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Resumen

Los escenarios del previsto cambio climéatico pueden perjudicar el rendimiento de los
cultivos y la calidad de los alimentos. Después de los cereales, las legumbres son el
cultivo més importante desde el punto de vista agricola para la alimentacion animal y
humana. Las leguminosas pueden establecer asociacion simbidtica con diferentes
microorganismos edaficos, entre ellos los hongos micorricico-arbusculares. El objetivo
del presente estudio fue comprobar si la simbiosis micorricica, la concentracion de CO,
en la atmosfera o la combinacion de estos dos factores pueden ejercer una influencia
significativa en el crecimiento vegetativo, el ciclo vital y la calidad del fruto de tres
leguminosas (Pisum sativum, Phaseolus vulgaris y Vicia faba) ampliamente
consumidas en la dieta humana. Los resultados mostraron que, tanto la inoculacién
micorricica como la concentracion de CO, en el aire, afectaron el ciclo vital, el
crecimiento vegetativo y la calidad del fruto de las tres leguminosas estudiadas. La
simbiosis micorricica de las leguminosas puede promover su crecimiento e incrementar
la calidad nutricional de los frutos, pero este efecto beneficioso estaria condicionado por
la especie de leguminosa y los factores ambientales. La interaccion més significativa
entre los tres factores incluidos en nuestro trabajo (tipo de leguminosa, nivel de CO; en
el aire y presencia o ausencia de simbiosis micorricica) afecté fundamentalmente a los
contenidos en proteinas solubles totales y compuestos fendlicos en semillas o frutos, lo
cual sugiere que los cultivadores deberian seleccionar las leguminosas méas adecuadas
para cada situacion ambiental en aras de obtener productos de alta calidad nutricional.

Palabras clave: ciclo vital, crecimiento, guisante, frijoles, hongos micorricicos
arbusculares, calidad del fruto.

Abstract

The scenarios of the anticipated climate change can impair crop yield and food quality.
After cereals, legumes are the most important crop from an agricultural point of view
for animal and human food. Legumes can establish symbiotic association with different
edaphic microorganisms, including mycorrhizal-arbuscular fungi. The objective of the
present study was to verify whether mycorrhizal symbiosis, the concentration of CO, in
the atmosphere or the combination of these two factors can exert a significant influence
on the vegetative growth, the life cycle and the quality of the fruit of three legumes
(Pisum sativum , Phaseolus vulgaris and Vicia faba) widely consumed in the human
diet. The results showed that, both mycorrhizal inoculation and the concentration of
CO; in the air, affected the life cycle, vegetative growth and fruit quality of the three
legumes studied. The mycorrhizal symbiosis of legumes can promote their growth and
increase the nutritional quality of the fruits, but this beneficial effect would be
conditioned by the species of legume and environmental factors. The most significant
interaction between the three factors included in our work (type of legume, level of CO,
in the air and presence or absence of mycorrhizal symbiosis) fundamentally affected the
contents of total soluble proteins and phenolic compounds in seeds or fruits, which
suggests that growers should select the most suitable legumes for each environmental
situation in order to obtain products of high nutritional quality.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi, beans, growth, life cycle, pea, quality of the
fruit.
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INTRODUCCION

El cambio climatico es uno de los principales problemas ambientales a los que todos los
paises se enfrentan a mediano y largo plazo, por los impactos que esta generando y en
un futuro podria generar al ser humano y a la sociedad. ElI cambio climatico esta dado
por ciertos factores ambientales, como los cambios de temperatura, la variacion de la
disponibilidad del agua y el aumento de CO, en el ambiente (Vadez et al., 2011). El
cambio climatico a nivel global trae efectos negativos en lo que es la agricultura; de
acuerdo con los diferentes escenarios contemplados por la Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC), se espera que, en los proximos afios, la concentracion de CO,
en el aire vaya a aumentar. EI CO; elevado son producto de las continuas emisiones de
las actividades humanas y se tiende a aumentar cada vez mas en un futuro (Irigoyen et
al., 2014), segun los estudios realizados se dice que la concentracion de CO, en la
atmosfera ha aumentado a un ritmo de aproximadamente 1 ppm / afio en los ultimos 50
afios y aumentara a tasas mas altas en el futuro (Vadez et al., 2011).

El sistema agricola actual y la seguridad alimentaria estdn amenazados por la
combinacion de diferentes eventos, como el aumento de la poblacion, la necesidad de
un desarrollo més sostenible y los impactos del cambio climatico. Los escenarios del
previsto cambio climético pueden perjudicar el rendimiento de los cultivos y la calidad
de los alimentos bésicos, ya que pueden alterar su fenologia de la floracién, la
disponibilidad del agua, la fertilidad del suelo, la erosion, el incremento de patégenos,
enfermedades y malezas (Mousavi-Derazmahalleh et al., 2018).

El CO, elevado se ha demostrado que tiene impactos negativos en la calidad de los
productos alimenticios, ya sea en el hierro y el zinc de las plantas, lo que conllevara a
un grado deficiente de calidad de productos alimenticios en la dieta humana a nivel
mundial, por lo que las deficiencias alimentarias de estos micronutrientes es una
problematica de salud puablica global importante. Se estima que dos mil millones de
personas sufren estas deficiencias nutricionales, 1o que provoca una pérdida de 63
millones de vida al afio (Hummel et al., 2018).

Después de los cereales, las leguminosas son la familia de cultivos mas importante
desde el punto de vista agricola, ya que tienen multiples aplicaciones, desde forraje para
animales y alimentos para acuicultura hasta alimentos para humanos, destacandolos por
sus beneficios nutricionales que tienen para la salud, ya que son fuente vital de proteinas
y amino&cidos de origen vegetal (Graham y Vance 2003). La familia de las leguminosas
es la tercera mas grande de las angiospermas y cuenta con 20.000 especies, siendo
cientos de ellas utilizadas para la alimentacién humana y animal a nivel mundial (Azani
et al., 2017). Las leguminosas se comercializan ampliamente para el consumo en la
dieta humana, siendo el frijol comun el cultivo basico mas importante de las
leguminosas para la dieta humana en todo el mundo (Hummel et al., 2018). Segun la
FAOQ se recomienda que se consuma a diario y como parte de una dieta saludable para
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prevenir y controlar las enfermedades crénicas, y para abordar los crecientes problemas
mundiales como la obesidad.

La mayoria de las personas dependen de las legumbres como su principal fuente
dietética de zinc y hierro. Se ha reportado que las leguminosas tienen concentraciones
mas bajas de zinc y hierro cuando se cultivan en condiciones de campo a la
concentracion atmosférica elevada de CO,. El efecto del cambio climatico como
podemos afirmar, puede afectar la calidad de las leguminosas por lo que no acumulan
los micronutrientes esenciales como el hierro y el zinc sino de elementos
antinutricionales como los polifenoles y el &cido fitico, por lo que estos pueden inhibir
la biodisponibilidad de estos micronutrientes. Ademéas los impactos del cambio
climatico en las leguminosas no sélo afecta la calidad de las leguminosas sino también
tiene impactos negativos sobre la produccidon de los cultivos (Hummel et al., 2018).

La familia de las leguminosas tiene facilidad para establecer asociacién simbiotica con
diferentes microorganismos edaficos, entre ellos destacando a los hongos micorricico
arbusculares (HMA), obteniendo asi un beneficio mutuo de ambos. Las leguminosas
presentan ademas simbiosis rizobial, que son exclusivas de éstas. Dentro de los
beneficios que ofrecerian dichas simbiosis en aquellas leguminosas es que ofreceria un
uso mas sostenible de los fertilizantes nitrogenados en los cultivos, debido a su
capacidad que tiene para fijar el nitrogeno atmosférico en los nodulos de las raices
simbidticas. La fijacion de nitrogeno atmosférico se atribuye a las rizobacterias,
mientras que los HMA facilitan la movilizacion y posterior absorcion por la raiz de
ciertos elementos minerales del suelo, entre ellos, el P, Fe, Cu y Mn, entre otros. Por lo
tanto se podria afirmar que al inocular tanto el Rhizobium como a los HMA es més
eficaz para promover el crecimiento de las leguminosas (Abd-Alla et al., 2014). La
colonizacioén de las raices de las leguminosas por HMA puede variar la duracion de la
etapa vegetativa de la planta. Ademas, en las leguminosas, la interaccién de HMA con
el CO, elevado puede modificar la particion de la biomasa entre diferentes 6rganos de la
planta (Baslam et al., 2012a).

El aumento del CO, estimula el crecimiento de las plantas y afecta la calidad del
rendimiento (Baslam et al., 2012b), también los efectos del CO, elevado en la calidad
de las leguminosas dependen mayormente de las interacciones con las bacterias
fijadoras de nitrégeno y los HMA (lIrigoyen et al., 2014). La simbiosis con HMA a
concentraciones elevadas de CO, pueden ofrecer una técnica horticola para mejorar el
crecimiento y la calidad de los cultivos en condiciones de invernadero (Baslam et al.,
2011, Bettoni et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue comprobar si la simbiosis
micorricica, la concentracion de CO, en la atmosfera o la combinacion de estos dos
factores pueden ejercer una influencia significativa en el crecimiento vegetativo, el ciclo
vital y la calidad del fruto de tres leguminosas (Pisum sativum, Phaseolus vulgaris y
Vicia faba) ampliamente consumidas en la dieta humana.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental y condiciones de crecimiento

Se sembraron semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L. cv. Nassau), guisante
(Pisum sativum L. cv. Dulce de Provenza) y haba (Vicia faba L. cv. Muchamiel)
(Semillas Battle, Molins de Rei, Barcelona, Espafia) en un sustrato inerte (perlita).
Cuando las plantulas tenian de 2-3 hojas completamente desarrolladas (16 de enero de
2019), se transfirieron a macetas de 2 L (una planta por maceta), que contenian una
mezcla de vermiculita, arena y turba (2,5:2,5:1; v:v:v). En total habia 16 macetas para
cada leguminosa diferente. El sustrato se esterilizé previamente a 100 °C durante 1 hora
en tres dias consecutivos para eliminar posibles microorganismos presentes
principalmente en la turba. Las propiedades de la turba (Floragard, Vilassar de Mar,
Barcelona, Espafia) fueron pH 5,2-6,0, 70-150 mg L™ de nitrégeno, 80-180 mg L™ de
P,Os y 140-220 mg L™ K,0. En el momento del trasplante, la mitad de las macetas
(ocho con P. vulgaris, ocho con V. faba y ocho con P. sativum) recibieron 4 g de un
indculo de micorriza comercial (TDS-Bioradis Plant, Bioera SLU, Tarragona, Espafia)
(+M). El in6culo consistié en una mezcla de cinco hongos micorricico-arbusculares
(HMA) (Septoglomus deserticola, Funneliformis mosseae, Rhizophagus irregularis,
Claroideoglomus etunicatum y Claroideoglomus claroideum) que contenian alrededor
de 100 por gramo de indculo y una mezcla de rizobacterias perteneciente para el género
Bacillus (10" ufc por gramo). El inéculo micorricico se colocé en los 10 cm més
superficiales de las macetas para favorecer un contacto temprano entre las raices y los
microorganismos. La mitad de las macetas (ocho con P. vulgaris, ocho con V. faba y
ocho con P. sativum) se mantuvieron como controles no micorrizados (-M). A estos
controles no micorrizados (-M) se afiadié un filtrado con los microorganismos que
acompariaban a los HMA (12 mL a cada planta). El filtrado se obtuvo lavando 4 g de
indculo micorricico con 10 mL de agua destilada a través de una capa de papel de filtro
de 15-20 mm de diametro con capacidad de retencion de particulas de 2,5 mm
(Whatman 42, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Posteriormente, la mitad
de las plantas micorrizadas (+M) y de las no micorrizadas (—-M) de cada tipo de
leguminosa se transfirieron a un invernadero con una concentracion ambiental de CO,
en el aire (ACO,, establecido en 392 pmolmol™, media del experimento medido 395 +
20 umolmol™); la otra mitad de plantas micorrizadas (+M) y no micorrizadas (—M) de
cada tipo de leguminosa se transfirieron a un invernadero con una concentracion
elevada de CO, en el aire (ECO,, establecido a 700 pmolmol™, medida del experimento
medido de 710 + 22 pmolmol™). Las plantas se cultivaron bajo diferentes
concentraciones de CO; en el aire durante seis semanas. Las concentraciones
atmosféricas de CO, se monitorizaron constantemente mediante el uso de un 'Monitor
de gas infrarrojo Guardian Plus' (Edinburgh Instruments Limited, Livingston, Reino
Unido). Las macetas se rotaron semanalmente en el interior de cada invernadero para
eliminar los efectos de borde. Todas las plantas se cultivaron a temperaturas de 25/15
°C (d/n), 50/85% (d/n) de humedad relativa y recibieron luz natural complementada con
luz artificial proporcionada por lamparas Osram HQI-TS 400 W/D (Osram GmhH,
Augsburg, Alemania) hasta obtener una intensidad luminosa minima de 500-600 pmol
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m s durante un fotoperiodo de 14 h. Ademés, todas las plantas recibieron una vez a la
semana 180-200 mL de solucion completa de Hoagland (Arnon y Hoagland 1939), que
se alternd con agua destilada (180-200 mL, dos veces por semana). Los frutos se
cosecharon cuando alcanzaron el tamafio comercial de acuerdo a las indicaciones de los
prospectos de las semillas. Una vez cosechados, se conservaron a -80°C hasta su
posterior analisis.

Fenologia de las plantas y parametros de crecimiento
Las alturas de las plantas y el nimero de hojas por planta se registraron en los dias 7,
14, 21, 28, 35 y 42 despueés de transferir las plantas a los invernaderos, es decir, a lo
largo de seis semanas. El estadio fenoldgico se determind a lo largo de estas seis
semanas de acuerdo a la escala BBCH para leguminosas.

Determinaciones bioquimicas en semillas de Pisum sativum y Faba bean y en frutos
de Phaseolus vulgaris

Obtencion del extracto vegetal para medir azlcares solubles totales, proteinas
solubles totales, prolina 'y almiddn

Las extracciones de los compuestos orgénicos se realizaron a partir de 1 g de peso
fresco (Pf) de semillas o frutos de las 3 leguminosas, previamente congelados a —80°C.
El material vegetal se homogeneiz6 y triturd con nitrogeno liquido en un mortero
previamente enfriado con hielo. Luego se agregaron 10 mL de tampdn fosfato potasico
50 mM, pH = 7,5 y los extractos se filtraron a través de 4 capas de gasa. A
continuacion, se midieron los volimenes recuperados de cada extracto filtrado y se
procedid a su centrifugacion a 4°C y 15.500 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante
de cada extracto se dispenso en tubos Eppendorf, los cuales se conservaron a -20°C. El
pellet obtenido también se guardo6 a -20°C.

AzUcares solubles totales (AST)

El método utilizado fue descrito por Yemm y Willis (1954). Se basé en la utilizacion
del reactivo de antrona, que tifie la solucion de color azul-verde en presencia de
azlcares solubles. Se utilizaron 500 pL del sobrenadante y se afiadieron 3 mL del
reactivo de antrona. Se agitd la mezcla y se dejo a bafio termostatizado a 100°C durante
15 minutos, tras los cuales se enfriaron las muestras y se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 620 nm. La recta de calibrado se realiz6 utilizando glucosa como
estandar.

Proteinas solubles totales (PST)

La técnica utilizada es la descrita por Bradford (1976) y se baso en la tincion de las
proteinas con Azul de Coomassie G. Se tom6 0,1 mL del sobrenadante extraido y se
afiadieron 5 mL de Azul de Coomassie G. Se agitd la mezcla y se dej6 reposar durante
10 minutos a la oscuridad para que la muestra adquiera el color azul indicativo de la
presencia de proteinas. Al cabo de este tiempo, se procedido a la medida de la
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absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 630 nm. Se utilizd
seroalblmina bovina como patron para realizar la recta de calibrado.

Prolina

El método utilizado fue descrito por Paquin y Lechasseur (1979) y se basé en la tincion
de la prolina por el reactivo de ninhidrina, confiriendo un color rosa a la solucion. Se
tomo6 1 mL del sobrenadante y se le afiadieron 5 mL del reactivo de ninhidrina. Se agito
la mezcla y se coloco en un bafio termostatizado a 100°C durante 45 minutos, tras los
cuales se enfrid la muestra. La absorbancia se midié a 515 nm. Se utilizd prolina
comercial como patrén para la recta de calibrado.

Almidén

El pellet obtenido tras las extracciones se resuspendié en 2 mL de KOH 1M. Luego se
agregaron 2 mL de HCI 1M y por ultimo se agregaron 0,5 mL del reactivo de yodo. La
mezcla se llevo a oscuridad durante 15 minutos. La absorbancia se midié a 565 nm. La
recta de calibrado se realiz6 utilizando almidén comercial como patrén.

Determinacion de fenoles solubles totales (FST)

Obtencion del extracto vegetal para medir fenoles solubles totales

Se tomaron muestras vegetales (semillas de guisante y haba y frutos de frijol) de 0,5 g
aproximadamente de Pf, las cuales se pulverizaron con nitrégeno liquido y se mezclaron
con 20 mL de metanol al 80%. La muestra se filtrd a través de cuatro capas de gasa. A
continuacion, se midié en un tubo graduado el volumen de extracto recuperado y
finalmente se centrifugaron las muestras a 4°C y 15.500 r.p.m. durante 15 minutos.
Unicamente se conservaron los sobrenadantes para la determinacion de FST.

Anélisis de FST

En vasos de precipitados se agregaron 10 mL de agua destilada y 0,5 mL del
sobrenadante. A continuacion, se afiadieron 3 mL de FeCl; 0,17 M en cada uno de los
recipientes. Se agit6 todo ello durante 3 minutos. A continuacion se afiadieron 3 mL de
KsFe(CN)s 0,008 M y se volvio agitar la mezcla durante 15 minutos. Pasado este
tiempo, se midié la absorbancia a 760 nm. Se utiliz6 acido galico como patrén para la
recta de calibrado.

Andlisis estadistico de los datos

Los datos sobre las concentraciones de los distintos compuestos organicos se
sometieron a un analisis estadistico utilizando el programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), version 21.0 para Windows.
Los datos correspondientes a cada compuesto organico se sometieron a un ANOVA de
tres criterios, que permiti6 comprobar el efecto de tres factores principales (tipo de
legumbre, micorrizacion y concentracion de CO; en la atmdsfera) y la interaccion entre
dichos factores. Se calcularon las medias y los errores estandar y, cuando el ratio F era
significativo (P < 0,05) se aplico un test Duncan.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros de crecimiento

Cuando se cultivé en condiciones ambientales de CO,, la asociacion de P. vulgaris y V.
faba con HMA beneficié el crecimiento vegetativo de la planta. Esta mejora del
crecimiento fue més evidente en V. faba que en P. vulgaris, en comparacién con sus
controles no micorrizados (-M). P. vulgaris micorrizada (+M) mostr6 un mayor numero
de hojas (Figura 1) y mayor altura (Figura 2) a las 5 y 4 semanas, respectivamente,
después de transferirlas al invernadero. En el caso de V. faba, sélo el nimero de hojas
(Figura 1) fue mayor en las plantas micorrizadas (+M) que en las plantas no
micorrizadas (—M), lo que fue evidente a partir de la cuarta semana después de
comenzar su crecimiento en el invernadero. En P. sativum, la mejora inicial de la altura
de la planta (Figura 2), es visible entre las semanas dos y tres después de su
transferencia al invernadero, casi desaparecié algunas semanas después y el niamero de
hojas fue siempre similar en las plantas no micorrizadas (—M) y micorrizadas (+M).

El efecto beneficioso ejercido por la asociacion micorricica sobre el crecimiento
vegetativo de P. vulgaris (Figuras 1 y 2) no se observé cuando las plantas se cultivaron
bajo condiciones elevadas de CO,, principalmente debido al mayor crecimiento de las
plantas —M bajo estas condiciones de ECO,. Se encontrd un comportamiento similar en
el caso de V. faba, cuyo nimero de hojas (Figura 1) aumento6 bajo condiciones elevadas
de CO; cuando las plantas no estaban micorrizadas (-M). Por el contrario, P. sativum se
beneficid de la asociacion de micorrizas mas a condiciones elevadas de CO, que cuando
se cultivé bajo concentracion ambiente de CO,: el nimero de hojas (Figura 1)
producidas por las plantas micorrizadas (+M) bajo condiciones elevadas de CO, fue
claramente mayor que la de las plantas no micorrizadas (—M) desde la cuarta semana
después de comenzar su cultivo en una atmosfera enriquecida en CO,. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Kumari et al. (2016), ya que estos autores constataron
que una concentracién mas alta de CO, en el aire (550 ppm en su estudio) beneficio los
parametros de crecimiento del guisante, si bien los efectos positivos desaparecieron
cuando el elevado CO, se combind con altas temperaturas ambientales, interaccién mas
ajustada a las predicciones de cambio climatico.
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Phaseolus vulgaris (frijol comun)
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Figura 1. NUumero de hojas por planta en las tres leguminosas a lo largo de seis
semanas de cultivo en invernadero a concentracion ambiente (ACO,) o elevada
(ECO,) de CO, en el aire, e inoculadas (+M) o no (-M) con hongos micorricicos.
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Figura 2. Altura de la planta (cm) de las tres leguminosas a lo largo de seis
semanas de cultivo en invernadero a concentracién ambiente (ACO,) o elevada
(ECO,) de CO, enel aire, e inoculadas (+M) o no (-M) con hongos micorricicos.
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Fenologia de las plantas

La Tabla 1 muestra los porcentajes de las plantas que terminaron el periodo vegetativo y
comenzaron la etapa reproductiva. El ciclo de vida més corto fue el de P. sativum. Esta
leguminosa comenzo a producir capullos florales 19 dias después de iniciar su cultivo
en invernadero. Sin embargo, hubo diferencias claras entre los guisantes cultivados en
condiciones ambientales de CO; o bajo condiciones de CO; elevado. La concentracién
elevada de CO, acelero el inicio de la etapa reproductiva, especialmente en las plantas
no micorrizadas (-M). Cuando se cultivd en condiciones de CO, ambiente, la
inoculacion micorricica (+M) indujo una produccion temprana de capullos, flores y
frutos (vainas) en P. sativum. El frijol comun (P. vulgaris) comenz6 su fase
reproductiva casi 10 dias mas tarde que P. sativum. En contraste con P. sativum, no
observamos ningun efecto claro de la inoculacion micorricica sobre la duracion de la
etapa vegetativa en P. vulgaris cultivada en condiciones ambientales de CO,. La
concentracion elevada de CO, acelerd ligeramente el ciclo de vida del frijol comdn. La
ultima leguminosa que comenzé la etapa reproductiva fue V. faba y, en este caso, la
combinacion entre la inoculacion micorricica y el CO, atmosférico elevado favorecio la
aparicion de los primeros frutos (vainas) un mes después de transferir las plantas al
invernadero. Los datos de la Tabla 1 muestran que la asociacion micorricica acelero el
ciclo vital del frijol y del guisante, lo cual coincide con las observaciones de Baslam et
al. (2012a) en otra leguminosa, la alfalfa. No obstante, los datos de la Tabla 1 también
demuestran que este efecto de la simbiosis micorricica desaparece en la leguminosa de
ciclo vital mas largo, el haba.
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Tabla 1. Porcentaje de plantas, inoculadas (+M) o no (-M) con hongos micorricico
arbusculares (HMA) que mostraban capullos (C), flores (F) y/o frutos (vainas, V)
cuando se cultivaron a concentracion ambiente (ACO;) o elevada (ECO,) de CO; en la

atmosfera.
Dias después de la transferencia al invernadero
19 | 23 | 27 30 34 42
Pisum sativum (guisante)
ACO, -M C:50% |C: 100% V: 75%
F: 75%
V: 50%
+M C: 75% | C: 100% V:100%
F: 100%
V: 75%
ECO, -M C:100% | C: 100% V:100%
F: 100%
V: 100%
+M C:100% | C: 100% V:100%
F:50% |F:100%
V: 100%
Phaseolus vulgaris (frijol comun)
ACO;, -M - - C:100% | F:100% | V: 100%
F: 25%
+M - - C:100% | F:100% | V: 100%
F: 25%
ECO; -M - - C:100% | F:100% | V: 100%
F: 75%
+M - - C:100% | F:100% | V: 100%
F: 50%
Vicia faba (haba)
ACO, -M - - C:25% [C:75% |C:100% |F:100%
F:25% |F:75% V:50%
+M - - - C:50% |C:25% F: 100%
F: 25% V:50%
ECO, -M - - C:25% |C:50% |C:75% F: 75%
F:25% |F:50% V:50%
+M - - C:25% [C:50% |C:50% C: 75%
F:25% |F:50% |F:50% F: 50%
V: 25% V:50%
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Calidad del fruto

PST

Los niveles mas altos de proteinas se hallaron en las semillas de guisante y de haba, que
resultaron ser entre 5 y 15 veces mas altos que en el fruto del frijol. De hecho, los
resultados del ANOVA para la concentracion de PST, mostraron una alta significacion
(p > 0,001) para el factor principal ‘tipo de legumbre’. Uno de los motivos por los que
las habas estan incluidas en la dieta humana y también en la animal es su alto contenido
en proteinas, la mayoria de las cuales incluyen globulinas y albdminas. El interés en el
perfil proteico de las semillas de haba es tan elevado que algunos estudios recientes han
tenido como objetivo identificar en detalle las proteinas de almacén del haba, asi como
confirmar su estructura y funcién para utilizar esta informacion en programas de mejora
(Liu et al., 2017). En el guisante, las semillas con mayor valor proteico correspondieron
a las plantas no micorrizadas (-M) cultivadas bajo una concentracion elevada de CO, en
el aire (15,12 mg g™ Pf), lo que contrasta con los resultados obtenidos en las semillas de
haba, en las cuales el factor ‘CO;’ no ejercié un efecto significativo. El efecto del CO,
elevado sobre la calidad nutricional de las leguminosas difiere marcadamente de
acuerdo a los hallazgos de varios estudios: mientras que Baslam et al. (2012a)
sugirieron mayores contenidos proteicos en alfalfa no micorrizada bajo CO; elevado en
base al incremento observado en la relacion entre la biomasa de las hojas respecto a los
tallos, Pal et al. (2004) constataron una reduccion en la calidad nutricional de las plantas
de Trifolium alexandrium no asociadas a HMA y cultivadas con atmdsfera enriquecida
en CO,. El guisante también fue sensible a la asociacion micorricica, ya que en
condiciones de CO, ambiente, las plantas micorrizadas (+M) formaron semillas con
concentraciones significativamente més altas (11,00 mg g* Pf) que aquéllas no
micorrizadas (-M) (7,11 mg g* Pf). Dado que las plantas de nuestro estudio no
presentaban nodulacion y, por tanto, no se beneficiaron de la fijacién del nitrégeno
atmosfeérico, estos resultados demuestran que los HMA también pueden favorecer la
toma de nitrogeno del suelo, algo que recientemente ha constatado Scandellari (2017) al
estudiar la nutricion nitrogenada de vides micorrizadas. Los niveles proteicos en el fruto
del frijol no se modificaron ni por la concentracion de CO; en el aire ni por la presencia
0 ausencia de hongos micorricicos asociados a las raices.

Prolina

El nivel mas alto de prolina se hall6 en las semillas de haba procedentes de plantas no
micorrizadas (-M), independientemente de la concentracion de CO, en la atmosfera
(1,53 y 1,52 pmoles g* Pf en ACO, y ECO,, respectivamente). Este resultado se
corresponde con los altos niveles de proteinas encontrados en las semillas de haba. Los
resultados del ANOVA para la concentracion de prolina también mostraron una alta
significacion (p > 0,001) al igual que para las PST, para el factor principal ‘tipo de
legumbre’. Al igual que lo observado en semillas de guisante, la concentracion de
prolina en el fruto del frijol no se modifico por la inoculacién de AMF bajo condiciones
ambiente de CO, y tampoco fue significativamente sensible a los niveles de CO; en el
aire en plantas no micorrizadas (—M). Sin embargo, mientras que las plantas
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micorrizadas (+M) de guisante acumularon menos prolina bajo condiciones elevadas de
COy, las plantas micorrizadas (+M) de frijol presentaron mayores concentraciones de
prolina en fruto bajo condiciones elevadas de CO,. Unos niveles mas altos de prolina
podrian proporcionar una ventaja adaptativa a la planta en caso de que ésta se viera
sometida a condiciones ambientales adversas, tales como sequia o altas temperaturas, ya
que, entre las diversas funciones atribuidas a este aminoacido, figuran su capacidad de
osmorregulacion y el hecho de ser una fuente de energia y de nitrégeno que ayuda a las
plantas a recuperarse tras una situacion ambiental que compromete su supervivencia
(Aspinall y Paleg, 1981). Desde el punto de vista nutricional, unas semillas o frutos con
mayores contenidos en prolina podrian presentar un gusto mas amargo (Zhao et al.,
2016).

AST

Las concentraciones mas altas de AST se encontraron en las semillas de haba de las
plantas sin micorrizas (-M) cultivadas a condiciones ambiente de CO,. De hecho, los
resultados del ANOVA para la concentracion de AST mostraron una alta significacion
(p > 0,001) para el factor principal ‘tipo de legumbre’. En esta legumbre, el incremento
de CO; en la atmdsfera redujo la acumulacion de AST en las semillas, tanto de plantas
no micorrizadas (-M) como micorrizadas (+M). Los niveles de AST en las semillas de
guisante y en los frutos del frijol fueron similares independientemente de la inoculacion
micorricica y de la concentracién de CO, en el aire. Estos hallazgos contrastan con los
resultados de Gavito et al. (2000) trabajando con P. sativum, ya que estos autores
indicaron que las plantas asociadas a HMA presentaban mayores tasas de asimilacion de
carbono bajo condiciones de CO; elevado. No obstante, en otras especies horticolas,
como la lechuga, el CO, elevado neutraliz6 el efecto positivo de la micorrizacion sobre
las plantas cultivadas bajo CO, ambiente y se sugirié que, en condiciones de alto CO»,
se habia potenciado significativamente el sumidero de azlcares hacia el hongo presente
en las raices en aras de su propio crecimiento, lo cual redujo las concentraciones de
azUcares en los érganos aéreos de la planta hospedadora (Baslam et al., 2012b).

Almidén

Los niveles de almidon en las semillas de las plantas de haba cultivadas a condiciones
ambiente de CO, fueron superiores a los hallados en semillas de guisante y frutos de
frijol independientemente de sus condiciones de cultivo. De hecho, los resultados del
ANOVA para la concentracion de almidén, mostraron una alta significacion (p > 0,001)
para el factor principal ‘tipo de legumbre’. En el haba, las semillas acumularon
cantidades similares de almidon en plantas no micorrizadas (-M) y micorrizadas (+M),
si bien el incremento de CO; en el aire redujo los niveles de almidon en semillas de
plantas micorrizadas (+M) y esto no se correspondié con unos mayores contenidos de
AST procedentes de la hidroélisis del azicar de reserva. Las concentraciones de almidén
en los frutos del frijol oscilaron entre los 1,39 mg g™Pf en los frutos cosechados a partir
de plantas micorrizadas (+M) cultivadas bajo concentraciones elevadas de CO; y los
1,94 mg g™ Pf en los frutos de plantas no micorrizadas (—-M) cultivadas a condiciones
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ambiente de CO,, pero en ningun caso los valores difirieron significativamente entre
tratamientos.

FST

Las plantas necesitan los compuestos fendlicos para su pigmentacion, crecimiento y
proteccion frente a estreses ambientales (rayos UV, por ejemplo) y patégenos. Estos
compuestos las protegen frente a dafios oxidativos y pueden ejercer esta misma funcion
en el cuerpo humano, lo cual afiade un valor importante a los alimentos ricos en estos
metabolitos secundarios (Fu et al., 2011). Los niveles de FST fueron mas altos en las
semillas de haba que en las semillas de guisante y los frutos frijol, lo cual concuerda con
los niveles mas elevados de AST y almidon en las semillas de haba. De hecho, los
resultados del ANOVA para la concentracion de FST, mostraron una alta significacion
(p > 0,001) para el factor principal ‘tipo de legumbre’. La colonizacion micorricica
puede alterar o incrementar la produccion de compuestos fendlicos en la planta
hospedadora e incluso promover su acumulacion en érganos lejanos a la raiz donde
estan presentes los HMA (Baslam et al., 2011). Ello es consecuencia de la activacion de
mecanismos de defensa en la planta en respuesta a la colonizacién de las raices por
parte de los HMA (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002). Esto explicaria por qué las plantas
de haba micorrizadas (+M) presentaban mayores niveles de FST en semilla que aquéllas
no micorrizadas (-M) bajo condiciones de CO, ambiente. Sin embargo, esto no sucedio
bajo alto CO,, por lo que una vez mas constatamos que los azucares producidos por las
plantas micorrizadas bajo condiciones de alto CO; no han quedado en los frutos o
semillas a modo de AST, almidén o compuestos secundarios no nitrogenados (fenoles,
en nuestro estudio), lo cual refuerza la hipotesis de un fuerte sumidero por parte de las
raices micorrizadas en plantas cultivadas bajo elevado CO,. A diferencia de lo
observado en el haba, los niveles de FST no se vieron afectados ni por la concentracion
de CO; en el aire ni por la presencia o ausencia de hongos micorricicos asociados a las
raices de las plantas, tanto en semillas de guisante como en frutos de frijol.
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Tabla 2. Concentracion de proteinas solubles totales (PST), prolina, azucares solubles
totales (AST), almiddn y fenoles solubles totales (FST) en semillas de Pisum sativum y
Vicia faba y en frutos de Phaseolus vulgaris de plantas no inoculadas (-M) o inoculadas
(+M) con hongos micorricicos arbusculares (HMA) y cultivadas bajo condiciones de
CO, ambiente (ACO;) o elevado (ECO,) en la atmosfera. Los valores son medias (n =
4) * errores estandar. Dentro de cada columna, los valores que comparten una o mas
letras no difieren significativamente (p > 0,05). Pf = peso fresco.

PST Prolina AST Almidén FST
(mg g™ Pf) (umol g~ Pf) (mg g~ Pf) (mg g™ Pf) (mg g™ Pf)
Pisum sativum
ACO, |- M 7,11+056¢c [0,89+0,04 bcd |9,47+0,51 cd 165+0,23de |239,35+11,06¢C
21+ M 11,00+£0,58b |1,15+0,11b 11,20+ 0,47 bc  |2,45+0,08bc |293,72+ 17,44 ¢
ECO, |- M 15,12+3,41a [1,03+0,07b 9,73 + 0,63 cd 2,17+0,08cd |263,88+25,16¢
21+ M 5,93 +0,21cd |0,72+0,05cde |9,88 + 0,82 cd 2,38+ 0,10 bc |245,67+35,77 ¢
Vicia faba
ACO, | M 761+049c |153+0,19a 13,70+ 1,19 a 354+1,10a 722,72 +£67,44b
2
+M |6,08+£0,71cd |0,66+0,05de 13,33+ 1,19ab |3,50+0,36a 1057,08 £ 97,06 a
-M 450+0,75d |[1,52+0,15a 9,48 + 0,80 cd 292+043ab |993,36+77,20a
ECO,
+M |6,59+0,54cd |1,00+ 0,09 bc 11,01 £0,73 ¢ 2,33+0,36 bc |84551+70,14b
Phaseolus vulgaris
-M [1,31+0,11e |0,66 +0,05de 7,81 +0,52 de 1,94 +0,20 cde [301,35+16,96¢C
ACO,
+M [157+024e |043+0,07¢e 6,01+0,75¢e 1,49 +0,08 e 359,23 £ 30,37 ¢
-M [164+019e |0,49+0,06¢e 7,09+0,62¢e 1,65+0,05de |[305,71+22,22c¢c
ECO,
+M [1,30+0,35e |0,95+0,03bcd |7,08+0,36¢ 1,39+0,14 ¢ 311,32+36,31 ¢
CO, ns ns dede * ns
AMF * ** ns ns ns
Tipo de
Iegumbre **k *kk *kk **k* ***%
CO, x AMF Fk% ns ns ns *%
CO, X
legumbre * * * ** ns
AMF X
legumbre *x folaiel ns ** ns
CO, x AMF
x legumbre falelel falek ns ns **

ANOVA: ns = no significativo; * =p > 0,05; ** =p>0,01; *** =p >0,001
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CONCLUSIONES

En resumen, los factores bidticos (inoculacion micorricica) y ambientales
(concentracion de CO, en la atmdsfera) influyeron sobre el crecimiento vegetativo, el
ciclo vital y la calidad nutricional de los frutos de las tres leguminosas estudiadas. La
simbiosis micorricica de las leguminosas puede promover su crecimiento e incrementar
la calidad nutricional de los frutos, pero este efecto beneficioso estaria condicionado por
la especie de leguminosa y los factores ambientales. De acuerdo con nuestros
resultados, un incremento de CO; en la atmdsfera podria revertir los beneficios de los
HMA sobre la calidad de las legumbres que se observan en plantas cultivadas bajo las
actuales concentraciones de CO; en el aire (aproximadamente, 400 ppm). Los resultados
del ANOVA mostraron que la interaccion mas significativa entre los tres factores
incluidos en nuestro trabajo (tipo de leguminosa, nivel de CO, en el aire y presencia o
ausencia de simbiosis micorricica) afectd fundamentalmente a los contenidos en
proteinas solubles totales y compuestos fenolicos en semillas o frutos, lo cual sugiere
que los cultivadores deberian seleccionar las leguminosas mas adecuadas para cada
situacion ambiental en aras de obtener productos de alta calidad nutricional. Por otro
lado, seria importante incluir en estudios posteriores una doble simbiosis micorriza-
bacteria fijadora del nitrégeno atmosférico para comprobar los efectos del elevado CO,
sobre la calidad nutricional de las legumbres, asi como analizar la acumulacion de otros
metabolitos en semillas y frutos (fitatos, por ejemplo) que pueden reducir la absorcion
de los minerales presentes en las legumbres ingeridas en la dieta.
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