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ARTICULO CIENTIiFICO

Gabriel Roveda', Lucrecia Cabra?,
Maria Margarita Ramirez®
y Andrea Pefiaranda*

ABSTRACT

Effect of arbuscular mycorrhizas on
the acclimation and hardening of
microplantlets of Andean blackberry

(Rubus glaucus)

The transfer of Andean blackberry plantlets
from in vitro to ex vitro conditions is one of the
most critical phases of the micropropagation
technique due to the high mortality rate of
plantlets (50-90%), as a consequence of a poorly
developed cuticle, non-functional stomates
and a weak radicle system that facilitates
dehydration by water stress. This investigation
focused on obtaining clean plantlets originated
from tissue culture and hardened with
arbuscular mycorrhizas (HMA). The research
was performed under controlled conditions;
an experimental design of random complete
blocks was used with eight treatments, three
repetitions and four experimental units as
follows; three control treatments without
inoculation, without fertilizing (T ), with 50%
fertilizing (T, ) and with 100% fertilizing (T,),
and five treatments inoculated with HMA
(MA1, MA2, MA3, MA4 and Mycobiol®) plus
T,,- The major benefits of inoculation with
HMA were achieved with the strain MA4
isolated from Silvania (Cundinamarca) and
with native spores classified as Glomus sp. and
Acaulospora sp. The inoculated plants showed
better adaptation to the environment, reflected
in plant size, accumulation of foliar and
radicle biomass, wider foliar area, and better
nutritional state reflected in a higher absorption
of essential nutrients (P, N, Ca, and Mg). The
use of the strain MA4 allowed the substitution
of 50% of commercial fertilization since it
achieved similar values to T, in the absorption
of P and Ca, and higher absorption for N and
Mg. The levels of root colonization by the
fungus explained this vegetative behavior.

Key words: inoculation, ex vitro, native strains,
adaptation, nutrition.
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Efecto de las micorrizas arbusculares sobre la
aclimatacion y endurecimiento de microplantulas
de mora (Rubus glaucus)

RESUMEN

La transferencia de plantulas de mora de condiciones in vitro a ex vitro es una de las fases
mas criticas de la técnica de micropropagacion debido al alto grado de mortalidad de
plantulas (50 a 90%), como consecuencia de una cuticula poco desarrollada, estomas no
funcionales y un sistema radical débil que facilita la deshidratacion por estrés hidrico.
Esta investigacion se oriento a la obtencion de plantulas limpias procedentes de cultivo
de tejidos y endurecidas con micorrizas arbusculares (HMA). La investigacion se reali-
z6 bajo condiciones controladas; se utilizé un disefio experimental de bloques comple-
tos al azar con ocho tratamientos, tres repeticiones y cuatro unidades experimentales,
asi: tres tratamientos testigo sin inoculacion, sin fertilizar (T,), con 50% de fertilizacion
(T,,), y con 100% de fertilizacion (T ), y cinco tratamientos inoculados con HMA (MA1,
MA2, MA3, MA4 y Mycobiol) mas T,,. Los mayores beneficios de la inoculacién con
HMA se lograron con la cepa MA4 aislada de Silvania (Cundinamarca) y con esporas
nativas clasificadas como Glomus sp. y Acaulospora sp. Las plantas inoculadas mostraron
mejor adaptacion al ambiente, expresada en el porte, la acumulacion de biomasa foliar y
radical, mayor area foliar y mejor estado nutricional expresado en una mayor absorcion
de nutrientes esenciales (P, N, Ca y Mg). El uso de la cepa MA4 permitio sustituir el 50%
de la fertilizacion comercial debido a que obtuvo valores similares a T, en la absorcion
de Py Ca, y superiores a ésta en la absorcién de N y Mg. Este comportamiento vegetal
se explico por los niveles de colonizacién del hongo en las raices.

Palabras claves: inoculacion, ex vitro, cepas nativas, adaptacion, nutricion.

INTRODUCCION Existe un amplio potencial para incre-

mentar los rendimientos por hectdrea en
el cultivo de la mora a través del uso de
tecnologias apropiadas. Los rendimientos
anuales por hectarea bajo las condicio-
nes de producciéon en Colombia varian
ampliamente entre 6 y 16 t-ha?, para un
promedio nacional de 11 t-ha' al afio, de
acuerdo con el Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural citado por AsoHOFRU-
cor y DANE (2004).

LA MORA (RuBus cLaucus) se encuentra
entre los frutales promisorios y de gran
importancia comercial en Colombia. Los
principales departamentos productores
se localizan en la zona andina, entre los
cuales se destacan Cundinamarca (36%),
Santander (22%), Valle (7%) y Antioquia
(8%), los cuales representan 73% del total
de la produccion nacional y 74% del area
sembrada (Asohofrucol y DANE, 2004).

Algunos de los principales limitantes

La produccién de mora anivel nacional | de la produccién de mora se relacionan

se ha venido incrementando de manera
destacada, pues en los tltimos afios pasé
de 48.121 toneladas (t) en 1998 a 78.738
t en 2003, con un crecimiento cercano a
32,7% anual, lo que representa un impor-
tante renglén para la economia por la pro-
duccién de alimentos y por la generacién
de divisas para el pais. Sin embargo, este
incremento en la produccién ha sido con-
secuencia principalmente del aumento en
el drea cultivada, que en estos afios pasd
de 5.662 hectareas en 1998 a 10.001 hec-
tareas en 2003, con crecimiento del 35%
anual durante este periodo (CCI, 1999;
Asohofrucol y DANE, 2004).

con problemas fitosanitarios que se origi-
nan en la semilla, debido a que la mayoria
de los cultivos establecidos utilizan pro-
pagacién asexual mediante acodos o esta-
cas, los cuales transmiten enfermedades
fungosas, bacterianas y virales entre las
plantas que ocasionan grandes pérdidas
al agricultor (Avilan, Bautista y Leal, 1989;
Angulo, 2003).

En los tltimos afios se ha utilizado la
micropropagacion a partir de meristemos
mediante la técnica de cultivo de tejidos
in vitro (Angulo, 2003); este sistema, ade-
mas de permitir la propagacion masiva de
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clones especificos, garantiza alta calidad,
mayor uniformidad y la obtencién de
semilla limpia, con materiales libres de
patogenos (Jaizme-Vega y Barea, 1992 y
Jaizme-Vega, 1999).

A pesar de los multiples beneficios
que genera la micropropagacion, existen
limitantes para un uso mas extendido de
esta técnica. La transferencia de plantulas
in vitro a condiciones ex vitro es uno de los
pasos mas criticos de la micropropaga-
cion, debido a los altos grados de mortali-
dad de plantulas (entre 50 y 90%) (Sutter,
1985; Ziv et al., 1987), como consecuencia
de una cuticula poco desarrollada, esto-
mas no funcionales y un sistema radical
débil que facilita la deshidratacion por
estrés hidrico (Vestberg y Estaun, 1994;
Elmeskaoui ef al., 1995; Alarcén y Ferrera-
Cerrato, 2000; Schultz, 2001).

Por otra parte, se ha observado que
algunas plantas micropropagadas como
la uva, la manzana, la pifia, el aguacate,
el platano y el andén, presentan por lo
general alta dependencia de las relaciones
micorricicas (Nemec, 1986). Segun esto,
al inocular las plantas micropropagadas
con hongos de micorrizas arbusculares
(HMA), se logra alcanzar un crecimiento
optimo (Gianinazzi ef al., 1990). Este cono-
cimiento ha permitido en la actualidad
integrar ambas biotecnologias, la micro-
propagacion in vitro y el uso de la inocu-
lacion micorricica, en diversas plantas de
interés (Lovato et al., 1995 y 1996 ).

Existen tres etapas en las que la ino-
culaciéon con HMA puede potencialmen-
te llevarse a cabo, a saber: 1) durante
la fase de enraizamiento in vitro; 2)
después del enraizamiento ex vitro, al
inicio del periodo de aclimatacién en
etapa de vivero; 3) ex vitro, después de
la etapa de vivero y antes de iniciar el
transplante a condiciones de inverna-
dero, conocida como ‘etapa de endu-
recimiento” (Vestberg y Estatin, 1994).
Con relacion a la primera etapa, la fase
in vitro, la fase de enraizamiento tiene
lugar sobre un medio de agar, mientras
que la germinacion y el desarrollo del
micelio del hongo ocurre en condiciones
axénicas (Azcon-Aguilar et al., 1997a).
No obstante, se conoce que existe una
aparente contradiccién entre las bajas
demandas de nutrientes por la espora
durante su germinaciéon y el alto uso

de sustancias nutritivas en los sistemas
de micropropagacion in vitro, debido a
que las plantulas tienen un desarrollo
incipiente del sistema radical.

La inoculacién in wvitro aparentaba
ser mas facil y prometedora al inocular
plantulas propagadas axénicamente para
luego ser transplantadas a materas (Rova-
lanirina ef al., 1990; Schubert et al., 1992).
Sin embargo, la inoculacién ex vitro ha sido
ampliamente utilizada, tanto después del
enraizamiento in vitro, como al iniciar el
transplante a condiciones de invernadero
o etapa de endurecimiento, debido a que
probablemente es un método mas ade-
cuado para viveros comerciales.

Las ventajas de la inoculaciéon con HMA
ex vitro en plantas micropropagadas in vitro
se han probado en muchas especies de fru-
tales como uvas, manzana, ciruelo, pifa,
aguacate, fresa, frambuesa, cereza (Varma
y Schiiepp, 1995; Vidal et al., 1992; Fortuna
et al., 1996; Lovato ef al., 1996; Azcén- Agui-
lar et al., 1997b), platano (Jaizme-Vega y
Azcon, 1995; Jaizme-Vega, 1999), patrones
clonales de peral y melocotonero (Rappari-
ni et al., 1994), pistacho (Schubert y Mazzi-
telli, 1988), kiwi (Schubert et al., 1992)
andén y cereza silvestre, todas las cuales
mostraron una mejor adaptacion, toma de
nutrientes y crecimiento vegetal (Azcon-
Aguilar et al., 1997a; Lovato et al., 1994).

La fase de aclimatacién es un paso
critico en el ciclo del micropropagacion.
Investigaciones recientes en plantas de
casava o yuca (Azcon-Aguilar et al., 1997b)
y micropropagacién de los rizomas de
arboles frutales (Monticelli ef al., 2000 cita-
do por Schultz, 2001) han demostrado que
la inoculacién con micorrizas al inicio de
esta etapa reduce el choque del trasplante
y aumenta asi la supervivencia porque
estabiliza la planta (Schultz, 2001).

Comparando lo que tarda la coloniza-
cién al comienzo de la aclimatacién, o al
principio de la etapa de endurecimiento,
se ha visto que en algunos casos, aunque
la simbiosis se establecié en ambas fases,
se produjo mejor respuesta de la planta
cuando la inoculacién tuvo lugar al prin-
cipio de la etapa de endurecimiento, dado
que permite el desarrollo de la coloniza-
cién y el establecimiento del hongo (Vidal
et al., 1992; Azcon-Aguilar et al., 1992 cita-
do en Jaizme-Vega, 1999).
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Vestberg y Estaun (1994) establecieron
un protocolo de inoculacién el cual debe
redisefiarse para cada caso particular. Este
protocolo considera las siguientes varia-
bles: 1) el grado de desarrollo de la raiz;
2) la duracién de los periodos de aclima-
tacién y endurecimiento (cambio de la
fase heterotroéfica a la fase autotréfica del
hongo); y 3) los objetivos de la inoculacién
con HMA, tales como: incrementar creci-
miento vegetal, aumentar supervivencia
de plantulas, bajar los aportes de fertili-
zantes, aumentar la resistencia al estrés
abiotico y bidtico (Jaizme-Vega, 1999).

Es importante para este tipo de experi-
mentos la seleccion de las mejores cepas
del hongo formador de micorriza arbus-
cular para un eficiente desarrollo mico-
rricico en plantas micropropagadas (Gui-
llemin et al., 1992; Vestberg., 1992; Lovato
et al., 1995).

Si bien se conocen las bondades de una
etapa de endurecimiento del material in
vitro, muchos de los laboratorios comer-
ciales que emplean estas técnicas de pro-
pagacion no realizan el endurecimiento
de los materiales antes del transplante
definitivo a campo, por considerar este
proceso dificil y costoso, y porque repre-
senta entre 35 y 75% del costo total de la
semilla (Encina, 1996).

El principal propdsito de esta investi-
gacion fue la obtencion de semilla limpia
de mora, endurecida, procedente de cul-
tivo de tejidos e inoculada con Hongos
de Micorrizas Arbusculares (HMA), para
mejorar la supervivencia de las plantulas
y reducir el uso de fertilizantes.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

La investigacion se realizo en los inver-
naderos y laboratorios de microproga-
cién y ecofisiologia vegetal del Centro
de Investigaciones Tibaitata (Corroica).
El disefio experimental seleccionado fue
el de bloques completos al azar, con
ocho tratamientos y tres repeticiones,
cada tratamiento con cuatro unidades
experimentales; se realizaron dos tipos
de muestreo: uno de seguimiento o
monitoreo, con una frecuencia quince-
nal, y tres muestreos destructivos a 30,
80 y 120 dias después del transplante.
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Los tratamientos evaluados fueron los
siguientes: tres tratamientos testigo sin
inoculacién, uno sin fertilizar o testigo
absoluto (T,), uno con 50% de fertili-
zacion (T, ), y un testigo comercial con
100% de fertilizaciéon (T, )y cinco tra-
tamientos inoculados con HMA (MA1,
MA2, MA3, MA4 y Mycobiol) y con 50%
de la fertilizacién comercial.

Preparacion del sustrato e inoculantes
Después de la fase de enraizamiento
in vitro al inicio de la etapa de acli-
matacion se utilizaron recipientes de
plastico con turba canadiense (sustrato
estéril) previamente humedecida; a los
30 dias después de la siembra (dds) se
pasaron a materas desinfectadas con 1,8
kg de un sustrato compuesto por una
mezcla de suelo y cascarilla de arroz
en proporciéon 3:1 (V:V). De acuerdo
con el analisis de suelo, las caracteris-
ticas quimicas fueron: pH ligeramente
acido (5,0), alto contenido de materia
orgdanica (11,4%), niveles bajos de fds-
foro (9 mg-kg?'), situacién ideal para la
evaluacion de HMA. De igual manera,
se evaluaron nutrientes como azufre (23
mg-kg?), calcio (3 cmol™kg'), magnesio
(1,9 cmol*kg?), potasio (1,7 cmol*-kg™),
cobre (1,8 cmol"kg'), manganeso (16
cmol® -kg™), sodio (0,3 cmol*kg™), zinc
(6,9 mg-kg™), hierro (360 mg-kg™) y boro
(0,3 mg-kg™).

Los ino6culos de micorriza arbuscular
se obtuvieron a partir muestras de suelo
rizosférico de cultivos establecidos de
mora de los departamentos de Antioquia
y Cundinamarca; a partir de estas mues-
tras se inici6 la multiplicacion de las cepas
nativas de hongos de micorriza arbus-
cular, para luego proceder a inocular las
plantulas de mora.

Inoculacion y condiciones experimentales
Se utilizaron propagulos de mora de tres
semanas en enraizamiento in vitro, pro-
pagadas en el laboratorio de micropro-
pagacion de plantas de Corroica en el
C.I. Tibaitata. La inoculacién se realizé al
momento de la siembra en el laboratorio
de ecofisiologia vegetal, utilizando una
concentracion de 200 esporas por plan-
ta. Estas permanecieron en recipientes
con turba durante 30 dias y se cubrieron
los primeros doce dias con una pelicula
de vinilpel para mantener la humedad
relativa alta. Cada tres dias se aplicé solu-

cién nutritiva de Hoagland a todos los
tratamientos y cuatro semanas mas tarde
se pasaron a materas y se trasladaron al
invernadero.

Sistema de muestreo y variables anali-
zadas

Se realizaron tres muestreos destructi-
vos de la siguiente manera: en la fase
de aclimatacion (ex vitro), a los 30 dds,
y durante la fase de endurecimiento de
los materiales a los 80 y 120 dias des-
pués del transplante (ddt), momento
en el que se cuantificaron los efectos
de la inoculacién sobre la acumulaciéon
de biomasa en plantas, el crecimiento
vegetal y la absorcién de nutrientes.
Adicionalmente, se analizé la asocia-
cién simbidtica mora-HMA a través del
porcentaje de colonizaciéon en raiz de
micorrizas arbusculares, empleando la
metodologia de tinciéon con azul de tri-
pan propuesta por Phillips y Hayman
(1970), para lo cual se tomaron muestras
de raices a los 80 y 120 ddt. El monitoreo
de tamano de la planta se realizé a par-
tir de los 83 ddt hasta los 160 ddt, con
una frecuencia quincenal.

Se cuantificé la concentracién de
nutrientes (N, P, K, Ca, Mg y S) en tejido
vegetal teniendo en cuenta la metodo-
logia del Laboratorio de Suelos y Teji-
dos del Programa Nacional de Recursos
Biofisicos (Corroica). Para la cuantifi-
cacion del fésforo y el azufre se utili-
z6 un método colorimétrico mediante
molibdato-vanadato y cloruro de bario,
respectivamente. La concentracion de K,
Mg y Ca en tejido vegetal se determind
mediante espectrometria de absorcién
atomica y la concentracion de nitrégeno

se determino por el método de Kjeldahl
(AOAC, 1996).

Finalmente, los resultados experimen-
tales obtenidos se compararon estadis-
ticamente mediante andlisis de varianza
(P<0,05 y P<0,01) y la prueba de compara-
cion de Tukey, con un nivel de confianza
de (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los HMA en la acumulacion de
biomasa de plantas de mora durante las
etapas de aclimatacion y endurecimiento
La acumulacién de biomasa en las plantas
de mora se determind en la parte aérea
de la planta (tejido foliar) y en la raiz.
Durante la fase inicial de aclimatacién de
propagulos (30 dds) no se encontraron
diferencias significativas entre tratamien-
tos para materia seca foliar y fresca radi-
cal, de acuerdo con el anélisis de varianza
(GLM); no obstante, a partir de los 80
ddt, ya en la etapa de endurecimiento, se
presentaron diferencias altamente signifi-
cativas (Tabla 1).

Durante la fase de aclimatacion se inicia
el proceso de colonizacién del hongo en
las raices de las plantulas de mora. Este
proceso no genera beneficios a la planta por
tratarse del establecimiento de la simbiosis,
donde se demandan fotosintatos de carbo-
no provenientes de la planta. Los beneficios
de la asociacion simbiotica se presentan en
una etapa posterior, durante el endureci-
miento de las plantulas, como se explica a
continuacién: inicialmente se observaron
diferencias debidas a la fertilizacién entre
los tratamientos testigo, donde el trata-
miento T, mostro los valores mas altos en

Tabla 1. Efecto de la inoculacién con Hongos Formadores de Micorriza Arbuscular (HMA) nativos
en plantulas de mora durante las etapas de aclimatacion y endurecimiento.

Etapa de .
Fuentes de variacion aclimI;tacién Etapa de endurecimiento
30 dds 80 ddt 120 ddt

Peso fresco  Peso seco | Peso seco  Peso fresco | Peso seco  Peso fresco

radical (g)  foliar (g) foliar (g)  radical (g) | foliar (g)  radical (g)
GLM ns ns > > * *
T0 0,19a 0,052 0,19b 1,19b 0,47b 2,61b
T, 0,30a 0,06a 1,80ab 4,07ab 6,42b 9,46ab
T 0,39a 0,07a 2,51a 6,64a 10,33a 16,16ab
MA 1 0,16a 0,05a 1,59ab 2,69ab 6,62ab 15,62ab
MA 2 0,22a 0,052 1,20ab 3,34ab 8,70a 15,06ab
MA 3 0,22a 0,05a 1,52ab 3,25ab 10,51a 22,092
MA 4 0,27a 0,082 2,94a 6,85a 9,60a 20,492
Mycabiol 0,10a 0,052 1,60ab 4,09ab 8,00ab 16,48ab
Coeficiente de variacion (cv) 40,96 33,27 39,22 36,22 35,23 35,19

** diferencias altamente significativas (P<0,01); * : diferencias significativas (P<0.05); ns : diferencias no significativas de acuerdo al Anava. Letras dife-
rentes indican diferencias significativas (P<0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey. dds: dias después de la siembra. ddt: dias después del transplante.
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acumulacién de materia seca, superiores al
testigo absoluto (sin fertilizacion), similares
al testigo T, a los 80 ddt pero ligeramente
mas altos en las variables peso seco foliar y
peso fresco radical. Sin embargo, a los 120
ddt las diferencias en peso seco foliar fue-
ron mds marcadas entre el testigo T,y los
otros dos testigos, T, y T, , los cuales presen-
taron resultados estadisticamente similares.
En cuanto al peso fresco radical los tres
tratamientos, T, , T, y el testigo absoluto,

100/
mostraron valores similares.

Entre los tratamientos micorrizados
se destaco la cepa MA4 con 50% de fer-
tilizaciéon en la acumulacién de materia
seca foliar y fresca radical a los 80 ddt y
120 ddt con relacion al testigo absoluto.
Es importante resaltar que estas diferen-
cias de la cepa MA4 superaron al testigo
absoluto y T, a los 120 ddt, en peso seco
foliar mas no en el peso fresco radical.
Sin embargo, algunas otras cepas como la
MA2 y MA3 presentaron valores simila-
res ala cepa MA 4 alos 120 ddt en materia
seca foliar. En todos estos tratamientos se
incluyd un 50% de fertilizacion.

Estos resultados permitieron ver el efec-
to benéfico de algunas cepas de HMA
sobre la acumulacion de biomasa, asi: la
cepa MA4 presentd valores superiores al
testigo absoluto a los 80 ddt, y a los 120 ddt
con el T, en la variable peso seco foliar,
mostrando en ambos casos valores simila-
res al T, Este resultado muestra la capa-
cidad de esta cepa para sustituir el 50% de
la fertilizacién en plantas de mora.

Efecto de los HMA sobre otros parametros
de crecimiento vegetal y el porcentaje de
colonizacion radical

Para evaluar los parametros de crecimien-
to se tuvieron en cuenta las variables ‘lon-
gitud de la planta’, “area foliar’ y ‘niimero
de ramas por planta’. La primera variable

Al observar lo tratamientos testigo en la
mayoria de los muestreos, las plantas con
algtin nivel de fertilizacion (T, y T,;) fue-
ron similares entre si, excepto a partir de los
125 ddt, pero diferentes significativamen-
te (P<0,05) frente al testigo absoluto. Este
resultado confirma el efecto de los niveles
de fertilizacion en el porte de plantas de
mora. Es importante destacar que a partir
de los 125 ddt el tratamiento T, se diferen-
cia de los otros dos testigos, T, y T,

La variable ‘longitud de la planta’ se
vio afectada por la inoculacién con HMA
de la siguiente forma: las plantas inocula-
das con la cepa MAT1 inicialmente fueron
las de mayor porte con respecto a los
demas tratamientos inoculados y al testi-
go absoluto. Sin embargo, el tratamiento
con la cepa MA4 fue el que indujo mayor
porte de planta, con similares resultados
al T, y superior al testigo absoluto des-
pués de los 111 ddt y al T, a partir de los
125 ddt.

Con respecto al area foliar se presen-
taron diferencias altamente significativas
entre tratamientos, segun la prueba de
Tukey. En estas diferencias se destaca el
comportamiento de las plantas inocu-
ladas con la cepa MA4 (572,29 cm?) con
la mayor area foliar, superior al testigo
absoluto (29,4 cm?) y al tratamiento MA2
(191,96 cm?), pero similar al resto de los
tratamientos, los que obtuvieron valores
de 386,82 cm? T, 281,58 cm? T y de las
plantas inoculadas con las cepas MA1
(275,45 cm?), MA3 (268,92 cm?) y Myco-
biol (295,97 cm?).

Para la variable nimero de ramas se
encontraron igualmente diferencias alta-

mente significativas (P< 0,01) de acuerdo
con el andlisis de varianza; se observa
claramente el efecto de la inoculacion con
HMA para todas las cepas utilizadas (MA1,
MA2, MA3, MA4 y Mycobiol) con respecto
al testigo absoluto, al presentar mayor
numero de ramas por planta (Tabla 2); los
otros dos testigos, T,,, y T,, obtuvieron
valores intermedios en numero de ramas,
similares a los tratamientos inoculados.

Este resultado es de gran importancia
dentro del crecimiento y desarrollo de
esta especie, debido a que es una planta
perenne de tipo arbustivo cuyos tallos
emiten constantemente brotes en su base,
y este tipo de crecimiento esta relacionado
con la nutricién de la planta (Franco y
Giraldo, 1998).

Con base en los resultados obtenidos
se puede concluir que plantas inoculadas
con la cepa MA4 presentaron valores
similares al tratamiento T, a pesar de
tener solamente 50% de fertilizacion. Ello
indica que se puede sustituir el 50% de la
fertilizacion si se utiliza esta cepa como
biofertilizante. Adicionalmente, los bene-
ficios no solo se pueden expresar en las
etapas de aclimatacién y endurecimiento,
sino posiblemente durante todo el ciclo
de cultivo.

Efecto de la inoculacion con HMA sobre
los indices de asociacion simbiotica en
plantas de mora durante la etapa de
endurecimiento

La inoculacién con HMA en este ensayo
se realizo usando aislamientos de cepas
nativas, los cuales provenian de planta-
ciones establecidas de mora en donde
se hizo identificacién taxonémica para

Tabla 2. Efecto de la inoculacion con Hongos de Micorriza Arbuscular (HMA) nativos en plantulas
de mora sobre algunos pardmetros de crecimiento y en la colonizacion.

Fuentes de variacion

Etapa de desarrollo vegetativo

fue monitoreada con una frecuencia quin- Longitud Area foliar Nmero % colo-
: : de ramas nizacion
cenal, m1e1.1tras que las otras dos varlflbles SO0 97 dd T oq 7% da 139 dat o y
se determinaron a los 120 ddt. De igual GLM o ns P x o o e o
forma, el porcentaje de colonizacién fue T, 53c 5,7a 6,6C 6,8¢c 7d 29,40c 1b 15b
cuantificado a los 120 ddt. T, 943ab 97a 114ab 11,7b 12cd  281,58abc  2ab 11b
T 10,50ab 11,82 1516a 16,82 185ab 386,82ab 2ab 17b
. MA 1 11,20a 1152 13,0ab 14,2ab 158bc 275/45abc  3a 47a
Con respecto a la longitud de la plan- | a2 920ab 9,6a 1093abc 119b 142bc 19196bc  4a 37a
ta se encontraron diferencias altamente MA 3 850b 88a 9.8bc 105bc 124cd 268,92abc  3a 38a
significativas (P<0,01) entre tratamientos | MA4 1030ab  84a 145 1852  221a 57229  4a 40a
la mavoria de los muestreos. excepto Mycgpwl o 89ab 10,1a 10,6ab  115b  12,9bc 295,97abc 3a 40a
en la may! , P Coeficiente de variacion (cv) 10,05 2490 13,86 1227 1377 4115 1914 18,95

alos 97 ddt, segtin el analisis de varianza

** diferencias altamente significativas (P<0,01), * : diferencias significativas (P<0,05), ns : diferencias no significativas de acuerdo al Anava. Letras
(GLM) (Tabla 2).

diferentes indican diferencias altamente significativas (P<0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey; ddt: dias después del transplante.
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determinar los géneros que se encontra-
ban en cada muestra. La Tabla 3 muestra
los resultados obtenidos en la identifica-
cion de géneros de HMA.

El grado de asociacién simbidtica se
determind a través de variables rela-
cionadas con la colonizacion de HMA
en las raices de mora, expresada como
‘porcentaje de colonizacién’, indice que
determina la proporcién de raices colo-
nizadas por HMA frente al total de raices
de la planta.

De acuerdo con la Tabla 2, se obser-
van diferencias altamente significativas
(P<0,01) entre tratamientos en los porcen-
tajes de colonizacion segtin el analisis de
varianza (GLM) . Estas diferencias se esta-
blecen fundamentalmente entre tratamien-
tos inoculados con HMA y no inoculados
(T,y» Tsy ¥ T,)- Los resultados experimen-
tales confirman el efecto de la inoculacién
en los tratamientos tratados con HMA, los
cuales presentan niveles de colonizacién
superiores a 37%, frente a los testigos que
presentaron porcentajes de colonizacion
inferiores de 17%.

La colonizacion de HMA en los trata-
mientos testigo es causada por la presen-
cia de cepas nativas de micorrizas, con
22 esporas por gramo de suelo, debido
a que los sustratos utilizados no fueron
previamente desinfectados. Sin embargo,
los niveles de colonizacion en los trata-
mientos testigos son bajos, menores que
aquellos inoculados, lo que demuestra la
importancia de la practica de inoculacién
y la mayor eficiencia de las cepas inocula-
das con relacion a las cepas presentes en
el sustrato (Figura 1).

Adicionalmente, en el caso del testi-
go T, los bajos niveles de colonizacién
pueden ser explicados por el efecto inhi-
bitorio debido a la mayor disponibilidad
de fosforo en el suelo, la cual inhibe
los procesos de colonizaciéon de HMA
(Sieverding, 1991). No obstante, esta afir-
macién no es suficiente para explicar los
bajos niveles de colinizacién en los trata-
mientos T,  y T, por lo tanto, se sugiere
baja eficiencia en las cepas encontradas en
el sustrato utilizado para el experimento;
por el contrario, las cepas utilizadas en
los tratamientos inoculados mostraron
mayor eficiencia con valores de coloniza-
cion cercanos a 40%.

En general se puede decir que la ino-
culacién con cepas nativas de HMA de
suelos de Cundinamarca y Antioquia
produjo resultados favorables en plantas
micropropagadas de mora, pues junto
con las técnicas utilizadas para la etapas
de aclimatacién y endurecimiento per-
mitié alcanzar 100% de supervivencia en
todos los tratamientos.

El efecto de las cepas MA4 y MAS3
sobre las plantulas finalizando el expe-
rimento fue satisfactorio en cuanto a la
longitud de las plantas, generacion de
nuevos brotes y desarrollo foliar. Adi-
cionalmente, se observo que las plan-
tas micorrizadas presentaban una menor
incidencia de enfermedades. En cuanto
al desarrollo radical se encontré que los
HMA beneficiaron el crecimiento radical,
lo cual es muy importante para las plan-

tas procedentes de cultivos de tejidos,
debido a que éstas presentan inicialmente
una raiz débil y poco funcional, la cual es
sustituida por nuevas raices.

Los resultados son similares a los
reportados por Alarcén y Ferrera-Cerrato
(2000) para el género Rubus, en el cual la
inoculacion con HMA en plantas proce-
dentes de cultivo de tejidos, favorecieron
el crecimiento y desarrollo de las plantas,
lo que contribuye con la optimizacion de
los recursos encaminados hacia la horti-
cultura y la fruticultura (Gianinazzi et al.,
1990; Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000).

Efecto de las HMA sobre la absorcién de
nutrientes en plantas de mora

A partir de la determinacién de la con-
centracion de nutrientes en tejido vegetal
y los valores de materia seca vegetal

Tabla 3. Géneros de Hongos de Micorriza Arbuscular (HMA) identificados en las cepas nativas

procedentes de cultivos de mora establecidos.

Cepa

Géneros

MA 1

Gigaspora sp.
Acaulospora sp.
Glomus sp.

MA 2

Acaulospora sp.
Glomus sp.

MA 3

Gigaspora sp.
Acaulospora sp.
Glomus sp.
Scutellospora sp.

MA 4

Acaulospora sp.
Glomus sp.

60

50

40

30

% de colonizacién

20

10

Tn Tsu Tlno

MA 1

MA2 MA3 MA4 MYC

Tratamientos

T, testigo absoluto; T, - tratamiento comercial con 50% de fertilizacion; T, - tratamiento comercial con 100% de fertilizacion; MAT: HMA nativo
cepa 1; MA2: HMA nativo cepa 2; MA3: HMA nativo cepa 3; MA4: HMA nativo cepa 4. Myc: Mycabiol, in6culo mixto de HMA. Letras diferentes
indican diferencias significantivas (P<0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

Figura 1. Efecto de la inoculacion con HMA en el porcentaje de colonizacion de plantulas de mora.
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cuantificados en los laboratorios de eco-
fisiologia vegetal y quimica de suelos, se
calcul6 la absorcién de nutrientes esencia-
les en plantas de mora a los 120 ddt. Los
nutrientes analizados fueron nitrégeno
(N), foésforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg) y azufre (S).

La Tabla 4 muestra los valores prome-
dio de absorcién de nutrientes para los
tratamientos evaluados acompafiados de
la sintesis del andlisis de varianza (GLM),
los coeficientes de variacion y el resultado
de la prueba de comparacion entre tra-
tamientos Tukey, representada en letras
mindsculas.

De acuerdo con el analisis de varianza
(GLM) se encontraron diferencias signi-
ficativas (P<0,05) entre tratamientos para
las variables P, N, Ca y Mg; los otros
nutrientes, K y S, no presentaron diferen-
cias significativas entre tratamientos.

Con relacidn a la absorcion de fésforo,
se destacan las plantas inoculadas con
la cepa MA4 seguida del tratamiento
T,y con valores de 14,44 y 12.83 mg/
planta, respectivamente, los cuales fueron
similares entre si y significativamente
superiores (P<0,05) al testigo absoluto
con 2,12 mg/ planta, segin Tukey. Los
demas tratamientos T,, MA1, MA2, MA3
y Mycobiol presentaron valores interme-
dios entre 6,37 y 9,47 mg/planta, similares
tanto al tratamiento MA4 y T, , como al
testigo absoluto.

100"

Es importante recordar que la fertili-
zacion fosfatada de los tratamientos con
HMA fue sélo de 50 % con respecto al
testigo comercial con 100% de fertili-
zacion; sin embargo, segun el analisis
estadistico, las inoculaciones con la cepa
MA4 fueron similares al testigo comercial
(T,,) en cuanto a la absorcion de fdsforo.
Los resultados obtenidos concuerdan con
lo citado por algunos autores, entre ellos
Sanders y Tinker (1973) y Jakobsen (1995),
quienes afirman que la absorcién de fés-
foro por los tejidos radicales puede ser
influida positivamente por la presencia
de los HMA. Sin embargo, este aumento
en la eficiencia de la absorcion de fésforo
esta determinado por la cepa utilizada; asi
la Cepa MA4 fue la mas eficiente, mien-
tras que la cepa MA2 fue la menos eficien-
te, aunque no se detectaron diferencias
significativas entre los dos tratamientos.

Tabla 4. Efecto de Micorrizas Arbusculares (HMA) en plantulas de mora sobre la absorcion de
nutrientes en tejido foliar a los 120 ddt por planta durante la etapa de invernadero.

Etapa de desarrollo vegetativo

Fuentes de variacion N P Ca Mg K S
mg/planta mg/planta mg/planta mg/planta mg/planta mg/planta

GLM * * * * ns ns
T0 24,81b 2,12b 3,68b 2,18b 11,98a 0,19a
750 132,76ab 9,47ab 12,43ab 7,37ab 32,34a 0,52a
T100 173,11ab 12,832 16,88a 9,65ab 35,79a 0,55a
MA1 142,57ab 7,80ab 9,74ab 6,58ab 21,36a 1,092
MA 2 86,63b 6,37ab 8,04ab 5,23ab 19,2a 0,37a
MA 3 115,22ab 7,18ab 10,14ab 6,38ab 21,43a 0,51a
MA 4 236,91a 14,44a 18,46a 11,90a 41,42a 1,37a
Mycobiol 129,16ab 7,68ab 10,03ab 6,65ab 19,95a 0,69a
Coeficiente de variacion (cv) 40,01 43,43 37,14 38,88 58,47 78,56

** . diferencias altamente significativas (P<0,01), * : diferencias significativas (P<0,05), ns : diferencias no significativas de acuerdo al Anava. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey; ddt: dias después del transplante.

Con relacion a los fertilizantes fosfata-
dos se ha establecido que en presencia de
los HMA inducen en sus hospederos una
mayor eficiencia, cuando éstos se aplican
en cantidades moderadas que no inhi-
ben la actividad micorricica (Sieverding,
1991). El fésforo es un elemento impor-
tante para las plantas porque participa en
la respiracidn, en la fotosintesis, actia en
el metabolismo de las plantas en forma de
ATP y hace parte de los acidos nucléicos
como el ADN y ARN.

Con respecto a la absorcion de N,
las plantas inoculadas con la cepa MA4
(236,91 mg/planta) fueron significati-
vamente superiores al testigo absoluto
(24,81 mg/planta) y a la cepa MA2 (86,63
mg/planta), pero similares a los demas
tratamientos, T, , con 173,11 mg/planta,
T,, con 132,76 mg/planta y las cepas MA1
(142,57 mg/planta), MA3 (115,22 mg/plan-
ta) y Mycobiol (129,16 mg/planta), segun
Tukey.

Las plantas requieren de nitrogeno en
grandes cantidades, debido a su impor-
tancia en muchos de los procesos vitales
y por formar parte de compuestos esen-
ciales para las células, tales como los
aminodcidos y los acidos nucleicos. Por
tanto, la deficiencia del nitrégeno inhibe
rapidamente el crecimiento de la plan-
ta. Esta deficiencia se puede ver en las
plantas inoculadas con la cepa MA2 que
tuvieron un comportamiento similar con
el testigo absoluto, con un menor creci-
miento y desarrollo, presentando plantas
de menor porte con respecto a los otros
tratamientos. Estos resultados muestran
que la importancia de los HMA, particu-
larmente la cepa MA4, no sélo se limita a
mejorar la absorcion de fésforo, sino que
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participa en la toma de nutrientes esencia-
les como el nitrégeno.

Con relacion a la absorcién de calcio, se
destacan el tratamiento T, y las plantas
inoculadas con la cepa MA4, con valores
de 16,88 y 18,46 mg/planta, los cuales fue-
ron similares entre si y significativamente
superiores (P<0,05) al testigo absoluto con
3,68 mg/ planta. Los demas tratamien-
tos presentaron valores intermedios entre
T,,» MA4 y T absoluto, con los siguientes
valores 12,43 mg/ planta para T, y niveles
de absorcion entre 8,04 y 10,14 mg/planta
para plantas inoculadas con las cepas
MA1, MA2, MA3 y Mycobiol.

El calcio es un nutriente esencial de
vital importancia en procesos como la
division celular (mitosis) y es un cons-
tituyente fundamental para el normal
funcionamiento de las membranas celu-
lares. Ademas se considera un segundo
mensajero para las diversas respuestas de
la planta al medio ambiente y esta rela-
cionado con la accion de varias fitohor-
monas. Su deficiencia se manifiesta como
una necrosis en las zonas meristematicas,
tales como yemas apicales y nuevas raices
(Taiz y Zeiger, 2006).

En cuanto a la absorciéon de magne-
sio, nuevamente la cepa MA4 mostré
los mayores niveles de absorcion de este
nutriente (119 mg/planta). Estos valores
fueron significativamente superiores al
testigo absoluto con 2,18 mg/planta y
similares a los otros tratamientos, T, con
9,65 mg/planta, T,, con 7,37 mg/planta, y
los micorrizados MA1 (6,58 mg/planta),
MA2 (5,23 mg/planta), MA3 (6,38 mg/
planta) y Mycobiol (6,65 mg/planta), de
acuerdo con Tukey.
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El magnesio participa en la activacion
de las enzimas involucradas en los pro-
cesos de respiracion, fotosintesis y en la
sintesis de ADN y ARN, y hace parte de
la molécula de clorofila. La deficiencia de
este nutriente se ve reflejada en una pér-
dida prematura de las hojas, por lo que es
de vital importancia para las plantas (Taiz
y Zeiger, 2006).

Como sintesis de los principales resulta-
dos obtenidos, se observa un efecto benéfi-
co de la inoculacién con HMA con relacion
a la absorcion de nutrientes esenciales
(N, P, Ca y Mg) en el tejido vegetal. Sin
embargo, es importante anotar que todas
las cepas no contribuyen de igual forma a
mejorar la absorcion de nutrientes en plan-
tas de mora. Aquellas plantas inoculadas
con la cepa MA4 muestraron mayor nivel
de absorcién de nutrientes, seguidas por
el tratamiento T, , mientras que el testigo
absoluto y MA2 son los tratamientos con
menores niveles nutricionales en plantas
de mora a los 125 dias después del trans-
plante, como se ilustra en la Figura 2.

Los resultados experimentales permi-
ten destacar el tratamiento inoculado con
la cepa MA4, la cual promueve la mayor
absorcion de los nutrientes mencionados
(P, N, Ca y Mg) y, como consecuencia,
incrementa la acumulacién de biomasa en
plantas a partir de los 80 dias después del
transplante, en la parte aérea de planta y
en la raiz, que se expresan con un mayor
porte de planta. Lo anterior confirma la
necesidad de seleccionar las cepas mas
eficientes para lograr obtener los benefi-
cios de la asociacién simbiotica.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo son la primera fase para el desar-
rollo de biofertilizantes en mora, a partir
de cepas nativas de alta eficiencia en la
absorcion de nutrientes. Las inoculacio-
nes con cepas especificas de HMA, como
la cepa MA4 permiten sustituir 50% de
la fertilizacion comercial utilizada en el
testigo comercial T .

CONCLUSIONES

Las plantas inoculadas con algunas cepas
de HMA presentaron efectos benéficos en
el crecimiento y desarrollo de las plantas
de mora: acumulacién de biomasa, tanto

mg/fpl
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mg/pl

w
=]

=
&
111

T, testigo absoluto; T - tratamiento comercial con 50% de fertilizacion; T,

- tratamiento comercial con 100% de fertilizacion; MAT: HMA nativo

cepa 1; MA2: HMA nativo cepa 2; MA3: HMA nativo cepa 3; MA4: HMA nativo cepa 4. Myc: Mycobiol. indculo mixto de HMA.
Figura 2. Efecto de los HMA en la absorcion de nutrientes en tejido foliar en plantulas de mora.

en la parte aérea como radical, y efectos
positivos sobre el area foliar y el porte de
las plantas. En segundo lugar, se deter-
minaron efectos benéficos relacionados
con la nutricién vegetal, expresados en la
absorcion de elementos esenciales tales
como fdsforo, nitrogeno, calcio y mag-
nesio. De igual manera, este comporta-
miento vegetal pudo ser explicado por los
niveles de colonizacion del hongo en las
raices de la planta.

Los mayores beneficios de la micorri-
zacion se lograron con la inoculacion de
plantulas con la cepa MA4, procedente de
la finca “El Arenal” en Silvania-Cundina-
marca, con esporas nativas de los géneros
Glomus sp. y Acaulospora sp. Las plantas
de mora mostraron mejor adaptacion al
medio expresada en el porte, en la acu-
mulacion de biomasa foliar y radical, en
mayor area foliar y en mejor estado nutri-
cional, con mayor absorcion de nutrientes
esenciales (P, N, Ca y Mg).

El uso de la cepa MA4 permitid la sus-
titucion del 50% de la fertilizacion comer-
cial, tal como lo corroboran los resultados
en donde el tratamiento citado obtuvo

valores similares o superiores al T . Asi,
las plantas inoculadas con la cepa MA4
presentaron absorciones similares de fos-
foro y calcio al testigo comercial, T, y
superiores a éste en la absorcion de nitro-
geno y magnesio.

Otros de los efectos benéficos de los
HMA en plantas de mora procedentes
de cultivos de tejidos, es la disminu-
cién del estrés que sufre la planta al ser
trasladada de un medio completamente
aséptico, donde dispone de todos los
nutrientes necesarios para su normal
crecimiento, a condiciones climaticas y
nutricionales menos favorables (inver-
nadero), situaciéon que afecta la super-
vivencia de plantulas micropropagadas
debido a un pobre desarrollo del siste-
ma radical y un sistema estomatico no
funcional.

Las anteriores conclusiones permiten
considerar la cepa MA4 como promisoria
en programas de biofertilizacion en plan-
taciones de mora y como componente
importante de las Buenas Practicas Agri-
colas (BPA) en cultivos convencionales o
de produccién limpia.
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