4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

4.1. Colonización micorrízica en plantas de arroz cultivadas en diferentes manejos de agua y condiciones de crecimiento.
Se comprobó que en las plantas noMA no hubo simbiosis, debido al proceso de esterilización realizado, sin embargo en las plantas inoculadas con MA se observó simbiosis micorrízica, la cual se incrementó a medida que trascurrió el tiempo y crecieron las plantas de arroz (Figura 1, 2, 3 y 4).

En las figuras 1A, C y B se muestra la colonización micorrízica en plantas de arroz inoculadas con diferentes cepas de HMA, donde se aprecia una tendencia superior en los tratamientos no inundados con respecto a los inundados. 
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Figura 1. Porcentaje de colonización de las raíces (A, B y C) (%) y Densidad visual (D, E y F), en plantas de arroz inoculadas con hongo micorrízico arbuscular (HMA) inundado (Ind) y no inundado (noInd). Para cada muestreo, medias con letras iguales no difieren significativamente (p≤0,05) según la prueba de Rangos Múltiples de Duncan, (n = 4).

A los 30 DDG se observó que el arroz no se micorriza en condiciones inundación, sin embargo en condiciones de suelo no inundado se colonizaron las raíces, con porcentajes inferior al 2.0%, observándose que hubo diferencias entre las cepas Glomus cubense e intraradices (Figura 1A). Transcurrido 40 DDG se observó porcentajes de micorrización inferior al 2.5 % en los tratamientos inundados, siendo superior en los no inundados, apreciándose que no hay diferencias entre las cepas Gc, Gcb, Gi (Figura 1B).  En el muestreo realizado a los 50 DDG se observaron porcentajes de micorrización inferiores al 14 % en los tratamientos inundados, (Figura 1C), sin embargo en los no inundados el porcentaje de superó el 20 %, sin diferencias entre las cepas Gc, Gcb y Gi; pero en los tratamientos noInd se aprecia una mejor respuesta en la colonización de la raíz de la cepa Gcb y Gi sin diferencias, seguido de Gc y Gm.

La Densidad Visual (% DV) es un indicador importante, permite cuantificar la intensidad de la colonización micorrízica arbuscular (Noval, 2008). Los resultados de su evaluación se muestran en la figura 1D, E y F, donde se observó la existencia de diferencias significativas entre las cepas inoculadas. Además se encontró que un gran número de raicillas poseían niveles correspondientes entre 0 – 1,8 % de ocupación fúngica, un efecto puntual a los 50 DDG, donde se aprecia un incremento de la micorrización, a nivel de intensidad de la colonización se hizo evidente en las plantas inoculadas con la cepa G. intraradices, tanto en condiciones inundadas como en suelo bien regado, comportamiento esta muy vinculado con el porcentaje de colonización en las raíces.

El porcentaje de colonización y de densidad visual a los 50 DDT fueron aceptable, si tenemos en cuenta los resultados informados por Noval (2008), a los 8 días después de germinado el tomate obtuvo porcentaje de micorrización entre 28 y 42% y una densidad visual 0.6%, sin embargo son superiores si tenemos en cuanta lo reportado por Rodríguez et al., (2004; 2006a,b) con valores de 15 % y 0.41 %  de colonización y DV con la cepa G. claroideum y en el cultivo del arroz con la sepa G. mosseae respectivamente. 

Cuando se evaluó el porcentaje de colonización micorrízica en plantas de arroz cultivadas en condiciones semicontroladas y aeróbicas en un primer ensayo se observó que este aumentó con el tiempo (Figura 2A), condiciones que permitieron la ocurrencia de la simbiosis a los 30 DDT (13%), resultados similares se obtuvieron por otros autores (Rodríguez et al., 2006a; Gutjahr et al., 2009) cuando evaluaron este indicador a los 30 DDG el arroz, y en otros cultivos es posible en condiciones aeróbicas obtener porcentaje de micorrización superior ante de los 30 días después de germinado, como por ejemplo en tomate y el trigo según Noval (2008) y Plana et al., (2008) respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje de colonización de las raíces en las plantas de arroz inoculadas con el hongo micorrízico arbuscular (Glomus intraradices). A: ensayo 1, B: ensayo 2. Para cada muestreo, medias con letras iguales no difieren significativamente (p ≤0,05) según la prueba de Rangos Múltiples de Duncan (n = 4).

Después del período de estrés durante 15 días (45 DDT) la colonización de las raíces en todos los tratamientos fue superior al 22%. En los tratamientos (T2, T3) con reducción en el suministro de agua (estrés hídrico) se aprecian diferencias con el control (T1) en un 38% de incremento micorrízico. Después de la recuperación del estrés durante 25 días adicionales (70 DDT), en el sistema radical se alcanzó más del 45% de colonización MA. En el tratamiento (T2) se observaron los porcentajes de colonización más altos (53%), aunque sin diferencias con el control.
Cuando se evaluó el porcentaje de micorrización en plantas arroz sometidas a un período de reducción en el suministro de agua desde los 30 DDT hasta los 60 DDT de forma progresiva y en condiciones de crecimiento aeróbico, se observó que el porcentaje fue superior en un 5% en las plantas sometidas a déficit hídrico (figura 2B). Resultado que corrobora la influencia del estrés hídrico en la estimulación de la simbiosis en el cultivo del arroz.
Al evaluar la simbiosis micorrízica en condiciones semi-controladas e inundadas (figura 3) en los muestreos realizados antes del estrés hídrico (30, 40 DDT) no se observó micorrización, sin embargo a los 50 DDT se comenzó a apreciar porcentaje de colonización muy bajos y sin diferencias con el control (Figura 3A).
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Figura 3. Dinámica del porcentaje de colonización de las raíces (%), en plantas de arroz inoculadas con hongo micorrízico arbuscular (HMA). Para cada muestreo, medias con letras iguales no difieren significativamente (p≤0,05) según la prueba de Rangos Múltiples de Duncan (n=5).

El porcentaje de micorrización siempre fue superior en las plantas que fueron sometidas a estrés hídrico (Figura 1B y D). Patrón que continúo incrementándose (20%) después de la recuperación de las plantas de arroz (Figura 1C, E y F) y en el momento de la cosecha (127 DDT).

En condiciones de campos se observo un comportamiento similar al que se muestra en el experimento anterior en condiciones semicontroladas. (FALTA)
El bajo porcentaje de colonización micorrízica en plantas de arroz cultivadas en condiciones aeróbicas en su fase inicial de crecimiento ha sido reportado por otros autores (Rodríguez et al., 2006a, b) entre 24 y 26 % a los 35 DDG con variedades de ciclo medio (INCA – LP7 y J-104). Vallino et al., (2009) obtuvieron similar respuesta con porcentajes entre 14 y 51%, sin diferencias significativas entre las variedades de arroz estudiadas. Resultados que nos hace pensar que no existe un umbral de infección micorrízico en las plantas, que este depende de las condiciones en las que se crea la colonización y los simbiontes que participan (…..) 
En condiciones inundadas se ha reportado porcentaje de colonización bajos en el cultivo del arroz por otros autores (Secilia y Bagyaraj, 1994a, b; Solaiman y Hirata, 1996). Hernández y Cueva, (1999) obtuvieron similares resultados en cuanto a una mayor eficiencia simbiótica con diferentes cepas con respeto a otras, pero evaluaron dicho indicador a finalizar el ciclo del cultivo (150 DDG) y lograron porcentajes entre 10 y 36%. 
En los tratamientos inundados durante esta investigación se aprecia micorrización después de los 40 DDG, con porcentajes muy bajos, comportamiento que puede estar determinado por las condiciones de anóxia que se crea en el suelo por efecto de la inundación (Ismail et al., 2009), condición que pudiera limitar el mecanismo o intercambio planta – hongo. Todo parece indicar que las plantas arroz en condiciones inundadas no se micorrizan en la primera fase de crecimiento del cultivo, o sea antes de los 50 DDT, pero existen reportes que plantean la necesidad de producción de exudados radicales de la planta como sustancias de señal entre los HMA y las plantas  para que ocurra la simbiosis (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2008; Gómez-Roldan et al., 2008 y Umehara et al., 2008). 
Las estrigolactonas son las hormonas que intervienen en la señalización hongo-planta (Parniske, 2005, 2008). Sin embargo esta hormona presenta un enlace éter muy lábil, el cual puede ser fácilmente hidrolizado en la rizosfera (Parniske, 2005; Kohki & Hideo, 2006; Gómez-Roldan et al., 2008 y Umehara et al., 2008), propiedad que nos hace pensar que, la planta de arroz cultivada en  condiciones inundadas tiene que sobre producir estrigolactona para lograr el intercambio hongo - planta en sus fase inicial de crecimiento (antes de los 40 DDG o DDT), de lo contrario hay que contar con un sistema radical lo suficientemente desarrollado para lograr cantidades adecuadas de estrigolactona. Por otra parte Umehara et al., (2008) demostraron que la estrigolactona inhibe la ramificación del arroz (ahijamiento), por tal motivo consideramos que existe un equilibrio de la producción de esta hormona en la planta en las fase inicial de ahijamiento, con vista a que no se afecte el crecimiento d el aplanta. Otros estudios realizados en cuanto a este intercambio (porcentaje de colonización) en el cultivo de arroz revelan que se hicieron en condiciones de crecimiento aeróbico (Fernández et al.,  2006), logrando porcentajes de micorrización a los 15 DDG de un 10 % y entre 20 -25 % (Tang et al., 2009).
