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Abstract

The aim of this study was to obtain blackberry seedlings
of three ecotypes of blackberry (monterrico, sin espinas
and castilla), from i vitro cultures inoculated individually
and combined with Arbuscular Mycorrhiza Fungi (AMF)
Glomus sp. (GEV02) and plant growth promoting
rhizobacteria strains of Pseudomonas migulae (Pf014)
and Bacillus amyloliquefaciens (Bs006). The growth
variables were acrial and root length (cm), leaf and
root fresh and dry weight (g), root volume (cm?) and
leaf area (cm?). The symbiotic variables were root
colonization (%) by the AME. The results show a possible
synergism between Glomus sp. (GEV02) and rhizobacteria
evaluated in combination as these showed the highest
values in all variables analyzed. Using the mixture of
these organisms a better establishment, development
and seedling vigor of default in the three ecotypes was
observed, improving survival (280 %) in the stages of
hardening and acclimatization.

Key words: Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF),
Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), Rubus
Zlaucus, in vitro culture
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Resumen

El objetivo de este estudio fue la obtencién de plintulas de
tres ecotipos de mora (monterrico, sin espinasy castilla),
procedentes de cultivos in vitro inoculados en forma
individual y combinada con el Hongo Formador de
Micorriza Arbuscular (HFMA) Glomus sp. (GEV02)
y las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
Pseudomonas migulae cepa PR014 y Bacillus amyloliquefaciens
cepa Bs006. Las variables de crecimiento evaluadas fueron
longitud aérea y radical (cm), peso fresco y seco foliar
y radical (g), asf como volumen radical (cm?) y 4rea
foliar (cm?). A nivel simbiético, se midié el porcentaje de
colonizacién por parte del HFMA. Los resultados
obtenidos muestran un posible sinergismo entre GEV02
y las rizobacterias evaluadas en forma combinada ya que
estas presentaron los mayores valores en todas las variables
analizadas. Con el uso de la mezcla de estos microorga-
nismos se observé un mejor establecimiento, desarrollo
y vigor de las plintulas de mora en los tres ecotipos
considerados y se mejord su supervivencia (=80%)
en las etapas de endurecimiento y aclimatacién.

Palabras claves: Hongos Formadores de Micorriza Arbuscular
(HFMA), Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(BPCV), Rubus glaucus, cultivo in vitro.
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Introducciéon

La mora (Rubus glaucus L.) pertenece a la familia de las
rosiceas y es una especie originaria de los Andes tropicales
de América. En Colombia, se han identificado por lo
menos 10 especies cultivables (Castafio et al. 2008). De
acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, la produccién nacional de mora en 2011 fue de
94.303 toneladas/afio con un 4drea sembrada de 11.673
hectéreas, siendo los departamentos de Cundinamarca,
Santander y Antioquia los mejor posicionados en extension
y produccién (Agronet 2012). No obstante, el material
utilizado para la siembra corresponde, en su mayorfa,
a ecotipos locales que son propagados asexualmente
por los mismos agricultores sin seguir ninguno de los
requerimientos minimos para la obtencién de material
de siembra con calidad sanitaria (Barrero 2009), situacién
que ha favorecido la diseminacién de enfermedades
como la antracnosis y algunos virus que afectan la
produccién de la fruta (Marulanda et al. 2011). La
disponibilidad de plintulas con calidad genética y
fitosanitaria es un requisito indispensable para el
establecimiento de cultivos sanos y con buena capacidad
de adaptacién. Una estrategia para la obtencién de plantulas-
semilla con caracteristicas de calidad, homogencidad ¢
inocuidad es el cultivo de tejidos in vitro o micropropagacién
(Raaman y Patharajan 2006). Esta técnica permite la
produccién de pléntulas con alta homogeneidad genética
y calidad fitosanitaria. Sin embargo, la tasa de supervivencia
de plintulas de mora micropropagadas, durante la fase
de endurecimiento y aclimatacidn, es inferior al 50%
(Valderrama et al. 2009), debido a que presentan un
sistema radical débil con baja capacidad para captar
nutrientes en las etapas iniciales del desarrollo vegetal
(Elmeskaoui et al. 1995; Alarcén y Ferrera-Cerrato
2000; Schultz 2001). A pesar de la utilizacion en el pasado
de varias metodologias para mejorar el crecimiento y
reducir las tasas de mortalidad de pldntulas durante el
trasplante, la mayoria de ellas, basicamente tienen por
objeto el control de las condiciones del medio ambiente,
por ejemplo, el aumento de intensidad de la luz y la
modificacién de la concentracién de CO,. Sin embargo,
estos protocolos deben estar acompanados de otras
estrategias que garanticen la sobrevivencia del material
en las fases posteriores del proceso, como la asociacidon
con microorganismos benéficos como los Hongos
Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) y
Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (de
las siglas en ingles PGPR) (Jaizme-Vega y Rodriguez-
Romero 2004), bien sea in vitro o en etapas tempranas
de aclimatacién. Estos dos tipos de microorganismos

juegan un papel importante en agroecosistemas sostenibles
y pueden facilitar la aclimatacién de las plantas que se
crecen en condiciones de invernadero, lo que mejora los
rendimientos de las plantas sometidas a estrés ambiental
(Smith y Read 1997; Nowak 1998). Los HFMA son
simbiontes obligados que colonizan las raices de las especies
de plantas més cultivadas, esta asociacion favorece el
establecimiento de las plantas, la absorcién de nutrientes
y la proteccién contra algunos tipos de estrés bidticos
y abidticos (Barea et al. 1997; Kapoor et al. 2008).

Las PGPR son capaces de colonizar, sobrevivir y
multiplicarse en microhdbitats asociados a la superficie
de la rafz, promoviendo el crecimiento de las plantas
(Kloepper 1996). Se ha demostrado que los HFMA
y las PGPR pueden interactuar durante los procesos
de colonizacién de la raiz; las PGPR pueden influir
en el funcionamiento y formacion de la micorriza v,
en consecuencia, las micorrizas pueden afectar las
poblaciones de PGPR en la rizdsfera (Barea et al. 2002;
Bonfante y Anca 2009)

En este estudio se evalué de forma individual y combinada
un aislamiento de HFMA, provenientes de cultivos de mora
establecidos en los departamentos de Cundinamarca
y Antioquia, con un alto potencial para aclimatacién
y crecimiento de plantas de mora en invernadero en
trabajos previos (Pérez-Moncada et al. 2012) y las
rizobacterias Bacilllus amyloliquefaciens cepa Bs006
y Pseudomonas migulae cepa Pfl4 reconocidas por
promover el crecimiento de plantas de uchuva (Physalis
peruviana L.) hasta en un 100 % en invernadero (Diaz
et al. 2013), con el fin de aumentar la supervivencia de
vitroplantulas de mora en etapas de endurecimiento o
aclimatacidn.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las plantulas de mora utilizadas corresponden a los
ecotipos monterrico (ILS2367), sin espinas (ILS3400)
y castilla, propagadas por el Centro de Investigacion
Tibaitatd.

En el establecimiento de los ecotipos de mora bajo
condiciones in vitro se utilizaron como explantes
meristemos. Para el enraizamiento se utilizé un medio
de cultivo s6lido complementado con sales de Lepoivre,

tiamina (0,04 mg L"), IBA (0,1 mg L"), inositol (0,1 gL™")
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y sacarosa (20 g L'). Cuando las plantulas alcanzaron
una altura promedio de 5 cm, con buen porte y desarrollo
radical, fueron trasplantadas a un sustrato de turba para
comenzar el proceso de aclimatacion.

Microorganismos

Se utilizé el HEMA Glomus sp., accesion GEV02 aislados
de la rizésfera de plantas de mora (Roveda et al. 2007).
La multiplicacién del HFMA se realizé utilizando
como hospedero cebolla de bulbo (Alium cepa L.)
sembradas en materos de 500 g usando como sustrato
suelo:arena (proporcién 2:1) e inoculando 70 esporas
por plantula directamente al sustrato. La recuperacién
del in6culo se realizé cinco meses después mediante la
técnica de tamizado himedo y decantacién propuesta
por Gendermann y Nicholson (1963) con modificaciones.

Las rizobacterias evaluadas fueron Pseudomonas migulae
cepa Pf014 y Bacillus amyloliguefaciens cepa Bs006
aisladas de la fildsfera de uchuva, cuyo indculo se produjo
en un biorreactor STR de 13 L en medios estandarizados
por Diaz et al. (2012).

Disefio experimental

La investigacion se realizé en los invernaderos y laboratorios
de ccofisiologfa vegetal y micropropagacion de plantas
de Corpoica-CI Tibaitatd. El diseio experimental
empleado fue de bloques completos al azar con tres
repeticiones y diez pléntulas como unidad experimental
para cada tratamiento. Se evaluaron ocho tratamientos
correspondientes a T1: Testigo absoluto; T2: 100 %
fertilizacion quimica (FQ 100%); T3: Glomus sp.
(GEV02); T4: Bacillus amyloliquefaciens (Bs006);
TS: Pseudomonas migulae (Pf014); T6: GEV02 +
Pf014; T7: GEVO02 + Bs006; y T8: GEV02 + Pf014 +
Bs006.

Las plantulas de mora obtenidas bajo condiciones in
vitro de los ecotipos monterrico (ILS2367), sin espinas
(ILS3400) y castilla fueron sembradas en recipientes
plésticos de 22 cm® x 10 ¢m de alto ocupadas con turba
canadiense; en cada sitio de siembra, se inocularon
70 esporas de HFMA pléntula’. Las rizobacterias se
incorporaron al sustrato (vol/peso del sustrato) mediante
aspersion de suspensiones a una concentracién de 1x10°
células mL", realizando refuerzos a los 15 y 30 dias
después de la siembra (dds). Las plantulas fueron
mantenidas en un cuarto de crecimiento a 22 °C con
un fotoperiodo de 16 h luz/8 h de oscuridad, durante
20 dias. Pasado este tiempo, las plantas se trasplantaron

© 2015 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

a materas con capacidad de 1 kg que contenfan un
sustrato compuesto por suelo, arena y turba (proporcion
2:1:1) y mantenidas bajo condiciones de invernadero. A
todos los tratamientos se les aplicé una vez por semana
solucién nutritiva de Hoagland (1950), de acuerdo a
cada tratamiento.

Sistema de muestreo y variables analizadas

Se realizaron tres muestreos destructivos a los 20, 60
y 80 dias después de la siembra (dds). En cada uno, se
midieron las siguientes variables de respuesta: altura
de la planta, peso fresco y seco de la parte aérea y de la
raiz, longitud y volumen de rafz, asi como 4rea foliar.
Adicionalmente, se analizd la asociacién simbidtica
mora-HFMA a través del porcentaje de colonizacién
en raiz de micorrizas arbusculares, empleando la
metodologia de tincidn con azul de tripin propuesta
por Phillips y Hayman (1970), para lo cual se tomaron
muestras de raices a los 20, 60 y 80 dds. Al igual que
se evaluaron los porcentajes de supervivencia de las
plantas en los mismos lapsos.

Anilisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico Statistix 9 y se realizé
un andlisis de varianza (Anova) para los datos que
presentaban distribucién normal y homogeneidad de
varianzas. Posteriormente, se hizo la prueba a posteriori
de Tukey para observar diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05).

Resultados y discusion

Promociéndecrecimiento enlosecotiposde mora
monterrico (ILS2367), sin espinas (ILS3400) y
castilla durante la fase de aclimatacién

El suelo es un sistema ambiental complejo y los efectos
benéficos de las interacciones con los HFMA vy las
PGPR dependen tanto de las cepas como de la planta.
En este sentido, el efecto de la inoculacion de Glomus sp.
(GEVO02), B. amyloliquefaciens (Bs006), P migulae
(Pf014) y sus respectivas mezclas, en la etapa de
aclimatacién de vitroplantas de los tres ecotipos de
mora, presentaron efectos positivos sobre el crecimiento,
siendo similar e incluso superior, en algunos casos, al

tratamiento donde se aplicé la fertilizacién quimica al
100 %.
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Para el ecotipo monterrico se encontrd que los tratamientos
inoculados de forma simple con Pf014 y combinada
GEV02+Pf014 presentaron valores promedios de peso
seco foliar (0,66 gy 0,49 g, respectivamente) y radical
(0,13 g para Pf014), longitud foliar (25,90 cm para
Pf014y 22,30 cm para la mezcla), volumen radical (2,3 mL

para Pf014 y 2,63 mL para la mezcla) y 4rea foliar
(88,57 cm? para Pf014 y 75,16 cm? para la mezcla) similares
a los obtenidos con el tratamiento de fertilizacion al
100 % y mayores a los demds tratamientos evaluados, a
los 80 dds, de acuerdo con la prueba de comparacién de

medias de Tukey (tabla 1).

Tabla 1. Ffecto de la inoculacion simple y combinada de HFMA y PGPR sobre algunos pardmetros de crecimiento en plantas de mora (Rubus glaucus L.) ecotipo

monterrico a los 80 dds

Monterrico
Peso seco (g) Longitud (cm) Area (cm?) Volumen (mL)

Tratamientos

Foliar Radical Foliar Foliar Radical
Control 0,2¢c 0,07bc 18,31b 46,12¢ 1,4b
FQ100% 0,67a 0,16a 26,33a 102,023 3,23a
Glomus sp. (GEV02) 0,30bc 0,06¢ 20,58ab 4751c¢ 1,6ab
B. amyloliquefaciens (Bs006) 0,47abc 0,11abc 24,65ab 71,94abc 2,5ab
P migulae (Pf014) 0,66a 0,13ab 25,90a 88,57ab 2,3ab
GEV02+Bs006 0,36bc 0,06¢ 2091ab 51,59¢ 1,6ab
GEV02+Pf014 0,49ab 0,11abc 22,30ab 75,16abc 2,63ab
GEV02+Bs006+Pf014 0,36bc 0,05¢ 22,80ab 59,88bc 1,4b

Letras diferentes muestran diferencias significativas segun el test de Tukey (p<0,05) para cada una de las variables analizadas.

En el caso del ecotipo sin espinas con la aplicacién de
GEV02+P£014 se obtuvieron valores en las variables de
crecimiento superiores a los registrados con el tratamiento
de fertilizacién quimica al 100 %. Sin embargo, con la
aplicacién de solo HFMA los resultados fueron muy
cercanos a los obtenidos con esta misma fertilizacién.
Igual tendencia se presentd para los otros pardmetros

evaluados como longitud foliar y é4rea foliar (tabla 2),
donde el tratamiento coinoculado con Glomus sp.
(GEVO02) y P, migulae (Pf014) presentd los mayores valores
promedios en las variables mencionadas anteriormente,
de acuerdo con el test de Tukey, en comparacién con los
testigos (FQ 100 % y control).

Tabla 2. Efecto de la inoculacion simple y combinada de HFMA y PGPR sobre algunos pardmetros de crecimiento en plantas de mora del ecotipo sin espinas a los 60 dds

Sin espinas
Peso seco (g) Longitud (cm) Area (cm?)

Tratamientos

Foliar Foliar Foliar
Control 0,18b 14,01bc 40,74b
FQ100% 0,30ab 18,55ab 61,63ab
Glomus sp. (GEV02) 0,27ab 17,23abc 53,15ab
B. amyloliquefaciens (Bs006) 0,21b 14,56bc 47,13ab
P migulae (Pf014) 0,23ab 14,53bc 47,08ab
GEV02+Bs006 021b 16,85abc 49,01ab
GEV02+Pf014 0,37a 19,36a 76,54a
GEV02+Bs006+Pf014 0,18b 12,61¢c 42,44b

Letras diferentes muestran diferencias significativas segun el test de Tukey (p<0,05), para cada una de las variables analizadas.
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Por otra parte, para el ecotipo castilla se encontré que
los tratamientos inoculados de forma simple con GEV02
y combinada GEV02+Bs006, presentaron valores
promedios en peso seco foliar (0,60 g) y radical (0,21 g)
mayores o iguales al fertilizado quimicamente al 100 %,
en comparacién con los demds tratamientos. Para la
longitud foliar se observé que los tratamientos coino-

culados con GEV02+Pf014 y GEV02+Bs006+Pf014,
obtuvieron valores iguales al FQ 100%. Sin embargo,

los demds tratamientos inoculados con los microorga-
mismos presentaron valores similares a los obtenidos
por los mencionados anteriormente, en comparaci(')n,
con el tratamiento control, de acuerdo con el test de
Tukey (p<0,05). Finalmente, para el 4rea foliar, el trata-
miento coinoculado con GEV02+Pf014 y el inoculado
de forma simple con Glomus sp. obtuvieron los mayores
valores de 4rea foliar (tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la inoculacion simple y combinada de HFMA y PGPR sobre algunos pardmetros de crecimiento en plantas de mora ecotipo castilla a los 80 dds

Castilla
Peso seco (g) Longitud (cm) Area (cm?)

Tratamientos

Foliar Radical Foliar Foliar
Control 0,41ab 0,09ab 14,58b 52,41ab
FQ100% 0,60a 0,13ab 1991a 68,30ab
Glomus sp. (GEV02) 0,60a 0,11ab 19,0ab 77,07a
B. amyloliquefaciens (Bs006) 0,34b 0,06b 15,08ab 43,26
P migulae (Pf014) 0,36ab 0,06b 16,53ab 48,49ab
GEV02+Bs006 0,48ab 021a 18,08ab 62,12ab
GEV02+Pf014 0,57ab 0,08ab 19,73a 73,873
GEV02+Bs006+Pf014 0,52ab 0,07ab 19,51a 64,83ab

Letras diferentes muestran diferencias significativas segun el test de Tukey (p<0,05), para cada una de las variables analizadas

Los resultados obtenidos muestran que, para cada ecotipo,
se lograron resultados mds eficientes con diferentes
mezclas de microorganismos. Esto se puede dar porque
la rizdsfera es un entorno dindmico en donde ocurren
interacciones importantes que incluyen interaccién
planta-planta, planta-microorganismos y microorganismos-
microorganismos, la respuesta de estas interacciones
puede representar un posible antagonismo o sinergismo,
el cual depende de las cepas microbianas implicadas en
la interaccién, ast como de la especie vegetal (Bais et al.
2008; Adesemoye y Kloepper 2009; Lauy Lennon 2011;
Nadeem et al. 2013). Todas las interacciones sinérgicas
que se observaron en este estudio, repercuten en un
aumento en el crecimiento de las plantas debido a los
mecanismos de promocién de crecimiento utilizados
por los microorganismos tales como la produccién de
sustancias reguladoras de crecimiento, supresion de
patdgenos, fijacién de nitrégeno y solubilizacién de
fésforo (Ahmad et al. 2008; Hayat et al. 2010; Saharan
y Nehra 2011; Bootkotr y Mongkolthanaruk 2012;
Nadeem et al. 2013).

© 2015 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria

En estudios previos se ha observado que estas interacciones
también varfan entre especies de plantas y una misma
bacteria puede reaccionar de manera diferente con
otras especies de HFMA. En un estudio realizado en
trigo, Jaderlund et al. (2008), s utilizaron dos cepas
bacterianas (P2 fluorescens SBW25 'y P brasiliensis
PB177), y dos HFEMA (Glomus mosseac y Glomus
intraradices) y un hongo patdgeno (Microdochium
nivale) para analizar el efecto sobre las plantas bajo
invernadero. Estos autores observaron que ambas bacterias
afectaban los niveles de colonizacién de los HFMA de
diferentes maneras. El hongo G. intraradices aumenté
el peso seco de la planta cuando fue inoculado de forma
simple y coinoculado con P. fluorescens, sin embargo,
cuando este estuvo coinoculado con P, brasiliensis no se
observaron los mismos efectos positivos. Esto es también
apoyado por el estudio efectuado por Requena et al.
(1997) donde la coinoculacién de G. coronatum nativo
con la cepa bacteriana P fluorescens fue mas eficaz que
con un G. intraradices fordneo.

Efecto de la inoculacion simple y combinada con Hongos Formadores de Micorriza Arbuscular (HFMA) y Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV)

en plantulas micropropagadas de mora (Rubus glaucus L.)
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Adicionalmente, en un estudio que hicieron Rodriguez
et al. (2005) en plantas microproapagadas de banano
durante la fase de aclimatacion, apreciaron que la coino-
culacién de G. manihotis y un consorcio de rizobacterias
del género Bacillus spp., tuvieron los mayores valores
en crecimiento y absorcién de nutrientes (N, P, K) en
comparacion con los demds tratamientos. Lo que demuestra
atin mds los efectos benéficos que pueden tener estos
microorganismos en plantas micropropagadas.

Indices de asociacién simbiética en los ecotipos de
mora monterrico (ILS2367), sin espinas (ILS3400)
y castilla durante las etapas de aclimataciéon o
endurecimiento

Las raices de las plantas de los tres ecotipos de mora
inoculados con Glomus sp. y coinoculados con las
rizobacterias fueron colonizadas, obteniéndose los mayores
porcentajes de colonizacién en el tratamiento donde el
HFMA se inoculd junto a P migulae alcanzando valores
240% (figura 1y 2). Estos resultados concuerdan con
los conseguidos en evaluaciones realizadas en el afio
2012 dentro del marco del proyecto Manejo Integrado
del Cultivo de la Mora de la agenda de Corpoica, en
donde el HEMA Glomus sp. (GEV02) fue el que registré
los mayores valores de colonizacion en las raices de mora.

Las interacciones planta-micorrizas ocurren en la
zona del suelo que rodea las raices e hifas del hongo,
denominado como micorrizésfera (Johansson et al.
2004). La colonizacién de las raices de las plantas por
parte de los HEFMA puede influenciar la composicion
de las comunidades bacterianas en la micorrizdsfera; de
acuerdo con esto, se plantea un posible efecto sinérgico
entre Glomus sp., y P. migulae en comparacién con
los tratamientos coinoculados con GEV02+Bs006
y el GEV02+Bs006+Pf014. Aunque hay muy poca
informacion sobre los mecanismos que controlan la
interaccién entre los HFMA vy las PGPR, en esta zona
(micorrizdsfera), los HFMA pueden interactuar con
otros microorganismos como bacterias y la interaccién
sinérgica entre ellos, no solo promueve el crecimiento
de las plantas sino que también mejora la poblacién de
cada microorganismo (Artursson et al. 2006; Yusran et
al. 2009). Las bacterias pueden producir compuestos
para aumentar la permeabilidad celular asi como para
mejorar la tasa de exudacién de la raiz, la cual estimula
el crecimiento hifal y facilita la penetracién de las raices
por parte del hongo (Jeffries et al. 2003). Por otro lado,
los HFMA ayudan a la planta a tolerar algunos estreses
bidticos y abidticos aumentando la superficie de las
raices de las plantas para la adquisicion de nutrientes
(Artursson et al. 2006; Miransari 2010; Sikes 2010;
Asif'y Bhabatosh 2013).

OGEV02

M Bs006+GEV02

% de colonizacion

Monterrico Sin espinas

Ecotipos

30dds | 60dds | 80dds | 30dds | 60dds | 80dds | 30dds | 60dds | 80dds

O Pf014+GEV02

@ Bs006+Pf014+GEV02

Castilla

Figura 1. Colonizacion (%) del HFMA Glomus sp. (GEV02) inoculado en forma individual y combinado con las PGPR B. amyloliquefaciens (Bs006) y £ migulae (Pf014) en
los ecotipos de mora monterrico (ILS2367), sin espinas (IL53400) y castilla a los 30, 60 y 80 dias después de la siembra (dds).
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Figura 2. Raiz de planta de mora ecotipo monterrico colonizada por Glomus sp. (GEV02) en el tratamiento coinocualdo con Pseudomonas migulae (Pf014). Imagen

tomada al microscopio Optico (40x).

Porcentajes de supervivencia en los ecotipos de
mora monterrico (ILS2367), sin espinas (ILS3400)
y castilla durante las etapas de aclimataciéon o
endurecimiento

Se obtuvo un alto porcentaje de supervivencia a los 60
dds, encontrandose que los tratamientos inoculados de
forma simple con Glomus sp. (GEV02) y combinada,
GEV02+Pf014 y GEV02+Bs006+Pf014 obtuvieron
los mejores valores (100 %) de supervivencia en todos
los 3 ecotipos evaluados, en comparacién con los testigos
y demds tratamientos (tabla 4).

La transferencia de plantulas cultivadas in vitro a
condiciones de invernadero (fase de aclimatacién) es uno
de los pasos mds importantes durante la produccion
de plantulas. Esta fase es el comienzo de una etapa

autotrdfica para la planta, en donde tiene que activar los
procesos ﬁsiol(')gicos necesarios para su supervivencia.
Durante la aclimatacién, las plantas deben aumentar la
absorcién de agua y nutrientes, asi como su tasa fotosintética.
En diferentes estudios que se han realizado inoculando
HFMA y BPCV de forma simple y combinada (Marulanda
et al. 2006; Kohler et al. 2010; Ordookhani et al. 2010;
Liu et al. 2012; Dohroo y Sharma 2012), se ha podido
observar que la interaccién entre estos microorganismos
podria ser muy util para reducir el efecto negativo
que representa un estrés bidtico o abidtico sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas, tal y como se
pudo observar con los resultados obtenidos en este estudio.
Aunque las inoculaciones simples podrian ser utiles
en ciertas condiciones, las combinadas con HFMA y
BPCV han demostrado ser mas eficientes en la toma de
aguay la absorcién de nutrientes por parte de las plantas
(Nadeem et al. 2013).

Tabla 4. Porcentajes de supervivencia en los ecotipos de mora monterrico, sin espinas y castilla a los 60 dds

% de supervivencia

Tratamiento Sin espinas Monterrico Castilla
Control 96,6 100,0 90,0
FQ100% 100,0 100,0 96,6
GEV02 100,0 100,0 100,0
Bs006 100,0 100,0 96,6
PfO14 100,0 933 833
GEV02+Bs006 96,6 96,6 100,0
GEV02+Pf014 100,0 100,0 100,0
GEV02+Bs006+Pf014 100,0 100,0 100,0
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Conclusiones

Se confirma que la inoculacién de HFMA y bacterias
promotoras de crecimiento vegetal de forma individual
y combinada pueden mejorar el crecimiento y desarrollo
de plantas de mora en la fase de aclimatacién.

Se encontrd un posible efecto sinérgico entre Glomus
sp. (GEVO02), y las rizobacterias P migulae (Pf014)
y B. amyloliquefaciens (Bs006) y muestra en las
variables evaluadas rendimientos similares o superiores
al tratamiento de fertilizacién quimica en las plantas
micropropagadas de los ecotipos monterrico, sin
espinas y castilla.

Glomus sp. (GEV02) colonizé tanto en forma individual
como combinada todos los ecotipos de mora, y presentd
un efecto superior al combinarse con las rizobacterias,
lo que permitirfa reducir la fertilizacion de sintesis quimica
hasta en un 50 %.

Se obtuvieron porcentajes de supervivencia superiores al
80% en los tratamientos que se encontraban coinoculados
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