dias.

En una cubeta de 1 mL se agregaron 750 pyL de tampoén mas 150 pL de muestra, se
mezcld, se agregaron 50 yL de GSSH en agua y se mezclo.

La reaccion se inicié agregando 50 uL de NADPH en Tris-HCI. Se sigui6 el descenso
de la absorbancia a 340 nm de longitud de onda, durante 2 min.

La diferencia en la absorbancia por unidad de tiempo es una medida de la actividad

GR, expresada como nmol min™ mg™ prot.
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3.2.10.4. Ascorbato peroxidasa (APX)

Se basa en una reaccion de oxido-reduccién acoplada. En este ensayo APX cataliza
la descomposiciéon del H,O, a H,O, en una reaccion dependiente de ascorbato (AsA),
el cual es oxidado a Malondehidroascorbato (MDHA). Esta oxidacién se sigue

espectrofotométricamente a 290 nm de longitud de onda (Amako et al., 1994).

2H,0, + ascorbato + APX > Ec. 6

2H20 + O+ MDHA + APX

Se prepararon disoluciones stock de los siguientes reactivos:

50 mM de ascorbato en agua destilada y desionizada; 1,0 mM de H,O, en tampon.
Ambas soluciones se prepararon durante el dia, eliminando lo que no se utilizé en el
transcurso de 24 hrs.

A una cubeta de cuarzo de volumen 1,0 mL se agregaron 840 pyL de tampdn fosfato
50 mM; pH 7,0; 50 pL de muestra y se mezclo; se agregaron 0,5 mM de AsA y se
inicié la reaccion con 0,1 mM de H,0O,. Se siguidé el descenso de la absorbancia a
290 nm de longitud de onda, durante 1 min.

La diferencia en la absorbancia por unidad de tiempo es una medida de la actividad

APX, expresada como mmol min™ mg™ prot.
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3.2.11. Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método azul de Coomasie de
Bradford (Bradford, 1976), modificado para microensayo con el reactivo del
laboratorio “Bio-Rad”, segun indicaciones del fabricante. La curva estandar se
preparé con albumina sérica bovina, segun indicaciones del fabricante.

Para el calculo de la concentracion de proteinas se utilizé la ecuacion de la recta

resultante.

3.2.12. Anadlisis estadistico

Los parametros evaluados en los ensayos enunciados se sometieron a analisis de
varianza. Para las variables no paramétricas, los datos se transformaran sacando la
raiz cuadrada de cada observacion antes de proceder al analisis de la varianza (Stell
y Torrie 1985). Para detectar si existieron diferencias significativas especificas entre
los tratamientos se utilizo la prueba de rango multiple de Tukey y Bonferroni, a un

nivel de significancia de 5%, para ambas pruebas (Stell y Torrie 1985).
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4. RESULTADOS

4.1. Malondialdehido (MDA)

4.1.1. Efecto del nivel hidrico en el contenido de MDA

En general, hubo un incremento en el contenido de MDA en todos los tratamientos, a
medida que disminuyo el contenido hidrico del sustrato; es decir, cuando la planta
fue sometida a un mayor estrés hidrico, el contenido de MDA en las raices de las
plantas estudiadas aument6. Este efecto fue evidente cuando se compararon los
niveles de estrés y recuperacion con los respectivos niveles de irrigacion normal y es

aun mas notable en los tratamientos S/m con/sin fertilizacion (Fig.1).

En los tratamientos S/m sin fertilizacion, en los niveles de estrés 2 y recuperacion y
en S/m fertilizado, en el nivel de estrés 2, los contenidos de MDA fueron los maximos
de todo el experimento. En el tratamiento S/m sin fertilizar, en el nivel de estrés 1, el
contenido de MDA fue de 7,46 nmol g' PF; 34,6 % superior al nivel control
denominado irrigacion normal (5,55 nmol g'1 PF). En el nivel de estrés 2, el
contenido de MDA fue de 15,5 nmol g PF; 179,8 % superior al control y 107,9 %
superior al nivel de estrés 1. Re-hidratar el sustrato para verificar la recuperacion de
la planta al estrés, no causo efectos estadisticos significativos en comparacién al
nivel de estrés 2 y el contenido de MDA en este nivel de recuperacion

(13,38 nmol g'1 PF) fue 141,2 % superior al nivel de irrigaciéon normaly 79,2 %
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Fig. 1: Efectos del nivel hidrico, fertilizacion y micorrizacién en el contenido de
MDA en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D.
antarctica (Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media + S.E. de 3 plantas. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre los mismos niveles de irrigacion de cada tratamiento. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de irrigacion,
dentro del mismo tratamiento. Ambos analisis estadisticos segun las comparaciones

multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).



superior al nivel de estrés 1. Para S/m fertilizado, los contenidos de MDA observados
fueron de 4,86 nmol g'1 PF en el control; 8,13 nmol g'1 PF en el nivel del estrés 1;
12,02 nmol g PF en el nivel de estrés 2 y 10,04 nmol g PF en el nivel de
recuperacion. El contenido de MDA en el nivel de estrés 1 fue 67,1 % superior al
control. En el estrés 2, el contenido de MDA fue 147,1 % superior al nivel de
irrigacion normal y 47,9 % superior al nivel de estrés 1. En el nivel de recuperacion,
el contenido de MDA fue 106,4 % superior al nivel de irrigacion normal y 23,5 %
superior al contenido de MDA observado en el nivel de estrés 1. En este nivel de
recuperacion se observé un descenso estadisticamente significativo de 16,5 % en el

contenido de MDA, respecto al nivel de estrés 2.

Entre los tratamientos Da fertilizado y sin fertilizar, en los niveles de estrés y
recuperacion, el contenido de MDA aumentd con respecto al control de manera
estadisticamente significativa. Sin embargo, a partir del nivel de estrés 1 el contenido
de MDA se mantuvo constante, tanto en los niveles de estrés como en los de
recuperacion. En el tratamiento Da sin fertilizar, los contenidos de MDA fueron de
5,38; 8,68; 8,81 y 8,37 nmol g”' PF; para los niveles de irrigacion normal, estrés 1,
estrés 2 y recuperacion, respectivamente. En el nivel de estrés 1 el contenido de
MDA fue 61,5 % superior al control. En el nivel de estrés 2 el contenido de MDA fue
63,8 % superior al control y sin diferencia significativa con el nivel de estrés 1. En el
nivel de recuperacion el contenido de MDA fue 55,7 % superior al control y sin

diferencias significativas con el nivel de estrés 1 ni con el estrés 2. En el tratamiento
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Da fertilizado, los contenidos de MDA fueron de 4,85; 9,04; 8,39 y 8,29 nmol g” PF;
en los niveles de irrigacibn normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion,
respectivamente. En el nivel de estrés 1 el contenido de MDA fue 86,2 % superior al
control. En el nivel de estrés 2 el contenido de MDA fue 72,9 % superior al control y
sin diferencia significativa con el nivel de estrés 1. En el nivel de recuperacion el
contenido de MDA fue 70,7 % superior al control y sin diferencias significativas con el

nivel de estrés 1y estrés 2, respectivamente.

En el tratamiento Pt sin fertilizar, en el nivel de estrés y en el de recuperacion, el
contenido de MDA aumenté con respecto al nivel de control de manera
estadisticamente significativa, sin embargo, a partir del nivel de estrés 1 el contenido
de MDA se mantuvo constante, tanto en los niveles de estrés como en los de
recuperacion. En el tratamiento Pt sin fertilizar, los contenidos de MDA fueron de
5,12; 8,14; 8,32 y 8,15 nmol g'1 PF; en los niveles de irrigacion normal, estrés 1,
estrés 2 y recuperacion, respectivamente. En el nivel de estrés 1 el contenido de
MDA fue 59,0 % superior al control. En el nivel de estrés 2 el contenido de MDA fue
62,6 % superior al control y sin diferencia significativa con el nivel de estrés 1. En el
nivel de recuperacion el contenido de MDA fue 59,3 % superior al control y sin
diferencias significativas con los niveles de estrés 1 y estrés 2. En el tratamiento Pt
fertilizado, los contenidos de MDA fueron de 5,45; 10,25; 8,06 y 9,58 nmol g~ PF;
para los niveles de irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion,

respectivamente. En el nivel de estrés 1 el contenido de MDA fue 88,0 % superior al
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control. En el nivel de estrés 2 el contenido de MDA fue 48,0 % superior al control y
un 21,3 % menor al nivel de estrés 1. En el nivel de recuperacion el contenido de
MDA fue 75,7 % superior al control, sin diferencias significativas con el nivel de

estrés 1y 18,8 % superior al nivel de estrés 2.

4.1.2. Efecto de la fertilizacion en el contenido de MDA

Como muestra la Fig. 1, los efectos de la fertilizacién pudieron apreciarse en el
tratamiento S/m fertilizado, en los niveles de estrés 1, 2 y recuperacion en
comparacion al tratamiento S/m sin fertilizar en los mismos niveles hidricos. También
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el tratamiento Pt
fertilizado, en los niveles hidricos de estrés 1 y recuperacion, con respecto al
tratamiento Pt sin fertilizacion en los niveles hidricos equivalentes. En condiciones de
irrigacion normal, el contenido de MDA se mantuvo sin diferencias estadisticamente

significativas en todos los tratamientos.

El tratamiento S/m fertilizado, en el nivel de irrigacion normal, no presento diferencia
estadisticamente significativa con el tratamiento S/m sin fertilizar. En el nivel de
estrés 1, el contenido de MDA fue 8,9 % mayor en el tratamiento S/m fertilizado, en
comparacion a S/m sin fertilizar. En el nivel de estrés 2 el contenido de MDA fue
22,6 % menor en el tratamiento S/m fertilizado respecto a S/m sin fertilizar. En el

nivel de recuperacion el contenido de MDA fue 25,0 % menor en el tratamiento S/m



fertilizado, en comparacion a S/m sin fertilizar. Entre los tratamientos Da con/sin
fertilizar, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
niveles de irrigacion.

En el tratamiento Pt fertilizado, en el nivel de irrigacidn normal, no existio diferencia
significativa con el tratamiento Pt sin fertilizar. En el nivel de estrés 1, el contenido de
MDA fue 26,0 % superior en el tratamiento Pt fertilizado, en comparacién a Pt sin
fertilizar. En el nivel de estrés 2 no existio diferencia significativa entre el contenido
de MDA de los tratamientos Pt fertilizado, respecto a Pt sin fertilizar. En el nivel de
recuperacion el contenido de MDA fue 17,5 % mayor en el tratamiento Pt fertilizado,

en comparacion a Pt sin fertilizar.

4.1.3. Efecto de la micorrizacién y la especie micorrizica en el contenido de

MDA

En la Fig. 1 se observa que la micorrizacion tuvo efectos significativos tanto en los
tratamientos sin fertilizacion como en los fertilizados, aunque en diferentes niveles
hidricos. En condiciones de irrigacion normal, la formacion de micorrizas no presento
efectos estadisticamente significativos en el contenido de MDA para ningun

tratamiento.

Entre los tratamientos Da y Pt sin fertilizacion y en todos los niveles hidricos, no
existieron diferencias significativas en el contenido de MDA. Para el grupo sin

fertilizar, en el nivel de estrés 1, el contenido de MDA fue menor en el tratamiento
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S/m, 7,46 nmol g™ PF (S/m sin fertilizar), versus 8,68 nmol g PF (Da sin fertilizar) y
8,14 nmol g PF (Pt sin fertilizar). En el tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de
estrés 1, el contenido de MDA fue 16,4 % mayor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel
de estrés. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en el nivel de estrés 1, el contenido de
MDA fue 9,0 % mayor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el
tratamiento S/m sin fertilizar, en el nivel de estrés 2, el contenido de MDA alcanz¢ el
valor maximo de todo el experimento, 15,52 nmol g”' PF. En el tratamiento Da sin
fertilizar, en el nivel de estrés 2, el contenido de MDA fue 43,3 % menor a S/m sin
fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en el nivel de
estrés 2, el contenido de MDA fue 46,4 % menor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel
de estrés. En el tratamiento S/m sin fertilizar, en el nivel de recuperacion, el
contenido de MDA no presentd diferencia estadistica con el estrés 2. En el
tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de recuperacién, el contenido de MDA fue
37,4 % menor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt sin
fertilizar, en el nivel de recuperacion, el contenido de MDA fue 39,0 % menor a S/m

sin fertilizar, en el mismo nivel de estrés.

En el grupo de tratamientos con fertilizacion, Da fertilizado no presentd diferencias
estadisticas significativas en el contenido de MDA dentro del tratamiento, entre los
niveles de estrés 1, 2 y recuperacion. Asi mismo, entre Da fertilizado y S/m fertilizado,
en el nivel de estrés 1, no existieron diferencias estadisticas. Lo mismo ocurrié entre

Pt fertilizado y S/m fertilizado, en el nivel de recuperacion y entre Da y Pt fertilizados,
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en el nivel de estrés 2. En el nivel de estrés 1, el contenido de MDA fue menor en el
tratamiento S/m; 8,13 nmol g'1 PF (S/m fertilizado), versus 9,04 nmol g'1 PF (Da
fertilizado) y 10,25 nmol g™ PF (Pt fertilizado). En el tratamiento Da fertilizado, en el
nivel de estrés 1, el contenido de MDA fue 11,2 % mayor a S/m fertilizado en el
mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt fertilizado, en el nivel de estrés 1, el
contenido de MDA fue 26,1 % mayor a S/m fertilizado y 13,4 % mayor a Da fertilizado
en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento S/m fertilizado, en el nivel de estrés 2,
el contenido de MDA alcanzé el maximo del grupo fertilizado; 12,02 nmol g™ PF. En
el tratamiento Da fertilizado, en el nivel de estrés 2, el contenido de MDA fue 30,2 %
menor a S/m fertilizado en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt fertilizado,
en el nivel de estrés hidrico 2, el contenido de MDA fue 32,9 % menor a S/m
fertilizado en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento S/m fertilizado, en el nivel de
recuperacion, el contenido de MDA no presenté diferencia estadistica con el nivel de
estrés 2. En el tratamiento Da fertilizado, en el nivel de recuperacién, el contenido de

MDA fue 17,4 % menor a S/m fertilizado en el mismo nivel de régimen hidrico.
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4.2. Peréxido de hidréogeno (H20?)

4.2.1. Efecto del nivel hidrico en el contenido de H,0»

Como puede observarse en la Fig. 2, en general hubo un incremento en el contenido
de H,O; para todos los tratamientos a medida que disminuy6 el contenido hidrico del
sustrato, es decir, cuando la planta fue sometida a un mayor estrés, el contenido de
H,O, en las raices de las plantas estudiadas aument6. Este efecto es evidente
cuando se comparan los niveles de estrés y recuperacion con los respectivos niveles
de irrigacion normal y es aun mas notable, en los tratamientos S/m con/sin

fertilizacion

En los tratamientos S/m con/sin fertilizacion, en los niveles de estrés 2 y
recuperacion, los contenidos de H,O, fueron los maximos de todo el experimento. En
el tratamiento S/m sin fertilizar, en el nivel de estrés 1, el contenido de H>O, fue de
3,36 umol g™’ PF; 105,1 % superior al control (1,64 pmol g PF). En el nivel de estrés
2, el contenido de H,O, alcanzé el maximo del experimento; 17,83 pmol g PF;
987,7 % superior al control y 430,2 % superior al nivel de estrés 1. Re-hidratar el
sustrato para verificar la recuperacién (11,84 pmol g PF) implicé un descenso en el
contenido de H2O2 de 33,6 % en relacion al nivel de estrés 2. El contenido de H20;
en este nivel de recuperacion fue 622,0 % superior al nivel de irrigacion normal y

252,0% superior al nivel de estrés 1. Para S/m fertilizado, los contenidos de H,O»
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Fig. 2: Efectos del nivel hidrico, fertilizaciéon y micorrizacion en el contenido de
H2O. en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D.
antarctica (Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media + S.E. de 3 plantas. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre los mismos niveles de irrigacion de cada tratamiento. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de irrigacion,
dentro del mismo tratamiento. Ambos analisis estadisticos segun las comparaciones

multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).
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observados fueron de 2,49 pmol g PF en el control; 3,46 umol g PF durante el
nivel de estrés 1; 11,06 pymol g'1 PF en el nivel de estrés 2 y 13,23 ymol g'1 PF en el
nivel de recuperacion. El contenido de H,O» en el estrés 1 fue 39,0 % superior al
control. En el nivel de estrés 2, el contenido de H,O; fue 344,1 % superior al nivel de
irrigacion normal y 219,7 % superior al nivel de estrés 1. En el nivel de recuperacion,
el contenido de H;O, fue 431,3 % superior al nivel de irrigacién normal; 282,3%
superior al contenido de H,O, observado en el nivel de estrés 1y 19,6% superior al

contenido de H>O5 en el nivel de estrés 2.

Los tratamientos Da fertilizado y sin fertilizar presentaron incrementos
estadisticamente significativos en el contenido de H,O, a medida que aumento el
estrés, con respecto al nivel hidrico del control. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa cuando se compararon los contenidos de H20; en los niveles de estrés 2
y recuperacion, con el contenido de H,O, del control, tanto en los tratamientos Da
fertilizado y sin fertilizar. En el tratamiento Da sin fertilizar los contenidos de H20O-
fueron de 2,00 pmol g PF en el nivel del control; 4,19 umol g™ PF, en el nivel de
estrés 1; 6,26 umol g PF, en el nivel de estrés 2 y 6,03 umol g~ PF en el nivel de
recuperacion. En el nivel de estrés 1 el contenido de H>O; fue 109,2 % superior al
control, pero sin diferencia estadistica con éste. En el nivel de estrés 2 el contenido
de H>O, fue 212,6 % superior al control y sin diferencia significativa con el nivel de
estrés 1. En el nivel de recuperacion, el contenido de H»O, fue 201,2 % superior al

control y sin diferencias significativas con el nivel de estrés 1y 2. En el tratamiento
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Da fertilizado, los contenidos de H,O, fueron de 2,41; 4,57; 5,07 y 5,45 ymol g~ PF;
en los niveles de irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion,
respectivamente. En el nivel de estrés 1 el contenido de H,O, fue 90,0 % superior al
control, pero sin diferencia estadistica. En el nivel de estrés 2 el contenido de H20-
fue 110,3 % superior al control y sin diferencia significativa con el nivel de estrés 1.
En el nivel de recuperacion, el contenido de H,O, fue 126,5 % superior al control y

sin diferencias significativas con el nivel de estrés 1y 2.

Los tratamientos Pt fertiizado y sin fertilizar presentaron incrementos
estadisticamente significativos con respecto al nivel hidrico del control en el
contenido de H»;O, a medida que aumentd el estrés. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa cuando se compararon los contenidos de H,O, en el
tratamiento Pt sin fertilizar en los niveles de estrés 2 y recuperacion con el contenido
de H>O2 del control. En el tratamiento Pt fertilizado, las diferencias estadisticas se
observaron cuando se compararon el nivel de estrés 1 con el nivel del control y
recuperacion. En el tratamiento Pt sin fertilizar los contenidos de H»O, fueron de 2,52
pmol g'1 PF en el nivel del control; 2,53 pmol g'1 PF, en el nivel de estrés 1; 4,64
pumol g'1 PF, en el nivel de estrés 2 y 3,84 ymol g'1 PF en el nivel de recuperacion. El
contenido de H,O2 en el nivel de estrés 1 no presentd diferencia estadistica con el
control. En el nivel de estrés 2 el contenido de H,O, fue 84,1 % superior al control y
83,8 % superior al nivel de estrés 1. En el nivel de recuperacion, el contenido de

H.O, fue 52,1 % superior al control, 51,9 % superior al nivel de estrés 1 y sin
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diferencia significativa con el nivel de estrés 2. En el tratamiento Pt fertilizado, los
contenidos de H.O; fueron de 2,59; 9,15; 3,65 y 3,53 umol g™ PF; en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion, respectivamente. En el nivel de
estrés 1 el contenido de H,0; fue 253,0 % superior al control. En el nivel de estrés 2
el contenido de H20- fue 40,9 % superior al control y 60,1 % inferior al nivel de estrés
1. En el nivel de recuperacion, el contenido de H,O, fue 61,4 % inferior al nivel de

estrés 1y sin diferencias significativas con el control ni con el nivel de estrés 2.

4.2.2. Efecto de la fertilizacion en el contenido de H,0,

Como muestra la Fig. 2, los efectos de la fertilizacion pudieron observarse entre los
tratamientos S/m con/sin fertilizacion y entre los tratamientos Pt con/sin fertilizacion.
Entre los tratamientos Da con/sin fertilizacién, el contenido de H;O, no presentd
diferencias estadisticas significativas. En el tratamiento S/m fertilizado, el contenido
de H2O3 en el nivel del control fue 51,9 % mayor que S/m sin fertilizar y en el nivel de
estrés 2 el contenido de H»O, fue 38,0 % menor en S/m fertilizado que en S/m sin
fertilizar en el mismo nivel hidrico. En el tratamiento Pt fertilizado, el contenido de
H2Oz en el nivel de estrés 1 fue 161,9 % mayor que el contenido de H>O2 en el mismo

nivel de estrés del tratamiento Pt sin fertilizar.

41



4.2.3. Efecto de la micorrizacién y la especie micorrizica en el contenido de

H-0;

En la Fig. 2 se observa que la micorrizaciéon tuvo efectos estadisticamente
significativos tanto en los tratamientos sin fertilizacion como en los fertilizados
aunque en diferentes niveles hidricos. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en
condiciones de irrigacion normal, la formacion de micorrizas tuvo efectos

estadisticamente significativos en el contenido de H,O» con respecto al control.

Entre los tratamientos Da y Pt sin fertilizacion, los menores contenidos de H2O; se
observaron en los niveles de irrigacion normal del tratamiento Da sin fertilizacion y en
los niveles de estrés 1, estrés 2 y recuperacion del tratamiento Pt sin fertilizar. Las
diferencias estadisticas se observaron entre los niveles de irrigacién normal, estrés 2
y recuperacion de Da sin fertilizar comparado con los mismos niveles de irrigacion en
el tratamiento Pt sin fertilizar. En el nivel de irrigacion normal, el contenido de H20;
fue 26,1 % menor en Da fertilizada que en Pt sin fertilizar. En los niveles de estrés 2
y recuperacion, los contenidos de H»O, fueron, respectivamente; 39,7 % y 25,8 %
menores en el tratamiento Pt sin fertilizar que en los mismos niveles hidricos de Da
sin fertilizar. En el tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de estrés 1, el contenido de
H>O, no presentd diferencia estadistica con S/m sin fertilizar en el mismo nivel de
estrés. En el tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de estrés 2, el contenido de H20-

fue 64,9% menor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés hidrico. En el
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tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de recuperacion, el contenido de H,O, fue
49,1 % menor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt sin
fertilizar, en el nivel de estrés 1, el contenido de H,O, fue 24,9 % menor a S/m sin
fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento S/m sin fertilizar, en el nivel de
estrés 2, el contenido de H,0O, alcanz6 el maximo de todo el experimento, 17,8 pmol
g PF. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en el nivel de estrés 2, el contenido de H,0,
fue 74,0 % menor a S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés. En el tratamiento Pt
sin fertilizar, en el nivel de recuperacion, el contenido de H,O, fue 67,6 % menor a

S/m sin fertilizar en el mismo nivel de estrés hidrico.

Entre los tratamientos Da fertilizado y Pt fertilizado, los menores contenidos de H>O»
se observaron en los niveles de irrigacion normal y estrés 1 del tratamiento Da
fertilizado y en los niveles de estrés 2 y recuperacion del tratamiento Pt fertilizado. La
diferencia estadistica se observd entre el nivel de recuperacion de Da fertilizado
comparado con el nivel de recuperaciéon en el tratamiento Pt fertilizado. En el nivel de
estrés 1, el contenido de H,O, fue 99,9 % menor en el tratamiento Da fertilizado que
en el mismo nivel hidrico del tratamiento Pt fertilizado, sin embargo, debido a la
dispersidon de los datos en este tratamiento, esta diferencia no es estadisticamente
significativa. Lo mismo se observé cuando se compararon los contenidos de H,O; de
los niveles de estrés 2 entre Da y Pt fertilizados. En el nivel de recuperacion, el
contenido de H»O, fue 27,9 % menor en el tratamiento Pt sin fertilizar que en el

mismo nivel hidrico del tratamiento Da sin fertilizar.
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4.3. Superéxido dismutasa (SOD)

4.3.1. Efecto del nivel hidrico en la actividad SOD

Como muestra la Fig. 3, en general se observo un aumento de la actividad SOD a
medida que aumentd el nivel de estrés hidrico. En todos los tratamientos (S/m, Da y
Pt con/sin fertilizacion), la actividad SOD fue estadisticamente diferente entre los

niveles de irrigacion normal, de estrés 1y estrés 2, del mismo tratamiento.

En el grupo S/m sin fertilizar, la actividad SOD aument6 de 114,15 U min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 253,92 U min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
122,4 % superior. En el estrés 2, la actividad SOD fue de 325,71 U min™ mg™ prot;
185,3 % superior al control y 28,3 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad SOD fue de 290,6 U min” mg™ prot; 154,6 % superior al
nivel de irrigacion normal e implicé un descenso en 10,8 % respecto al nivel de estrés

hidrico 2.

En el grupo Da sin fertilizar, la actividad SOD aumenté de137,65 U min™’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacién normal a 300,90 U min™ mg™ prot en el nivel de estrés 1;
118,6 % superior. En el estrés 2, la actividad SOD fue de 429,03 U min™ mg™ prot;
211,7 % superior al control y 42,6 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad SOD fue de 425,06 U min™ mg'1 prot; 208,8 % superior al

nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el nivel de estrés 2.
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Fig. 3: Efectos del nivel hidrico, fertilizaciébn y micorrizacion en la actividad
SOD en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D.
antarctica (Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media + S.E. de cinco plantas. Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre los mismos niveles de irrigacion de cada tratamiento.
Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de
irrigacion, dentro del mismo tratamiento. Ambos andlisis estadisticos segun las

comparaciones multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).
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En el grupo Pt sin fertilizar, la actividad SOD aument6 de 118,76 U min”’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacién normal a 322,83 U min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1,
171,8 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad SOD fue de 615,32 U min” mg™
prot; 418,1 % superior al control y 90,6 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel
de recuperacion, la actividad SOD fue de 611,51 U min” mg™ prot; 414,9 % superior

al nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el nivel de estrés 2.

En el grupo S/m fertilizado, la actividad SOD aumenté de 117,24 U min™ mg™ prot en
el nivel de irrigacién normal a 216,00 U min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1,
84,2 % superior. En el estrés 2, la actividad SOD fue de 289,32 U min” mg™ prot;
146,8 % superior al control y 33,9 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad SOD fue de 272,51 U min™ mg™ prot; 132,4 % superior al

nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el nivel de estrés 2.

En el grupo Da fertilizado, la actividad SOD aumenté de 160,05 U min™ mg™ prot en
el nivel de irrigacién normal a 354,90 U min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1,
121,7 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad SOD fue de 469,77 U min” mg”
prot; 193,5 % superior al control y 132,4 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel
de recuperacion, la actividad SOD fue de 375,61 U min™ mg'1 prot; 134,7 % superior
al nivel de irrigacion normal e implicé un descenso en 20,0 % respecto al nivel de

estrés 2.
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En el grupo Pt fertilizado, la actividad SOD aumenté de 195,75 U min™ mg™" prot en el
nivel de irrigacion normal a 301,51 U min” mg™ prot en el nivel de estrés 1; 54,0 %
superior. En el nivel de estrés 2, la actividad SOD fue de 557,90 U min™ mg™ prot;
185,0 % superior al control y 85,0 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad SOD fue de 484,26 U min™ mg™ prot, 147,4% superior al
nivel de irrigacion normal e implico un descenso en 13,2 % respecto al estrés hidrico

2.

4.3.2. Efecto de la fertilizacion en la actividad SOD

Como muestra la Fig. 3, la fertilizacion tuvo algunos efectos estadisticamente
significativos en la actividad SOD en todos los tratamientos, tanto en condiciones de

irrigacion normal, como durante el estrés y la recuperacion.

En los tratamientos S/m con/sin fertilizacion, en los niveles hidricos de estrés 1y 2,
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la actividad SOD. S/m
sin fertilizar, durante el estrés 1, presentdé una actividad 14,9 % mayor que S/m
fertilizado en el mismo nivel hidrico. De la misma forma, S/m sin fertilizar, durante el
estrés 2, presentd una actividad 11,2% mayor que S/m fertilizado en igual nivel

hidrico.

En los tratamientos Da con/sin fertilizacion, en los niveles hidricos de irrigacion

normal, estrés 1 y recuperacion, se observaron diferencias estadisticamente
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significativas sobre la actividad SOD. Da fertilizado, en el nivel de irrigacién normal,
presentd una actividad 16,8% mayor que Da sin fertilizar en el mismo nivel hidrico.
Da fertilizado, en el nivel de estrés 1, presentd una actividad 18,0 % mayor que Da
sin fertilizar en el mismo nivel hidrico. Da sin fertilizar, en el nivel de recuperacion,
presentd una actividad 11,6 % mayor que Da fertilizado en el nivel hidrico

equivalente.

En los tratamientos Pt con/sin fertilizacion, en los niveles hidricos de irrigacion normal
y recuperacion, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
actividad SOD. Pt fertilizado, en el nivel de irrigacién normal, presenté una actividad
64,8 % mayor que Pt sin fertilizar en el mismo nivel hidrico. Pt sin fertilizar, durante el
nivel de recuperacion, presenté una actividad 20,8 % mayor que Pt fertilizado en la

misma condicion.

4.3.3. Efecto de la micorrizacion y la especie micorrizica en la actividad SOD

En la Fig. 3 se puede observar aumento de la actividad SOD en todos los
tratamientos y en la mayoria de los niveles hidricos que contemplan micorrizas, en
comparacion a S/m con/sin fertilizar. La excepcion lo constituye Pt sin fertilizar,
durante el nivel de irrigacion normal, ya que la actividad SOD no presenté diferencias
estadisticas con el control. También fue posible apreciar diferencias estadisticamente

significativas entre las dos especies de hongos aplicados, principalmente durante la
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aplicacion de mayor estrés (estrés 2, Da y Pt con/sin fertilizar), donde se presentan

las mayores actividades SOD del experimento.

Da sin fertilizar aumentdé su actividad SOD en un 20,6 %; 18,5 %; 31,7 %y 46,3 %,
en comparacion a la actividad SOD de S/m sin fertilizar, en los niveles de irrigacion
normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion, respectivamente. Pt sin fertilizar aumento
su actividad SOD en un 27,1 %; 89,0 % y 110,4 %, en comparacion a la actividad
SOD de S/m sin fertilizar, en los niveles de estrés 1, estrés 2 y recuperacion,
respectivamente. Pt sin fertilizar aumentd su actividad SOD en 43,4 % y 43,9 %, en
comparacion a la actividad SOD de Da sin fertilizar, en los niveles de estrés 2 y

recuperacion, respectivamente.

Da fertilizado aument6 su actividad SOD en un 36,5 %; 64,3 %; 62,4 y 37,9 %, en
comparacion a la actividad SOD de S/m fertilizado, en los niveles de irrigacion normal,
estrés 1, estrés 2 y recuperacion, respectivamente. Pt fertilizado aumentd su
actividad SOD en un 67,0 %; 40,0 %; 92,8 y 77,7 %, en comparacion a la actividad
SOD de S/m fertilizado, en los niveles de irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y
recuperacion, respectivamente. Pt fertilizado aumenté su actividad SOD en un 2
2,3 %; 18,8 % y 28,9 %, en comparacioén a la actividad SOD de Da fertilizado, en los
niveles de irrigacién normal, estrés 2 y recuperacién, respectivamente. Da fertilizado
aumentd su actividad SOD en 15,0 %, en comparacion a la actividad SOD de Pt

fertilizado, en el nivel de estrés 1.
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4.4. Catalasa (CAT)

4.4.1. Efecto del nivel hidrico en la actividad CAT

Como puede observarse en la Fig. 4, en general hubo un aumento de la actividad
CAT a medida que aumentd el nivel de estrés hidrico. En todos los tratamientos
(S/m, Da y Pt con/sin fertilizacion), existié algun grado de diferencia estadistica en la
actividad CAT, entre los niveles de irrigacion normal y estrés 1 (excepto S/m sin

fertilizar), y entre los niveles de irrigacion normal y estrés 2 (todos los tratamientos).

En el grupo S/m sin fertilizar, la actividad CAT aumenté de 40,70 pmol min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 46,26 pmol min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 2;

13,6 % superior y unico cambio significativo.

En el grupo Da sin fertilizar, la actividad CAT aument6 de 49,11 umol min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 91,27 umol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
85,8 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad CAT fue de 109,71 umol min™
mg'1 prot; 123,4 % superior al control y 20,2 % mayor que el nivel de estrés 1. En el
nivel de recuperacion, la actividad CAT fue de 102,83 pmol min™ mg™ prot; 109,4 %
superior al nivel de irrigacion normal e implicd un descenso de 6,3 % respecto al nivel

de estrés 2.
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Fig. 4: Efectos del nivel hidrico, fertilizacion y micorrizacion en la actividad CAT
en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D. antarctica
(Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media = S.E. de cinco plantas. Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre los mismos niveles de irrigacion de cada tratamiento.
Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de
irrigacion, dentro del mismo tratamiento. Ambos andlisis estadisticos segun las

comparaciones multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).
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En el grupo Pt sin fertilizar, la actividad CAT aumenté de 66,48 pmol min”’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 76,17 umol min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
14,6 % superior al control. En el nivel de estrés 2, la actividad CAT fue de 81,77 umol
min”' mg™' prot; 7,4 % mayor que el nivel de estrés 1y 23,0 % superior al control. En
el nivel de recuperacion, la actividad CAT fue de 86,54 umol min™ mg™ prot; 30,2 %
superior al nivel de irrigacidon normal y sin diferencias estadisticas con el nivel de

estrés 2.

En el grupo S/m fertilizado, la actividad CAT aumenté de 43,68 umol min™' mg™ prot
en el nivel de irrigacion normal a 71,07 umol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
62,7 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad CAT fue de 77,49 umol min™
mg™' prot; 77,4 % superior al control y 9,0 % mayor que el nivel de estrés 1. En el
nivel de recuperacion, la actividad CAT fue de 69,74 pmol min™ mg'1 prot; 59,6 %
superior al nivel de irrigacidon normal y sin diferencias estadisticas con el nivel de

estrés 2.

En el grupo Da fertilizado, la actividad CAT aumenté de 53,76 umol min™’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacién normal a 88,33 pmol min™" mg™ prot en el nivel de estrés 1; 64,3
% superior. En el nivel de estrés 2, la actividad CAT fue de 115,53 pymol min™ mg™
prot; 114,9 % superior al control y 30,8 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel
de recuperacion, la actividad CAT fue de 85,28 pmol min™ mg'1 prot; 58,6 % superior
al nivel de irrigacion normal e implicé un descenso en 26,2 %, respecto al nivel de

estrés 2.
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En el grupo Pt fertilizado, la actividad CAT aument6 de 65,63 umol min™’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacién normal a 79,34 pmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
20,9 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad CAT fue de 81,90 ymol min™
mg™ prot; 24,5 % superior al control y sin diferencias estadisticas con el nivel de
estrés 1. En el nivel de recuperacion, la actividad CAT fue de 82,62 umol min” mg™
prot; 25,9 % superior al nivel de irrigacion normal, y sin diferencias estadisticas con el

nivel de estrés 2

4.4.2. Efecto de la fertilizacion en la actividad CAT

Como muestra la Fig. 4, la fertilizacion tuvo algunos efectos estadisticamente
significativos sobre la actividad CAT, particularmente en el tratamiento S/m, donde se

observd un aumento de la actividad CAT en todos los niveles hidricos.

En los tratamientos S/m con/sin fertilizacion y en todos los niveles hidricos, se
observaron diferencias estadisticamente significativas sobre la actividad CAT. S/m
fertilizado, en el nivel de irrigacion normal, presento una actividad 7,3 % mayor que
S/m sin fertilizar en el mismo nivel hidrico. S/m fertilizado, en el nivel de estrés 1,
presentd una actividad 62,3 % mayor que S/m sin fertilizar en dicho nivel hidrico. S/m
fertilizado, en el nivel de estrés 2, presenté una actividad 67,5 % mayor que S/m sin
fertilizar en el mismo nivel hidrico. De la misma forma, S/m sin fertilizar, en el nivel de
recuperacion, presenté una actividad 61,5 % mayor que S/m fertilizado en dicho nivel

hidrico.



Entre los tratamientos Da con/sin fertilizacién, so6lo en el nivel hidrico de estrés 2, se
observaron diferencias estadisticamente significativas sobre la actividad CAT. Da
fertilizado, durante el nivel de estrés 2, presenté una actividad 5,3 % mayor que Da
sin fertilizar en el mismo nivel hidrico. En el nivel de irrigacion normal, de estrés 1y

de recuperacion, no existio diferencia significativa en la actividad CAT.

En los tratamientos Pt con/sin fertilizacién y en todos los niveles hidricos, no se

presentaron cambios significativos en la actividad CAT.

4.4.3. Efecto de la micorrizacion y la especie micorrizica en la actividad CAT

En la Fig. 4 se puede observar un aumento de la actividad CAT en todos los
tratamientos y en la mayoria de los niveles hidricos que contemplan micorrizas, en
comparaciéon a S/m con/sin fertilizar. La excepcion lo constituyé Da fertilizado,
durante la recuperacion, ya que la actividad CAT no present6 diferencias estadisticas

con el control (S/m fertilizado).

También fue posible apreciar diferencias estadisticamente significativas entre las dos
especies de hongos seleccionados, en casi todos los niveles de irrigacion,
comparando los tratamientos Da y Pt fertilizado, excepto en el nivel de recuperacion.
En el tratamiento Da sin fertilizar la actividad CAT aumenté en 20,7 %; 108,4 %;
137,2 % y 138,2 %, en comparacion a la actividad CAT de S/m sin fertilizar, en los

niveles de irrigacion normal, estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente. En el
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tratamiento Pt sin fertilizar la actividad CAT aumentd en 63,3 %; 73,9 %; 176,8 % y
100,4 %; en comparacion a la actividad CAT de S/m sin fertilizar, en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y recuperacion, respectivamente. En el
tratamiento Pt sin fertilizar, en el nivel de irrigacion normal, la actividad CAT aumento
en 35,4 % en comparacion a la actividad CAT de Da sin fertilizar, en el mismo nivel
hidrico. En el tratamiento Da sin fertilizar la actividad CAT aumenté en 16,5 %,
25,5 % y 115,8 %, en comparacion a la actividad CAT del tratamiento Pt sin fertilizar,

en los niveles de estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente.

En el tratamiento Da fertilizado, la actividad CAT aumentdé en 123,1 %; 24,3 % y
49,1 %, en comparaciéon a la actividad CAT del tratamiento S/m fertilizado, en los
niveles de irrigacion normal, estrés 1 y 2, respectivamente. En el tratamiento Pt
fertilizado la actividad CAT aumenté en 50,2 %; 11,6 %; 5,7 % y 18,9 %, en
comparacion a la actividad CAT del tratamiento S/m fertilizado, en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente. En el tratamiento Pt
fertilizado, en el nivel de irrigacion normal, la actividad CAT aumento en 22,1% en
comparacion a la actividad CAT de Da fertilizado, en el mismo nivel hidrico. En el
tratamiento Da fertilizado la actividad CAT aumenté en 10,2 % y 29,1 %, en
comparacion a la actividad CAT del tratamiento Pt fertilizado, en los niveles de estrés

1y 2, respectivamente.
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4.5. Glutatiéon reductasa (GR)

4.5.1. Efecto del nivel hidrico en la actividad GR

Como puede observarse en la Fig. 5, en general hubo aumento de la actividad GR
con el nivel de estrés hidrico. En todos los tratamientos (S/m, Da y Pt con/sin
fertilizacion), existié algun grado de diferencia estadistica en la actividad GR. La
excepcion lo constituyen los tratamientos S/m con/sin fertilizacién, donde no existio
diferencia estadistica entre el nivel de irrigacion normal y el nivel de estrés 1.
Ademas, en ningun tratamiento existe diferencia estadistica entre los niveles hidricos

de estrés 2 y recuperacion.

En el grupo S/m sin fertilizar, la actividad GR aument6 de 291,77 nmol min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 366,71 nmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 2;
25,7 % superior. En la recuperacion, la actividad GR fue de 357,11 nmol min™” mg™

prot; 22,4 % superior al nivel de irrigacion normal y 2,6 % menor que el estrés 2.

En el grupo Da sin fertilizar, la actividad GR aumenté de 360,20 nmol min”’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 384,07 nmol min”’ mg'1 prot en el nivel estrés 1; 6,6
% superior. En el nivel de estrés 2, la actividad GR fue de 434,33 nmol min”' mg™
prot; 20,6 % superior al control y 13,1 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad GR fue de 435,44 nmol min™ mg™ prot; 20,9 % superior al

nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el estrés 2.
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Fig. 5: Efectos del nivel hidrico, fertilizacion y micorrizacion en la actividad GR
en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D. antarctica
(Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media * S.E. de cinco plantas. Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre los mismos niveles de irrigacién de cada tratamiento.
Las letras minUsculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de
irrigacion, dentro del mismo tratamiento. Ambos analisis estadisticos segun las

comparaciones multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).
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En el grupo Pt sin fertilizar, la actividad GR aument6 de 383,73 nmol min”’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 411,27 nmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
7.2 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad GR fue de 512,27 nmol min™ mg™
prot; 33,5 % superior al control y 24,6 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad GR fue de 503,67 nmol min™ mg™ prot; 31,3 % superior al

nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el estrés 2.

En el grupo S/m fertilizado, la actividad GR aumenté de 297,39 nmol min™ mg™ prot
en el nivel de irrigacion normal a 348,56 nmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 2;

17,2 % superior y unico cambio significativo.

En el grupo Da fertilizado, la actividad GR aument6 de 343,07 nmol min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacion normal a 369,75 nmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
7.8 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad GR fue de 425,33 nmol min™ mg™
prot; 24,0 % superior al control y 15,0 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad GR fue de 417,89 nmol min™ mg™ prot; 21,8 % superior al

nivel de irrigacion normal y sin diferencias estadisticas con el estrés 2.

En el grupo Pt fertilizado, la actividad GR aumenté de 368,42 nmol min™’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacién normal a 417,25 nmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
13,3 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad GR fue de 514,60 nmol min™

mg™ prot; 39,7 % superior al control y 23,3 % mayor que el nivel de estrés 1.
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En el nivel de recuperacion, la actividad GR fue de 511,89 nmol min™ mg™ prot;
39,0 % superior al nivel de irrigacién normal, y sin diferencias estadisticas con el

nivel de estrés 2.

4.5.2. Efecto de la fertilizacion en la actividad GR

Como muestra la Fig. 5, la fertilizacion tuvo pocos efectos estadisticamente
significativos sobre la actividad GR. Solo Da sin fertilizar en el nivel de irrigacion
normal (360,20 nmol min”’ mg'1 prot) fue mayor (4,8 %) a Da fertilizado, durante el

mismo nivel de irrigacion.

4.5.3. Efecto de la micorrizacion y la especie micorrizica en la actividad GR

En la Fig. 5 se observa un aumento de la actividad GR en todos los tratamientos y
todos los niveles hidricos que contemplan micorrizas, en comparacion a S/m con/sin
fertilizar. También fue posible apreciar diferencias estadisticamente significativas

entre las dos especies de hongos empleados, en todos los niveles de irrigacion.

En el tratamiento Da sin fertilizar la actividad GR aumenté en 23,5 %; 22,51 %;
18,4 % y 21,9 %, en comparacion a la actividad GR de S/m sin fertilizar, en los
niveles de irrigacion normal, estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente. En el

tratamiento Pt sin fertilizar la actividad GR aumento en 31,5%; 31,19 %; 39,7 y



41,04 %, en comparacion a la actividad GR de S/m sin fertilizar, en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente. En el tratamiento Pt
sin fertilizar la actividad GR aument6é en 7,4 %; 12,9 %; 21,0 % y 22,5 %, en
comparacion a la actividad GR de Da sin fertilizar, en los niveles de irrigacién normal,
estrés 1, estrés 2 y recuperacion, respectivamente. En el tratamiento Da fertilizado la
actividad GR aument6 en 15,4 %; 27,0 %; 22,0 % y 31,1 %, en comparacion a la
actividad GR de S/m fertilizado, en los niveles de irrigacion normal, estrés 1, estrés 2

y recuperacion, respectivamente.

En el tratamiento Pt fertilizado la actividad GR aumenté en 23,9 %; 43,3 %; 47,6 % y
60,6 %, en comparacién a la actividad GR de S/m fertilizado, en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1, 2 y recuperacion, respectivamente. En el tratamiento Pt
fertilizado la actividad GR aumenté en 12,9 %; 21,0 % y 22,5 %, en comparacion a la
actividad GR de Da fertilizado, en los niveles de irrigacion estrés 1, estrés 2 y

recuperacion, respectivamente.
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4.6. Ascorbato peroxidasa (APX)

4.6.1. Efecto del nivel hidrico en la actividad APX

Como puede observarse en la Fig. 6, en general hubo un aumento de la actividad
APX a medida que aumenta el nivel de estrés hidrico. En todos los tratamientos
(S/m, Da y Pt con/sin fertilizacion), existié algun grado de diferencia estadistica en la
actividad APX. En los tratamientos S/m sin fertilizar y Pt fertilizado, no se presentaron
diferencias estadisticas entre los niveles de estrés 1y estrés 2. En Da sin fertilizar y
S/m fertilizado no existieron diferencias estadisticas entre los niveles de estrés 2 y
recuperacion. Da fertilizado no presenté diferencias estadisticas entre los niveles de

estrés 1 y recuperacion.

En el grupo S/m sin fertilizar, la actividad APX aumenté de 0,79 mmol min™’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacién normal a 1,73 mmol min™ mg™ prot en el nivel de estrés 1;
120,1 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad APX fue de 1,85 mmol min”’
mg™ prot; 135,0 % superior al control. En la recuperacién, la actividad APX fue de
2,08 mmol min” mg'1 prot; 164,1 % superior al nivel de irrigaciéon normal y 1,4 %

mayor que el nivel de estrés 2.

En el grupo Da sin fertilizar, la actividad APX aumenté de 1,22 mmol min”’ mg'1 prot

en el nivel de irrigacion normal a 1,83 mmol min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;

61



E 2 1 Imigacié | 3
L2 — ETUZ 1n fome Fertilizacion

® 1= Estrés 2 -
(o N R i6n

0

E | abbec ab abcbh |abcc ab@Eglb abb |
E, 34 I S— -
T LIl |
£

E

£ . T A
i A Ny B A CllB A AJAIIN BAsBIIN CIB|D|E

> - -

< 1- P
T

©

I'.E - e
2

S 0- 0
< S/m Da Pt S/m Da Pt

Tratamientos

Fig. 6: Efectos del nivel hidrico, fertilizacion y micorrizacion en la actividad APX
en raices. Plantas sin micorrizas (S/m); N. dombeyi en simbiosis con D. antarctica
(Da); N. dombeyi en simbiosis con Pisolithus tinctorius (Pt). Cada columna
representa la media = S.E. de cinco plantas. Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre los mismos niveles de irrigacion de cada tratamiento.
Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre los distintos niveles de
irrigacion, dentro del mismo tratamiento. Ambos analisis estadisticos segun las

comparaciones multiples del test de Bonferroni (p < 0,05) y Tukey (p < 0,05).
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50,2 % superior. En el estrés 2, la actividad APX fue de 3,86 mmol min™ mg™ prot;
217,0 % superior al control y 11,0 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad APX fue de 3,82 mmol min” mg™ prot; 213,1 % superior al
nivel de irrigacion normal, 48,0 % superior al nivel de estrés 1 y sin diferencias

estadisticas con el nivel de estrés 2.

En el grupo Pt sin fertilizar, la actividad APX aumenté de 1,71 mmol min”’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacion normal a 2,72 mmol min”’ mg'1 prot en el nivel de estrés 1;
59,1 % superior. En el estrés 2, la actividad APX fue de 3,23 mmol min” mg™ prot;
88,9 % superior al control y 18,8 % mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel de
recuperacion, la actividad APX fue de 2,22 mmol min” mg™ prot; 29,5 % superior al
nivel de irrigacion normal e implicé un descenso de un 31,5 % respecto al estrés 2 y

18,6 % respecto al nivel de estrés 1.

En el grupo S/m fertilizado, la actividad APX aumenté de 0,90 mmol min”’ mg'1 prot
en el nivel de irrigacién normal a 1,48 mmol min”’ mg'1 prot durante el estrés 1,
64,86 % superior. En el nivel de estrés 2, la actividad APX fue de 1,88 mmol min™
mg'1 prot; 109,7 % superior al control y 27,2 % mayor que el nivel de estrés 1. En el
nivel recuperacion, la actividad APX fue de 2,31 mmol min™ mg'1 prot; 157,9 %
superior al nivel de irrigacion normal, 56,4 % superior al nivel de estrés 1 y sin

diferencias estadisticas con el nivel de estrés 2.
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En el grupo Da fertilizado, la actividad APX aumenté de 1,22 mmol min”’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacion normal a 2,09 mmol min™’ mg'1 prot en el nivel de estrées 1; 71,1
% superior. En el estrés 2, la actividad APX fue de 3,84 mmol min™ mg™ prot;
214.,4 % superior al control y 83,7 % veces mayor que el nivel de estrés 1. En el nivel
de recuperacion, la actividad APX fue de 1,93 mmol min™ mg™ prot; 58,2 % veces
superior al nivel de irrigacion normal e implicé un descenso de un 49,7 % respecto al

nivel de estrés 2.

En el grupo Pt fertilizado, la actividad APX aumenté de 2,00 mmol min”’ mg'1 prot en
el nivel de irrigacion normal a 2,61 mmol min” mg™ prot; en el nivel de estrés 1; 30,6
% superior. En el nivel de estrés 2, la actividad APX fue de 2,53 mmol min™" mg™ prot;
26,6 % superior al control y sin diferencias estadisticas con el nivel de estrés 1. En el
nivel de recuperacion, la actividad APX fue de 3,91 mmol min™ mg™ prot; 95,5 %
superior al nivel de irrigacién normal, 49,7 % mayor al nivel de estrés 1y 49,7 %

superior al nivel de estrés 2.

4.6.2. Efecto de la fertilizacion en la actividad APX

Como muestra la Fig. 6, la fertilizacion presentd pocos efectos estadisticamente
significativos sobre la actividad APX. Las diferencias estadisticas se observaron
entre Da con/sin fertilizar, en el nivel de recuperacion y entre Pt con/sin fertilizar en

los niveles de estrés 2 y recuperacion. En el tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel
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de estrés 2, la actividad APX fue 49,3 % mayor a Da fertilizado, en el mismo nivel
hidrico. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en los niveles de estrés 2 y recuperacion la
actividad APX fue un 21,7 % mayor y un 76,5 % menor, respectivamente, a Pt

fertilizado en los mismos niveles hidricos.

4.6.3. Efecto de la micorrizacion y la especie micorrizica en la actividad APX

En la Fig. 6 se observa un aumento de la actividad APX en todos los tratamientos y
algunos niveles hidricos que contemplan micorrizas, en comparacion a S/m con/sin
fertilizar. También fue posible apreciar diferencias estadisticamente significativas
entre las dos especies de hongos utilizados, en la mayoria de los niveles de

irrigacion.

En el tratamiento Da sin fertilizar, en los niveles de irrigacion normal, estrés 2 y
recuperacion; la actividad APX aumenté en un 552 % 109,3 % y 84,0 %;
respectivamente, en comparacion a la actividad APX de S/m sin fertilizar, en los
mismos niveles de irrigacion. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en los niveles de
irrigacion normal, estrés 1 y estrés 2; la actividad APX aumenté en un 117,8 %
57,4 % y 75,1 %; respectivamente, en comparacion a la actividad APX de S/m sin
fertilizar, en los mismos niveles de irrigacion. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en los
niveles de irrigacion normal y estrés 1; la actividad APX aument6 en un 40,4 % y un

48,6 % respectivamente, en comparacioén a la actividad APX de Da sin fertilizar, en



los mismos niveles de irrigacion. En el tratamiento Da sin fertilizar, en los niveles de
estrés 2 y recuperacion; la actividad APX aumentdé en un 16,4 % y 42,0 %;
respectivamente, en comparaciéon a la actividad APX de Pt sin fertilizar, en los

mismos niveles de irrigacion.

En el tratamiento Da fertilizado, en los niveles de irrigacion normal y estrés 2; la
actividad APX aumentdé en un 36,5 % y un 104,6 % respectivamente, en comparacion
a la actividad APX de S/m fertilizado, en los mismos niveles de irrigacion. En el
tratamiento Pt fertilizado, en los niveles de irrigacion normal, estrés 1, estrés 2 y
recuperacion; la actividad APX aumenté en un 123,3 %; 76,9 %; 34,8 % y 69,3 %;
respectivamente, en comparacion a la actividad APX de S/m sin fertilizar, en los
mismos niveles de irrigacion. En el tratamiento Da sin fertilizar, en el nivel de estrés 2;
la actividad APX aumento6 en un 34,1 %, en comparacion a la actividad APX de Pt sin
fertilizar, en el mismo nivel de irrigacién. En el tratamiento Pt sin fertilizar, en los
niveles de irrigacion normal y recuperacion; la actividad APX aumento en un 63,6 % y
102,2 % respectivamente, en comparacion a la actividad APX de Da sin fertilizar, en

los mismos niveles de irrigacion.
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5. DISCUSION

5.1 Malondialdehido

La bicapa lipidica esta formada por una mezcla compleja de fosfolipidos y glicolipidos que
contienen cadenas de acidos grasos anclados al C1 y C2 del esqueleto de glicerol por una
unién éster. La reaccion de peroxidacion difiere entre estos acidos grasos dependiendo del
numero y posicion de dobles enlaces en la cadena lateral (Blokhina et al., 2003). Las ERO
pueden reaccionar con distintos acidos grasos, produciendo una mezcla variada de
hidroperoxidos, acidos grasos entrecruzados de alto peso molecular y fosfolipidos (Bradley
y Minn, 1992), que pueden acumularse en muestras de membranas lipidicas peroxidadas.
La peroxidacién de lipidos involucra las tres etapas tipicas de una reaccidén en cadena y se
inicia cuando una ERO, OHe, sustrae un atomo de H desde un grupo metil-vinil de un
acido graso. El radical remanente forma una estructura resonante. Esta estructura
reacciona con *Oye (oxigeno triplete), formando un radical peroxil, el cual sustrae un
atomo de H a otro acido graso formando un hidroxiperoéxido lipidico originando otro radical
libre que puede participar en una segunda sustraccion de H, propagando de esta manera
la reaccion (Blokhina et al., 2003). Las reacciones de peroxidacion en las membranas
lipidicas terminan cuando el carbono o el radical peroxil se entrecruzan formando un
producto conjugado que no es un radical libre. Los productos de la degradacién de los
hidroxiperdxidos, tales como el malondialdehido, son el producto final de la peroxidacion
lipidica comunmente cuantificado (Leshem, 1992). Como se esperaba, segun la hipétesis

propuesta, el contenido de MDA aumento6 bajo condiciones de estrés hidrico, tanto en las
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raices de las plantas de los tratamientos Da y Pt como aquellas S/m, fertilizadas y sin
fertilizar. Como se observa en la Fig. 1, la principal diferencia entre los tratamientos radica
en la magnitud del aumento. Las raices de las plantas en el nivel de estrés mas severo
(estrés 2) de los tratamientos S/m con/sin fertilizar alcanzaron los contenidos maximos de
MDA del experimento, en especial, el tratamiento S/m sin fertilizar. Las raices de las
plantas en los tratamientos Da y Pt con/sin fertilizar tuvieron los contenidos de MDA mas
bajos. Como muestra la Fig.1, fue posible observar que las raices de las plantas en el nivel
de recuperacién del tratamiento S/m fertilizado, efectivamente se recuperaron de un
episodio de déficit hidrico, mostrando un descenso de 16,5 % en el contenido de MDA
respecto al nivel de estrés 2. El efecto de la recuperacion, esperado como un descenso en
el contenido de MDA respecto a los niveles de estrés 1 y 2, no fue observado en los
tratamientos restantes. Esto evidentemente muestra que, durante estadios de estrés por
déficit hidrico y bajo las condiciones experimentales, se genera un dafio a las membranas,
(Yan et al., 1996) lo cual determina el aumento en el contenido de MDA presentado en
este trabajo. Estos resultados son concordantes con los encontrados por Porcel et al.
(2003), Liang et al. (2003), y Arbona et al. (2003), en donde raices tanto micorrizadas
como sin micorrizar, presentan un aumento en el contenido de MDA respecto a un nivel
control de irrigacion normal. En Porcel et al. (2004), los contenidos de MDA son de hasta
30 veces superiores a los resultados obtenidos en el presente trabajo. En cuanto a la
recuperacion, Sofo et al. (2004) encontraron que los contenidos de MDA disminuian al re-

hidratar el sustrato y que la magnitud de este descenso depende, entre otros factores, del

nivel de re-hidratacién que alcancen los tejidos estudiados al momento de la cuantificacion.

Por otro lado, encontraron que luego de la re-hidratacion de la planta a continuacion de un
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severo estrés hidrico toman parte en los procesos de reparacion celular mecanismos de
estrés oxidativo con las consecuencias de dafo oxidativo a membranas. Se podria decir
que N. dombeyi posee eficientes mecanismos de defensa antioxidantes, sin embargo, hay
que mencionar que los trabajos citados anteriormente cuantifican MDA en herbaceas,
cuyas estructuras son evidentemente mas sensibles al déficit hidrico, debido, por ejemplo,
a la mayor cantidad de estomas por unidad de superficie (Hernandez, 2001) y por lo tanto
al estrés oxidativo y dafio de membranas. Las especies lefiosas, tales como N. dombeyi,
poseen paredes celulares mas gruesas y cuticulas o sustancias cerosas en las hojas que
protegen mejor de la pérdida de agua y resultan en una ventaja respecto a otras especies
de plantas (Hernandez, 2001). La importancia del mantenimiento de la estructura de la
membrana, en particular, de una adecuada razon de acidos grasos saturados/insaturados
es fundamental para preservar la funcion fotosintetizadora del cloroplasto (Elstner, 1991),
el transporte de agua y nutrientes en la raiz (Blokhina et al., 2003) y para mantener
potenciales electroquimicos fisiolégicamente adecuados junto a enzimas y transportadores
embebidos apropiadamente en la bicapa lipidica (Pastori y Foyer, 2002). Finalmente, al
observar un bajo contenido de MDA, el cual es uno de los productos finales de la
peroxidacion de lipidos, puede concluirse que existe un escaso dafno a lipidos de
membrana, y por lo tanto, estd dando cuenta de mecanismos de proteccion eficientes

frente a dano oxidativo durante periodos de estrés producido por déficit hidrico.

Como pudo observarse en la Fig. 1, la fertilizacion tuvo efectos importantes en el
contenido de MDA, particularmente durante periodos de estrés y cuando la planta no esta

en asociacion simbidtica. En el nivel de estrés 2, las raices de las plantas del tratamiento
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S/m fertilizado mostraron un descenso de 22,3 % en el contenido de MDA respecto al
contenido de MDA de las raices de las plantas del tratamiento S/m sin fertilizar. De la
misma forma, existié una recuperacion estadisticamente significativa cuando la planta fue
fertilizada. Cuantitativamente, en los tratamientos Da y Pt sin fertilizar, la especie de hongo
ectomicorrizico no tiene efecto en el contenido de MDA y en este nivel, cualquiera de los
dos o ambos, podrian servir de indculo para ayudar a la planta en el manejo del estrés
hidrico y del dafio oxidativo. Sin embargo, en los tratamientos con fertilizacion, el
tratamiento Da fertilizado presenté un menor contenido de MDA que Pt fertilizado durante
el estrés 1 y la recuperacion, es decir, durante episodios de estrés moderado. Durante el
estrés mas severo (estrés 2), Da y Pt fertilizado presentaron el mismo contenido de MDA.
Segun estos resultados, la fertilizacion afectdé negativamente a las plantas del tratamiento
Pt fertilizado en relacion al tratamientos Da fertilizado. Algunos autores relacionan la
fertilizacion negativamente con la micorrizacion (Morone, 2006), mientras que otros
proponen que los pequefios cambios en el grado de micorrizacion no afectan a la planta
en su totalidad (Quoreshi y Timmer, 1998; De Giorgio, 2004). En este trabajo se muestra
gue cuando la planta no esta micorrizada, la fertilizacion adquiere un rol preponderante en
la proteccion frente al estrés hidrico. Para la explicaciéon de este fendmeno se han
propuesto algunas hipotesis (ver mas adelante), pero el mecanismo no ha sido elucidado y
probablemente implique una suma de efectos no bien descritos aun pero que podrian
contemplar los siguientes factores: la solucion nutritiva suministrada a la planta contiene
los mas importantes nutrientes necesarios para un buen desarrollo de ésta y fue agregada
una vez al inicio del experimento, cuando el suelo se encontraba aun con un contenido

relativo de agua apropiado para el transporte de estos compuestos desde el suelo a la
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planta. Con esto podria deducirse que las plantas fertilizadas se encontraban en un mejor
estado nutricional que aquellas sin fertilizar, ya que al contener N, como NOj3’, forma
facilmente asimilable por la planta, ésta pudo sintetizar aminoacidos y enzimas que la
ayudarian a protegerse del estrés hidrico por la via de ajuste osmético y/o de enzimas
antioxidantes. Por otra parte, K*, el catién celular mas abundante, se requiere para la
conformacién activa de muchas enzimas que participan en el metabolismo celular, son
necesarias concentraciones abundantes de K" para mantener el potencial osmotico y
ademas, el K* actia como cofactor o activador de muchas enzimas del metabolismo de
carbohidratos y proteinas. De la misma forma, el S se encuentra bajo las formas organicas
de los aminoacidos cisteina, cistina y metionina, asi como en compuestos de azufre
activados analogos al ATP, adenosina 5'-fosfosulfato (APS) y 3'-fosfoadenosina, 5'-
fosfosulfato (PAPS). El grupo sulfhidrilo (-SH) puede participar directamente en reacciones
de oxido-reduccion, como ocurre con el glutation. EI' S en forma reducida se encuentra en
los anillos heterociclicos de algunas coenzimas, como tiamina o biotina. Todos ellos con
un rol preponderante en la defensa antioxidante de la planta. Otros elementos tales con
Zn*, Cu* y Mn%, son microelementos esenciales como cofactores enzimaticos en las
diferentes isoformas de SODs y el Fe? lo es de peroxidasas y catalasas (Clarkson y

Hanson. 1980; Marschner, H. 1995; Hernandez 2001).

El efecto de la micorrizacion en el contenido de MDA es concordante con la hipotesis
propuesta. Como se muestra en la Fig. 1, el maximo contenido de MDA se cuantifico en el
tratamiento S/m sin fertilizar; 15,52 nmol g'1 PF; 179,8 % superior al control, mientras que

en las raices de las plantas micorrizadas, el maximo incremento en el contenido de MDA
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ocurrié en el tratamiento Pt fertilizado y fue desde 5,45 nmol g'1 PF bajo irrigacién normal a
un maximo de 10,25 nmol g™ PF durante el nivel de estrés 1; 88,0 % superior al control.
Este resultado es analogo al propuesto por Ruiz-Lozano (2001), y al planteado por Porcel
et al. (2003). En ambos casos, el contenido de MDA aumentd con el nivel de estrés pero
fue menor en plantas micorrizadas que en aquellas sin micorrizar. Por otro lado, cuando
las plantas estan bien irrigadas, es indiferente la presencia o no de micorrizas (Ruiz-
Lozano, 2001; Porcel et al., 2003), evidentemente por el hecho de no existir dafio
oxidativo en lipidos. Finalmente, Laczko et al. (2003), encontraron que la composicion de
los acidos grasos y esteroles difieren marcadamente cuando la planta y el hongo
ectomicorrizico crecen separados o juntos, de hecho, el hongo tiene una abundancia
relativa de esteroles mucho mayor que la planta por si misma. Estos resultados
demostrarian la estrecha relacion e interdependencia durante la simbiosis, especialmente
en las primeras etapas de la micorrizacion y el hecho de que, probablemente, estos
cambios en la composicion lipidica de la membrana ayuden a evitar o aliviar una excesiva

degradacion lipidica.

5.2 Per6xido de Hidrégeno

Algunos autores han sugerido que el H;O» ejerce una funcion dual, ya que a bajas
concentraciones y en condiciones fisiologicas actua como una molécula mensajera
involucrada en la sefializacion para la aclimatacion, inicio de procesos de tolerancia frente
a diversos estreses abidticos y regulacion de la expresion de genes, mientras que a altas

concentraciones esta implicado en la muerte celular programada. De manera que su
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concentracion debe ser muy bien regulada, pero no debe ser eliminado (Neill et al., 2002;
Schutzendubel y Polle, 2002; Vandenabeele et al., 2003; Dias de Azevedo et al. 2005). La
toxicidad del H,O, radica en el hecho de que puede reaccionar con trazas de Fe*" u otro
metal reductor generando OHe, uno de los mas poderosos agentes oxidantes, el cual, a su
vez, puede reaccionar con moléculas organicas (lipidos de membrana), oxidandolas en
una reaccion en cadena como la descrita en 5.1 (Bradley y Minn, 1992; Leshem, 1992 y
Blokhina et al., 2003). Como se observa en la Fig. 2, el contenido de H2O, aumentd bajo
condiciones de estrés hidrico en las plantas de todos los tratamientos, lo cual concuerda
plenamente con la hipotesis propuesta. Cuantitativamente, la diferencia entre cada
tratamiento se manifiesta en la magnitud del aumento en el contenido H,O,. De manera
similar a lo ocurrido con el contenido de MDA, las plantas de los tratamientos S/m, en los
niveles de estrés 2 y de recuperacion, presentaron los mayores contenidos de H2O- del
experimento. En general, las raices de las plantas en los Da y Pt presentaron los menores
contenidos de H20,. En este trabajo se muestra que condiciones de déficit hidrico,
conducirian a un estrés oxidativo, dado por el aumento en el contenido de H,O,. Cho y
Seo (2005) también encontraron que en condiciones de estrés, los contenidos de H>Ozy
MDA aumentaron en relacién a controles sin estrés y este aumento, es consecuente con el
aumento de las actividades enzimaticas antioxidantes CAT, APX, SOD y GR. En la Fig. 2
se observa un marcado aumento del contenido de H20O, en el tratamiento S/m sin fertilizar,
en el nivel de estrés 2. Este incremento es de 987,7 % superior al nivel de control en el
mismo tratamiento. Este resultado es diferente al obtenido por Porcel et al. (2003), en el
sentido que no encontro diferencias en el contenido de H2O, entre plantas micorrizadas y

sin micorrizar sometidas a estrés hidrico. Por otra parte, Jiang y Zhang (2001) encontraron
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que bajo condiciones de estrés, el contenido de H,O, efectivamente aumentaba
significativamente en relacion a plantas no sometidas a estrés. Estos resultados son
concordantes con los observados para el contenido de MDA, en el mismo tratamiento y
nivel hidrico, ya que, en la medida que existe un mayor contenido de H2O, (S/m sin
fertilizar, nivel de estrés 2), se observd un mayor dafio a lipidos de membrana,
determinado como el contenido de MDA en dicho nivel y tratamiento. Un resultado
semejante se observa en el tratamiento S/m fertilizado, en el nivel de estrés 2. Segun lo
mostrado, durante estadios de estrés oxidativo por déficit hidrico, se genera una
acumulacion de H>Og2, lo cual puede ser explicado por una o ambas de las siguientes
posibilidades: Una de las fuentes de H,O, en el medio celular durante episodios de estrés
oxidativo, esta dado por la dismutacién del *O, en O, y H,O» (Blokhina et al., 2003). Por
otra parte, Schutzendubel y Polle (2002), sugieren que para iniciar la acumulacion de H20O;
basta con una leve disminucion de alguno de los antioxidantes presentes en la célula
vegetal. Ambas situaciones son compatibles con las condiciones presentadas en este
trabajo, donde efectivamente la planta se encuentra sometida a estrés oxidativo y como
se menciond anteriormente, H;O, actia como mensajero en la célula vegetal
demostrandose que induce la expresion de los genes de las enzimas CAT (Polidoros y
Scandalios, 1999), APX (Van Breusegem et al., 2001) y GR (Janda et al., 1999), las cuales,

estan incrementadas.

Como puede observarse en la Fig. 2, la fertilizacion tuvo efectos similares a los que se
obtuvieron para el contenido de MDA (ver Capitulo 5.1), excepto que los resultados

obtenidos para el contenido de H,O, fueron mas dispersos que los obtenidos para MDA.
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Como se explico en 5.1, durante el estrés mas severo se aprecian las diferencias
estadisticas mas claras en cuanto al efecto de la fertilizacion, ya que S/m fertilizado

presenté un menor contenido de H,O, cuando estaba fertilizada.

Como se menciond anteriormente, los antecedentes mostrados respecto al efecto de la
micorrizacion y el contenido de H>O2 son opuestos (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004). En este
trabajo se demuestra entonces que la micorrizacion previene la acumulacion excesiva de
H20O,, evitando de esta manera la peroxidacién lipidica y manteniendo un nivel fisiologico
de H,0O,. Aunque existen algunos modelos que permiten determinar los niveles 6ptimos de
H20O- en plantas, no existe un acuerdo y se acepta que el estado oxidativo es propio de las
especies y dentro de cada especie, el contenido de H,O, depende entre otras variables
del estado de desarrollo de planta y condicion fotosanitaria (Foyer y Noctor, 2005). En el
caso de este trabajo, el nivel normal de H,O, segun los controles, es del orden de 2 pmol
g' PF, lo cual es concordante con los resultados obtenidos por Jiang y Zhang (2001).
También es posible observar que, si bien es cierto, existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos Da y Pt con/sin fertilizar, estas se hacen menos
notorias si se comparan Da y Pt con/sin fertilizar con los controles S/m con/sin fertilizar.
Cuando la planta no esta fertilizada, el mejor desempefio ocurre con la simbiosis entre N.
dombeyiy P. tinctorius, ya que tanto en el nivel de estrés 2 como durante la recuperacion,
los menores contenidos de H,O, se observan en este tratamiento. Cuando las plantas
estan fertilizadas el comportamiento se mantiene, aunque aparece mayor dispersion en los

datos y el efecto mas notorio se presenta en el nivel de recuperacion.
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5.3 Superéxido Dismutasa

Como se esperaba, segun la hipotesis propuesta, la actividad SOD aument6 a medida que
se incremento el nivel de estrés hidrico, tanto en las raices de los tratamientos S/m como
Da vy Pt, fertilizadas vy sin fertilizar. La principal diferencia entre los tratamientos radica en la
magnitud del aumento, ya que pudieron observarse aumentos de hasta 418,1 % respecto
al nivel de irrigacion normal. Este resultado es concordante con lo expuesto en Ushimaro
et al. (2001), sin embargo, se han observado descensos de la actividad (Pavelic et al.,
2000), aumentos compartimentalizados (Ushimaro et al., 1999; Blokhina et al., 2003), o
simplemente la actividad no se ha visto afectada (Biemelt et al., 2000). La explicacion a
este fenomeno viene dado por el hecho que SODs constituyen la primera linea de defensa
contra las ERO dentro de la célula y es crucial que estas SODs estén presentes en todos
los compartimentos celulares en donde las ERO son producidas (Alscher, 2003).
Dependiendo del metal cofactor presente en la enzima existen 3 grupos de SOD. Fe-SOD
se encuentra en cloroplastos, Mn-SOD en mitocondrias y peroxisomas y Cu/Zn SOD en
cloroplastos, citosol y probablemente en el medio extracelular (Fridovich, 1986; Palma et
al., 1993). Los genes de cada una de estas isoformas enzimaticas probablemente
responden de diferente manera a las condiciones impuestas. En el presente trabajo, el
método de cuantificacidén utilizado (espectrofotometria) permite determinar la actividad
enzimatica total y las situaciones expuestas anteriormente, no quedan reflejadas en la
actividad enzimatica cuantificada. Se ha demostrado también en este experimento que la
planta por si sola tiene una alta actividad SOD, comparada con los resultados de Porcel, et

al. (2003), sin embargo, en Arbona et al. (2003), los valores obtenidos tienen 6rdenes de
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magnitud semejante, lo cual, nuevamente demuestra la amplia variabilidad de los
resultados observados. Para el caso del nivel denominado recuperacion se esperaba un
descenso de la actividad SOD, al menos al nivel del estrés 1 o incluso al nivel presentado
durante la irrigacion normal. Sélo Da y Pt fertilizados mostraron un descenso de la
actividad SOD durante este nivel, aunque de ninguna manera el esperado, probablemente
porque el hecho de retornar al nivel de irrigacién normal luego de un estrés tan severo,
implica otro nivel de estrés (re-hidratacion), ademas, existe un efecto residual de dafio
necrotico que debe aun ser subsanado (Bryla et al., 1997), motivos por los cuales la

actividad SOD pudo permanecer elevada.

Si bien es cierto que se observan diferencias significativas entre los tratamientos con/sin
fertilizacion la tendencia general, esto es, al aumento de la actividad SOD en la medida
que disminuye el contenido hidrico del suelo, permanece constante (Davies et al., 1996).
Segun Gacitua (2005) la fertilizacion esta negativamente relacionada con la presencia de
micelio en el suelo y el grado de micorrizacion en la planta. De la misma forma, Treseder
(2004), en un estudio de meta-analisis, encontré que la abundancia de micorrizas
disminuye levemente bajo fertilizacion con P, mientras que en régimen de fertilizacion con
N los resultados eran menos claros, pero tendientes a la disminucién de la micorriza. De
Giorgio et al. (2004), encontraron que plantas micorrizadas y sometidas a diferentes
cargas de fertilizacion sélo disminuyen el grado de micorrizacion respecto a las sin
fertilizar en una pequefa proporcion apenas significativa. En base a esto podria haberse
esperado un descenso en la actividad SOD, si tomamos en cuenta que el aporte de

actividad SOD de las hifas es menor en este caso. En el tratamiento S/m fertilizado
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durante los niveles de estrés 1 y 2 la actividad SOD disminuyé en 14,9 % y 11,2 %,
respectivamente, comparado con el control sin fertilizar. En Da fertilizado se observé un
aumento en los tratamientos de control y estrés y un descenso en la recuperacion vy
finalmente para Pt fertilizado se observo una tendencia semejante a Da fertilizado excepto
en nivel de estrés 1 donde no present6 diferencias. Puede decirse que cuantitativamente
la actividad SOD no estaria relacionada con los parametros medidos por los autores
anteriormente mencionados (presencia de micelio y grado de micorrizacién) y mas aun, en
términos globales la suma de micorrizacion y fertilizacion resultan mas favorables para la

planta que dichos tratamientos por separado (De Giorgio et al., 2004; Barra, 2004).

La micorrizacion implico un aumento en la actividad enzimatica SOD en casi todos los
niveles hidricos. Puede observarse incluso que sin estrés las raices presentan mayor
actividad SOD cuando estan micorrizadas (irrigacion normal: Da sin fertilizar y Da y Pt
fertilizados) lo cual implicaria, al menos en este nivel, un efecto aditivo de la actividad SOD
presente en el hongo y la raiz de la planta. Este resultado es concordante con la hipétesis
propuesta y con los resultados de Ruiz-Lozano (2001), pero es discordante a lo planteado
por Porcel et al., (2004) donde se encontro que la actividad SOD permanecio inalterada o
disminuyd (Porcel et al., 2003) en raices micorrizadas y sometidas a estrés hidrico, en
comparacion a aquellas sin micorrizar. En el presente estudio, la maxima actividad
alcanzada por SOD en los tratamientos control (S/m) fue 325,71 U min™ mg™ prot. La
mayor actividad SOD fue determinada en la micorriza N. dombeyi-P. tinctorius sin fertilizar
durante el estrés 2 y llegd a 615,32 U min™ mg™ prot, 88,9 % superior a la actividad

observada sin micorrizacion. Estos incrementos estarian demostrando la importancia de
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SOD como primera linea de defensa contra el exceso de ERO (Polle, 2001) y
particularmente el hecho de que durante el estrés hidrico y en las condiciones
establecidas, esta aumentada la generacion de Oy , lo cual queda bastante claro con los
sucesivos aumentos de la actividad SOD a medida que aumenta el nivel de estrés hidrico,

especialmente cuando existen micorrizas.

5.4 Catalasa

Como se esperaba, segun la hipotesis propuesta, la actividad CAT aumentd, tanto en las
raices de las plantas micorrizadas como aquellas sin micorrizar, fertilizadas y sin fertilizar.
Como muestra la Fig. 4, la principal diferencia entre los tratamientos radica en la magnitud
del aumento, ya que en el caso de S/m sin fertilizar el aumento fue significativo (13,6 %
mayor durante el estrés 2 que en el control). En los restantes tratamientos hubo
diferencias entre todos los niveles hidricos dentro de cada tratamientos, excepto en Pt
fertilizado, donde, a partir del estrés 1 no hubo diferencias estadisticas. Turkan et al.
(2005) y Porcel et al. (2003) encontraron que CAT permanecié constante en plantas
micorrizadas sometidas a estrés hidrico, en comparacion a plantas sin micorrizar, mientras
que Jiang y Zhang (2001) y Liang et al., (2003) encontraron que en condiciones de estrés
oxidativo por déficit hidrico la actividad CAT aumenté su actividad. Esto nuevamente
demuestra la variedad de resultados observados. La actividad enzimatica CAT también
depende del tipo de estrés impuesto ya que, si bien, el resultado final es la generacién de
ERO, la activacion de los genes que codifican para estas enzimas varia en funcién del tipo

de estrés abidtico impuesto (Shanker, 2004). CAT no esta presente en los cloroplastos y



en estos organelos la eliminacion de H>O, se realiza a través de las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation, por lo cual no es demasiado importante en la parte aérea de la planta
(Iturbe-Ormaetxe et al., 2001). CAT esta presente en organelos distintos al cloroplasto, tal
como peroxisomas. En estos organelos, se generan importantes cantidades de H»O, por
oxidasas involucradas en la B-oxidacion de acidos grasos, el ciclo del glioxilato y el
catabolismo de las purinas (Feierabend, 1992). En este sentido, el aumento de la actividad
CAT, a diferencia de otros autores, podria explicarse por el hecho de que porciones de
membrana plasmatica dafiadas por la peroxidacion lipidica fueron eliminadas a través de
los peroxisomas, generando de esta manera cantidades extra de H20O», lo que a su vez
implico un aumento de la actividad CAT, por via de la expresion de los genes que la
codifican, como se menciono anteriormente. Finalmente, en este trabajo se demuestra que
la actividad CAT, estuvo aumentada en todos los tratamientos y estaria aportando a la
eliminacién de H,O, de manera importante en el sistema radicular de la planta ayudando

al manejo del estrés oxidativo impuesto por el déficit hidrico.

La tendencia general se mantuvo entre los tratamientos con/sin fertilizacion (Davies et al.,
1996), pero existen algunas diferencias importantes. Como se observa en la Fig 4, para
S/m fertilizado se observo que la actividad CAT aumento significativamente en todos los
niveles hidricos llegando a una actividad maxima de 77,49 pmol min 5 mg 1 prot; 67,5 %
superior al control S/m sin fertilizar en el mismo nivel hidrico, lo cual implica que la
fertilizacion ayudaria a la planta en su manejo del estrés hidrico. La aplicacién de Ny P
durante condiciones de estrés hidrico puede resultar en un crecimiento desbalanceado de

la raiz respecto a la parte aérea, situacion que desde el punto de vista productivo puede
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no ser deseable (Zainudin, 2003), sin embargo, esta situacion depende de la fisiologia de
cada planta, ya que se ha observado que suelos con adecuadas cantidades de nutrientes
tales como N, P y K, ayudarian a aliviar el estrés hidrico debido a un aumento de la
exploracion del suelo por la raiz (Potash and Phosphate Institute) con lo cual existirian
mas raices fisiologicamente activas lo que a su vez podria traducirse en una mayor
actividad CAT. En el caso de Da sélo durante el estrés 2 fertilizado, se observé una mayor
actividad CAT 5,3 % mayor con respecto al control. En el caso de Pt no existen diferencias
significativas, por lo cual puede decirse que la fertilizacion tuvo pocos efectos sobre la
micorrizacion y la magnitud de la actividad CAT, lo cual nuevamente concuerda con el
hecho que, globalmente, la fertilizacion mas la micorrizacion favorecerian a la planta de

mejor forma que micorrizacién y fertilizacién por separados.

La micorrizacion implic6 un aumento en la actividad enzimatica CAT en casi todos los
niveles hidricos. La excepcion la constituye el nivel de recuperacion de Da fertilizado y en
menor medida el tratamiento Da sin fertilizar, en el mismo nivel hidrico. Sin embargo, era
un descenso en la actividad CAT lo que se esperaba en el nivel de recuperacion en
comparacion al nivel de estrés 2. Pudo observarse que sin estrés, las raices presentan
mayor actividad CAT cuando estan micorrizadas (irrigacion normal: Da con/sin fertilizar y
Pt con/sin fertilizados) y al igual que la actividad SOD, al menos en este nivel, implicaria
un efecto aditivo de la actividad CAT presente en el hongo mas la actividad CAT de la raiz
de la planta. Este resultado es concordante con la hipotesis propuesta y con los resultados
de Porcel et al. (2004), pero es opuesto a lo planteado por el mismo autor en 2003, donde

se encontré que la actividad CAT permanecio inalterada en raices micorrizadas vy
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sometidas a estrés hidrico, en comparacion a aquellas sin micorrizar. Como se observo,
la maxima actividad alcanzada por CAT en los tratamientos control (S/m fertilizado) fue

"' mg ' prot. La mayor actividad CAT fue determinada en la micorriza N.

77,49 pymol min -
dombeyi-D. antarctica fertilizado durante el estrés 2 y fue de 114,88 pmol min™ mg™ prot.
Estos incrementos estarian demostrando la importancia de CAT en la eliminacién de H,0,
en la raiz (micorriza) a diferencia de lo que ocurre en las hojas de la planta, donde el papel

preponderante en la eliminacién de H2O; lo desempefian AsA y APX (Shanker, 2004).

5.5 Glutation-reductasa

GR y APX, tienen roles claves en el ciclo ascorbato-glutation, tanto en los cloroplastos
como en otros compartimentos celulares. La funcion ejercida por GR es clave debido a
que debe reducir al GSSG (oxidado) y mantener un nivel fisiologico de GSH (en su estado
reducido). GSH es quien ejecuta la funcion antioxidante, de manera directa, reduciendo a
una ERO o bien, regenerando el pool de Ascorbato por via de la enzima DHAR. (Foyer
and Halliwell, 1976). Aunque en este trabajo no se cuantificaron GSH ni AsA, las
actividades GR y APX dan cuenta indirecta del estado de este tampdn antioxidante. Un
aumento de la actividad GR implicaria la necesidad de reducir GSSG originado como
respuesta frente al estrés hidrico. Como se observa en la Fig. 5, y en concordancia a la
hipbtesis propuesta, la actividad GR presentd una situacién semejante a SOD y CAT, en la
que a mayor nivel de estrés hidrico, la actividad enzimatica es mayor. GR aumento, tanto
en las raices de los tratamientos Da y Pt como aquellas S/m, fertilizadas y sin fertilizar. La

principal diferencia entre los tratamientos radica en la magnitud del aumento, ya que la



mayor diferencia observada en el aumento es de 39,7 % (Pt fertilizado estrés 2 v/s Pt
fertilizado irrigacion normal). Este resultado es concordante con lo expuesto por Jiang y
Zhang, (2001); Arbona et al., (2003); Shanker, (2004) y Turkan, (2005), donde, en general
se observa un aumento de la actividad GR cuando la planta se encuentra en condiciones
de estrés oxidativo. En el presente trabajo queda de manifiesto que, bajo las condiciones
impuestas, en las raices de N. dombeyi se encuentra una elevada actividad GR
(297,39 nmol min™ mg™" prot en S/m fertilizado) comparada con la actividad GR
encontrada en las raices micorrizadas, donde se observa un maximo de 383,73 nmol min™
mg™" prot (Pt fertilizado) lo cual implica un aumento de 31.5 %, razén que se mantiene
aproximadamente constante durante el nivel de estrés 2 comparando S/m sin fertilizar con

Pt fertilizado.

El efecto de la fertilizacion en la actividad GR fue mucho mas claro que en los casos
anteriores. En la Fig. 5 se observa que no hubo diferencias entre los tratamientos
fertilizados y sin fertilizar, con excepcion de los tratamiento Da en el nivel de irrigacion
normal, donde la actividad GR fue significativamente mayor en Da no fertilizado que Da
fertilizado (4,8 % mayor). Como se menciono previamente, De Giorgio et al. (2004),
encontraron que plantas micorrizadas y sometidas a diferentes cargas de fertilizacion solo
disminuyen el grado de micorrizacién respecto a las sin fertilizar en una pequefia
proporcion apenas significativa. En base a estos resultados, la actividad GR no se ve
alterada por efectos nutricionales y tomando en cuenta los resultados anteriores, el efecto
de la fertilizacion y la micorrizacién conducen a un mejor estado general de la planta, sin

importar el hecho de que probablemente el grado de micorrizacion pueda resultar menor
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cuando la planta es sometida a fertilizacion.

La micorrizacion implicé un aumento en la actividad enzimatica GR en todos los niveles
hidricos, comparando Pt y Da con/sin fertilizar con S/m con/sin fertilizar. En la Fig. 5 puede
observarse que sin estrés las raices presentaron mayor actividad GR en el nivel de
irrigacion normal: Da con/sin fertilizar y Pt con/sin fertilizar) y al igual que la actividad SOD
y CAT, al menos en este nivel, implicaria un efecto aditivo de la actividad GR presente en
el hongo mas la actividad GR de la raiz de la planta. Porcel et al. (2003) encontraron que
s6lo GR aumenté en raices de plantas micorrizadas sometidas a estrés hidrico, en
comparacion a plantas sin micorrizar, mientras que el mismo autor en 2004 encontré que
la actividad GR disminuy6é considerablemente cuando la planta estaba micorrizada vy
sometida a estrés hidrico. Por otro lado Jiang y Zhang (2001) también observaron que en
condiciones de estrés oxidativo por déficit hidrico, GR aumentaba su actividad. Como se
vio, la maxima actividad alcanzada por GR en los tratamientos control (S/m fertilizado) fue

297,39 nmol min ™ mg " prot. La mayor actividad GR fue determinada en la micorriza N.

dombeyi-P. tinctorius sin fertilizar durante el estrés 2 y llegé a 512,27 nmol min " mg " prot.

Aunque los incrementos no son tan elevados, el principal aumento se obtiene con Pt
fertilizado durante la recuperacion; 60.6 % superior que S/m fertilizado en el mismo nivel

hidrico.
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5.6 Ascorbato-peroxidasa

La actividad APX aumento, tanto en las raices de los tratamientos Da y Pt como aquellos
S/m, fertilizadas y sin fertilizar. Hubo diferencias entre casi todos los niveles hidricos
dentro de cada tratamiento, excepto en el tratamiento S/m sin fertilizar en los niveles de
estrés 1 y 2; Da sin fertilizar en los niveles de estrés 2 y recuperacion; S/m fertilizado en
los niveles de estrés 2 y recuperacion y Pt fertilizado en los niveles de estrés 1y 2. Porcel
et al. (2003) encontraron que APX aumento en raices de plantas micorrizadas sometidas a
estrés hidrico, en comparacion a plantas micorrizadas bien irrigadas, resultado semejante
a Jiang y Zhang (2001) y Liang et al., (2003) quienes también encontraron que en
condiciones de estrés oxidativo por déficit hidrico, APX aumentaba su actividad. APX, a
diferencia de CAT y en similitud con SOD y GR, se encuentra presente tanto en los
cloroplastos como en los otros compartimentos de la planta y es una de las enzimas clave
en el ciclo AsA - GSH para la eliminacion del H,O- en los cloroplastos (Asada y Takahashi,
1987). Esta funcidn ha sido bien establecida, junto al hecho de existir 3 isoformas de la
enzima (Miyake y Asada, 1992; Chen y Asada, 1989), las cuales, al igual que SOD,
presentan patrones de expresion en funcién de las condiciones impuestas (Miyake vy
Asada, 1994; Ishikawa et al.; 1996a, 1996b, y Leonardis et al., 2000). Se demuestra en
este trabajo la importancia de APX en la raiz de la planta, donde puede ser sintetizada in
situ o transportada desde las estructuras aéreas. Como se menciond en 5.5.; existe una
estrecha relacion entre APX y GR, particularmente en el cloroplasto, sin embargo, la
eliminacion de H;O, en este organelo también es ejecutada por antioxidantes no

enzimaticos. Para la planta, mas importante que el consumo de AsA por APX, es el hecho
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de mantener una adecuada concentracion de AsA, el cual por si soélo, es el mas
importante antioxidante en los cloroplastos (Foyer y Halliwell, 1976). Como puede
observarse, esta situacion cambia en la raiz, ya que, evidentemente APX incrementa su
actividad consecuentemente con el aumento del nivel de estrés, llegando a un maximo de

3,91 mmol min™ mg'1 prot en el tratamiento Pt fertilizado, en el nivel de recuperacion.

La tendencia general se mantiene entre los tratamientos con/sin fertilizacion, ya que se
observan muy pocas diferencias. La principal de ellas ocurre entre los tratamientos Da
con/sin fertilizacién, en el nivel de recuperacion, donde existe un importante descenso de
49,3 % en la actividad APX cuando la planta fue fertilizada. Como se mencion6é con
anterioridad, en términos globales, y para las condiciones aqui impuestas, la suma de
micorrizacion y fertilizacion resultan mas favorables para la planta que dichos tratamientos
por separado (De Giorgio et al., 2004; Barra 2004). Por otra parte la actividad APX en el
tratamiento Pt fertilizado, en el nivel de recuperacion, aumenté en 74,6 % respecto al
tratamiento Pt sin fertilizar, en el mismo nivel hidrico. Este resultado implica que Da
fertilizado se recuper6 mas rapido que Da sin fertilizar y con Pt ocurrié al revés, sin
embargo, hay que recordar, que en este nivel los resultados en general fueron bastante
diferentes a lo esperado por que, como se menciono, la re-hidratacion impuso otro grado
de estrés a la planta, de manera que en estas condiciones Da fertilizada tuvo un mejor

comportamiento.

La micorrizacion implic6 un aumento en la actividad enzimatica APX en casi todos los

niveles hidricos. La excepcion la constituye el nivel de estrés 1 con Da con/sin fertilizar
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compararado con S/m con/sin fertilizar en el mismo nivel de estrés hidrico. Como puede
observarse en la Fig 6, las raices sin estrés presentan mayor actividad APX cuando estan
micorrizadas (irrigacion normal: Da con/sin fertilizar y Pt con/sin fertilizar) y al igual que la
actividad SOD y CAT y GR, al menos en este nivel, implicaria un efecto aditivo de la
actividad APX presente en el hongo mas la actividad APX de la raiz de la planta.
Finalmente, Porcel et al. (2003) encontraron que APX disminuyd en raices de plantas
micorrizadas sometidas a estrés hidrico, en comparacion a plantas sin micorrizar, mientras
que en Porcel et al. (2004) encontraron que la actividad APX permanecié alta en plantas
no micorrizadas y que bajo irrigacion normal o estrés hidrico, plantas micorrizadas
igualmente presentan baja actividad APX. Por otro lado Jiang y Zhang (2001), observaron

gue en condiciones de estrés oxidativo por déficit hidrico, APX aumentaba su actividad.

5.7 Comentarios finales

Cuando la disponibilidad del agua en el suelo disminuye, el potencial de agua del suelo
decrece y la planta tiene que disminuir su potencial hidrico para continuar con el flujo de
agua desde el suelo. Para lograr esto, la planta debe generar un potencial osmotico
menor, mecanismo fisioldgico denominado ajuste osmético (Flexas et al. 2004). El cierre
inmediato de estomas (como uno de los mecanismos de ajuste osmotico) genera una
disminucién de la disponibilidad de CO, fotoasimilable. Con el desarrollo del estrés, en el
cloroplasto resulta limitante la generacién de poder reductor (NADPH), convirtiendo al O,
en aceptor de electrones. Esto deriva en un aumento en la generacion de ERO, moléculas

que conducen a la disminucién de la eficiencia fotosintética en un proceso conocido como
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fotoinhibicion (Asada, 1999), disminuyendo la produccion de energia por parte de la planta
la cual, eventualmente, morira. Sin embargo, durante el desarrollo del estrés, las ERO,
también actuan como sefales que inducen diferentes vias de defensas (Fig. 7). Ya que las
ERO son téxicas pero también participan en eventos de sefalizacion claves, la planta
requiere diferentes mecanismos para regular las concentraciones intra- y extra celulares
de ERO. Estos mecanismos incluyen SOD, APX, CAT, GR (Fig. 7). El balance entre la
actividad celular de SOD, and APX (y/o CAT) es considerado crucial para mantener en
estado estacionario el nivel de O, y H20».

Los estudios de los mecanismos de defensa que la planta despliega cuando se encuentra
en simbiosis micorrizica, se centran principalmente en modelos simbidticos con MA 'y en la
parte aérea de plantas herbaceas. Son pocos los estudios realizados en raices de
especies lefiosas y con ectomicorrizas, por lo que, hasta ahora, existen pocos parametros
de comparacion. Los resultados obtenidos por diferentes investigadores son disimiles,
probablemente debido, entre otros factores, a las diferentes especies fungicas, al tipo de
planta y a las diferentes interacciones que se establecen entre ambas y el sustrato
utilizado. La mayoria de estos estudios apuntan a que primero la planta evita o tolera el
déficit hidrico, poniendo en juego una serie de mecanismos fisiologicos, tales como
aumento de la captacion de agua por las hifas (Marulanda et al., 2003) o acumulacién de
azucares y aminoacidos en las hojas (Porcel et al., 2004) y que luego se iniciaria la
cascada de reacciones que involucran, por ejemplo, un aumento de las actividades
enzimaticas antioxidantes.

Los datos obtenidos en este experimento demuestran un incremento de la actividad

enzimatica antioxidante en concordancia con la disminucion de los niveles hidricos, tanto
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en las plantas micorrizadas como en aquellas sin micorrizar. Aunque esta diferencia no fue
siempre estadisticamente significativa, existe una tendencia que es mas clara mientras

menor es el contenido hidrico del suelo, con respecto al control.
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Fig. 7: Las principales vias de eliminacion de ERO en plantas. (a). SOD y APX unida a
tilacoide (tyl-APX) en el cloroplasto como parte del ciclo agua-agua. (b). SOD y APX en el
estroma, citosol, mitocondria y apoplasto de plantas, como parte de la via Ascorbato-
glutation. (c) Glutatiéon peroxidasa (GPX) y su ciclo de regeneracion. (d) Catalasa en
peroxisomas. AsA, ascorbato; GSH y GSSG, glutation reducido y oxidado; DHA,

deshidroascorbato; DHAR, deshidroascorbato reductasa; MDA, monodeshidroascorbato;

MDAR, monodeshidroascorbato reductasa; GR, Glutation reductasa; PSI, fotosistema I; Fd,

ferredoxina; e-, electron.
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En cuanto a los efectos de la fertilizacion, también existen diferencias entre este trabajo y
otros autores. La mayoria propone que, por ejemplo, la fertilizacion con N altera el balance
entre costos y beneficios en la simbiosis micorrizica y que las comunidades de hongos
micorrizicos establecidas en suelos fertilizados con N presentan menores beneficios
mutualistas que aquellos en suelos no fertilizados (Corkidi et al., 2002). Sin embargo, en el
conjunto, se observa que la fertilizacion en general beneficié a la planta, dado que se
observaron aumentos importantes en las actividades enzimaticas antioxidantes con la
fertilizacion. Aun cuando es conocido que, por ejemplo, una elevada carga de fertilizante
nitrogenado, tiene efectos deletéreos sobre la simbiosis, en este trabajo, la fertilizacion
aplicada esta muy por debajo de los valores estandar experimentales que a menudo se
hace referencia.

Para la cuantificacién de los marcadores de dano oxidativo, en particular, con el contenido
de Hy0O, los resultados no son tan claros pero es posible observar una tendencia, en la
cual a mayor déficit hidrico existe un aumento en el contenido de H,O2 y un descenso en
simbiosis micorrizica. Con el contenido de MDA se observa de manera mas clara la

situacion anterior.
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6. CONCLUSIONES

Uno de los mecanismos por los cuales el estrés hidrico conduce a un estrés oxidativo es
por via del agotamiento del poder reductor (NADH, NADPH) de la planta, lo cual causa
activacion del Oz y dafio oxidativo, medido como aumento en el contenido de MDA en las
raices de N. dombeyi. Este fendmeno involucra la generacion en exceso de ERO, tales
como Oy" y HO,, este ultimo, claramente aumentd su contenido en las raices de N.

dombeyi.

H20.y otras ERO estan involucradas en procesos de sefializacion celular e inducen genes
implicados en la respuesta al estrés. Algunos de estos genes activados serian finalmente
traducidos a enzimas antioxidantes tales como SOD, CAT, GR y APX, las cuales estan
aumentadas durante periodos de estrés, como pudo observarse en todos los tratamientos

a nivel del tejido radicular de N. dombeyi.

Las plantas micorrizadas presentan mayores actividades de estas enzimas con funciones
antioxidantes probablemente por alguno de los siguientes mecanismos: Las hifas
discriminan el déficit hidrico del suelo y activan sus propias vias de sefalizacion,
aumentando la sintesis de sus enzimas antioxidantes y/o las moléculas de sefalizacion
(factores de transcripcion, por ejemplo) son translocadas a la planta y éstas activan a los
genes de enzimas antioxidantes y/o la planta activa sus propias vias de sefalizacion y las
moléculas son translocadas a las hifas del hongo y/u ocurre todo a la vez dependiendo del

factor que inicio la respuesta al estrés y de la enzima que debe a ser activada.
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Las enzimas antioxidantes actuan eliminando el exceso de ERO, particularmente O," y
H.O,, protegiendo a la planta de su acumulacién y permitiendo que ésta continue

desenvolviéndose en rangos fisiologicos.

Finalmente, se concluye que la micorrizacion permitio a las plantas de N. dombeyi un
mejor desempefio en condiciones de déficit hidrico, en las condiciones experimentales
impuestas y por este motivo se propone a las dos especies de hongos estudiados, P.
tinctorius y D. antarctica, como potenciales indculos en N. dombeyi, a modo de favorecer
la proteccidon frente al estrés oxidativo producido por déficit hidrico tanto en practicas

silviculturales de vivero como de campo.
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