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RESUMEN

Hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) obtenidos a partir de suelos
caucheros se multiplicaron en plantas de Lolium sp., con 73% de colonizacién radical
luego de cuatro meses. Se obtuvieron siete morfotipos de HFMA, con los cuales se
inocularon dos grupos de plantulas de Hevea brasiliensis: 1) producidas in vivo a partir de
semilla; 2) producidas in vitro por rescate de embrién, para determinar efectos sobre
mortalidad, crecimiento, micorrizacién y contenido de fésforo foliar. Los niveles de
colonizacién por HFMA para las plantulas obtenidas in vitro e in vivo fueron de 12,6% y
de 44,7%, respectivamente. La biomasa media total acumulada por las plantulas pro-
ducidas in vitro fue de 0,41y de 1,40 g por las procedentes del materialin vivo, en compa-
racién con los controles no inoculados, los cuales acumularon 0,37 y 0,40 g, respecti-
vamente. El tratamiento con HFMA disminuyé la mortalidad en las plantulas obtenidas
in vitro, aunque no tuvo un efecto significativo sobre el contenido de fésforo foliar. La
respuesta del crecimiento de las plantulas inoculadas fue diferente dependiendo del
origen del material vegetal y del tipo de in6culo (nativo o no nativo). La simbiosis entre
HFMA 'y H. brasiliensis se desarrollé en condiciones controladas de crecimiento, aunque
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su avance dependié del estado de desarrollo de la plantula. No obstante, influyé en el
crecimiento y en la disminucién de la mortalidad de las plantulas, lo que abre la
posibilidad de utilizarla como alternativa de inoculacién en las fases tempranas de
obtencién del material vegetal.

Palabras clave: caucho natural, Hevea brasiliensis, micorrizacién.
ABSTRACT

Hevea brasiliensis rubber plants were inoculated with native arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) during their greenhouse acclimatization. The AMF were multiplied for 4 months
associated with Lolium sp. plants having 73% root colonization. Seven morphotypes were
obtained. Two different groups of H. brasiliensis plants were inoculated with these
morphotypes to determine AMF effect on mortality rate, growth, mycorrhization and
leaf P content: those produced in vivo by seed germination and those produced in vitro by
micropropagation. Plantlets produced in vitro returned 12.6% AMF colonization and 0.41
g accumulated dry biomass, whereas seedlings produced in vivo had 44.7% and 1.40 g,
respectively, compared to control plants with no AMF inoculation which accumulated
0.37 g (in vitro) and 0.40 g (in vivo). AMF inoculation reduced the plants’ mortality rate
regarding in vitro produced material; however, it did not influence foliar P content.
Inoculated plants’ growth response was different, depending on plant material and the
kind of inoculum used (native or foreign). Symbiosis developed between AMF and H.
brasiliensis in controlled growth conditions although its advance was limited by the plants’
growth stage. Nevertheless, such association influenced inoculated plants’ biomass
accumulation and decreased their mortality rate and could be used as an alternative
treatment during the earliest stages of H. brusiliensis plantlet production.

Key words: Natural rubber, Hevea brasiliensis, mycorrhization.
INTRODUCCION

Durante los inicios de la industria del caucho natural (Hevea brasiliensis) se utilizaron
semillas para el establecimiento de las plantaciones, pero actualmente esta técnica se
encuentra en desuso y en su lugar se realiza propagacién vegetativa de materiales
clonales por injertacién para obtener el material vegetal de partida. Por este método,
semillas sexuales de origen parental generalmente desconocido (patrones) son recolec-
tadasy plantadas en un vivero durante al menos seis meses para luego ser injertadas con
una yema de seis a 12 semanas de edad procedente de un jardin clonal (Udayakumara
y Seneviratne, 2005). Andlogamente, se ha investigado la multiplicacién vegetativa in
vitro de H. brasiliensis por técnicas como la embriogénesis somdtica o la micropropaga-
cién, como alternativas que presentan ventajas respecto a la injertacién tradicional,
como la produccién masiva de clones especificos de caracteristicas uniformes, de alta
calidad y libres de patégenos, y la produccién permanente independiente del clima o
de las estaciones (Carron et dl., 1989; Pospisilova et dl., 1999). Es importante resaltar
que cualquiera que sea la técnica de utilizada, las pldntulas producidas deben pasar
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por un periodo de aclimatacién en invernadero o vivero antes de establecerlas defini-
tivamente en la plantacién. En numerosos trabajos se ha reportado que durante la
aclimatacién se presentan altas tasas de mortalidad, en especial en las plantulas
producidas in vitro después de haber sido transferidas a condiciones ex vitro, debido a
factores como temperatura, baja humedad relativa y aumento en la radiacién luminica,
que limitan la adaptacién del material al estrés producido por el trasplante (Jain et dl.,
1995; Majada y Sdnchez, 2004; Kapoor et dl., 2008).

En Colombia, las 4reas sembradas con caucho natural han tenido un aumento impor-
tante en los Ultimos cinco afios, especialmente en departamentos como Antioquia,
Cérdoba, Cundinamarca, Meta y Caquetd (Santacruz, 2008). Dichas dreas seguirdn
en aumento debido a tres razones principales: (1) el caucho natural se esta utilizando
como un cultivo alternativo para la sustitucién de cultivos ilicitos (ASOHECA, 2008) (2)
la produccién interna es deficiente, ya que se importa el 97% de la demanda (3) existen
incentivos gubernamentales como la Ley de Incentivo Forestal que reconoce parte de las
inversiones realizadas en dicho cultivo (FEDECAUCHO, 2008).

Para que la produccién de caucho natural en Colombia crezca de manera competitiva
sustituyendo las importaciones y proyectidndose al mercado externo, es necesario
mejorar la seleccién de los clones a sembrar y tecnificar el manejo de las plantaciones
(Espinal etdl., 2005). Con este objetivo, ciertas investigaciones colombianas han desa-
rrollado protocolos de produccién in vitro de plantulas de caucho natural (Caro y
colaboradores, comunicacién personal), una tecnologia compleja que ha sido inves-
tigada en otros paises interesados en la industria heveicola como Francia, Malasia e
India (Carron et dl., 1995; Malaysian rubber board, 2002; Jayashree et dl., 2003) y que
se encuentra actualmente en estudio, especialmente con el fin de generar pldntulas de
caucho genéticamente transformadas (Montoro et dl., 2008).

A pesar de las ventajas asociadas la produccién de material vegetal in vitro, ésta debe
estar acompafiada de estrategias que permitan garantizar el mantenimiento de dicho
material en |as fases posteriores del proceso, como el control de las condiciones ambien-
tales en la fase de aclimatacién y/o la asociacién con microorganismos benéficos como
los hongos formadores de micorrizas arbusculares (en adelante, HFMA). La segunda
estrategia se ha implementado con éxito para reducir el estrés durante el transplante y
garantizar un crecimiento rapido tanto del material vegetal propagado en condiciones
de vivero o invernadero, como en plantas originadas en cultivo in vitro, debido a los
efectos benéficos de esta asociacién sobre la nutricién y el crecimiento de las plantas
(Sbrana et dl., 1994; Elmeskaoui etdl., 1995; Sharma et dl., 1996; Siqueira et dl., 1998;
Duponnois y Plenchette, 2003; Kapoor et dl., 2008).

En este contexto, se buscé responder la siguiente pregunta de investigacién: s;cémo
afecta la asociacién con hongos formadores de micorrizas arbusculares el crecimiento
de las plantulas de caucho durante el proceso de aclimatacién? Para responderla, se
estudio el efecto de la inoculaciéon con HFMA sobre la mortalidad, el crecimiento
vegetativo y la cantidad de fésforo en el tejido foliar de plantulas de H. brasiliensis du-
rante la fase de aclimatacién en condiciones controladas de invernadero. Para su eva-
luacién se realizaron ensayos de inoculacién de micorrizas a plantulas de caucho natural
con origen distinto: patrones procedentes de semilla germinada en sustrato artificial o
patrones obtenidos in vitro por rescate de embrién, como un primer acercamiento para
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establecer el impacto de la inoculacién sobre la supervivencia de futuros materiales de
H. brasiliensis producidos por técnicas de cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION Y MULTIPLICACION DE MORFOTIPOS DE HFMA NATIVOS

Los HFMA se obtuvieron a partir de muestras de suelo rizosférico tomadas en los
primeros 0 - 10 cm de profundidad en los jardines clonales de cultivos de caucho de la
empresa cauchera MAVALLE S.A. ubicados en el municipio de Remolino (Meta,
Colombia, lat (DMS) 4°17°29N; long (DMS) 72°35’54W) a 178 msnm y temperatura
diaria entre 24 y 30 °C (Falling Rain Genomics, 2004).

El muestreo se realizé en jardines de nueve afios de edad sembrados con los clones
RRIM 600 (Malasia), GT1 (Gondang Tapen Estate INDONESIA) y AVROS 1581
(Sumatra). Posteriormente, se realizé la caracterizacién fisico-quimica y del estado de
la colonizacién con HFMA del suelo muestreado, mediante procedimientos de clareo
y tincién de las raices y cuantificacién del porcentaje de colonizacién, de acuerdo a las
metodologias de Vierheiling et dl., 1998, y Allen y Allen, 1980. Asi mismo, se realizé la
extraccién de esporas por tamizado, decantacién y centrifugacién en gradiente de
sacarosa al 70% de acuerdo a los procedimientos implementados por Gerdemann y
Nicolson, 1963, y modificados por Sieverding, 1983. Posteriormente se cuantificé el
nimero de esporas de HFMA en 100 g de suelo seco.

Otra parte de la muestra de suelo se colocé en macetas (200 g por maceta), con el fin
de multiplicar y mantener el inéculo para experimentos en invernadero, ya que por lo
general las poblaciones naturales por unidad de drea de HFMA son bajas y dependen
de diversos factores ambientales que no pueden ser controlados al momento del
muestreo. Esta multiplicacién se realizé en plantas “trampa” de pasto Ryegrass (Lolium
sp.), que se caracterizan por presentar un alto nivel de micotrofia (Cano, 1996).

Las plantas trampa se mantuvieron en macetas de 1 kg llenas con sustrato de turba y
arena de rio (1:2; w/w) esterilizada empleando autoclave (15 minutos, a 15 psi, dos dias
consecutivos). Las plantas trampa se mantuvieron expuestas a fotoperiodo natural y
fueron regadas cada tercer dia manteniendo el sustrato cercano a capacidad de campo.
Después de cuatro a seis meses de cultivo se suspendid el crecimiento de las plantas
trampa en las macetas y se dej6 secar el sustrato durante dos dias a temperatura
ambiente. Posteriormente el sustrato fue evaluado para determinar el estado de la
micorrizacién con HFMA y la cuantificacién de esporas presentes, y se almacené para
su posterior utilizacién como indculo. Las esporas obtenidas se colocaron en montajes
semipermanentes de polivinil lactoglicerol y fueron agrupadas de acuerdo a sus carac-
teristicas morfoldgicas observadas con microscopio de luz a 100 y 400X siguiendo las
claves del INVAM, 2008.

OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL

Las plantulas producidas in vivo fueron obtenidas a partir de semillas desinfectadas
superficialmente (inmersién en hipoclorito de sodio al 5% por 15 minutos y lavado con
agua estéril) que se sembraron en bandejas germinadoras usando como sustrato aserrin
esterilizado. Un mes mds tarde, cuando las pldntulas alcanzaron una altura media de
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20 cm, y un piso foliar, fueron trasplantadas de las bandejas a macetas de 1 kg llenas
con sustrato constituido por una mezcla de turba y arena de rio (1:2; w:w) previamente
esterilizada con autoclave (15 minutos, a 15 psi, dos dias consecutivos). Una semana
después del trasplante, el primer piso foliar de las plantulas fue eliminado para simular
el tratamiento que sufren las plantulas durante el proceso de injertacién. Toda mani-
pulacién y mantenimiento de este material se realiz6 en condiciones de invernadero.
Las plantulas producidas in vitro se obtuvieron por rescate de embrién de semillas de
patrones de H. brasiliensis, una metodologia comtun en diferentes précticas de micropro-
pagacién de plantas que poseen semillas recalcitrantes de corta viabilidad (Moreno et
dl., 2006). El rescate de embriones se realizé a partir de las semillas previamente desin-
fectadas con hipoclorito de sodio al 15% por 15 minutos y lavadas con agua estéril. El
embrién y parte de cotiledén se colocaron a crecer sobre medio Murashige y Skoog,
1962, modificado con los macro y microelementos a la mitad de la concentracién
original. Las pldntulas fueron mantenidas en un cuarto de cultivo con fotoperiodo de
14 horas y humedad relativa (HR) de 60%, temperatura media de 23 °C e intensidad
luminica media de 880 lux (Luxémetro WWR Scientific 21800-014). Después de tres
meses de crecimiento in vitro, cuando las plantas alcanzaban una altura media de 15 cm,
se realizé la fase de pre-aclimatacién, durante la cual se realizé una apertura gradual
de los frascos. Una semana mads tarde, se realizé el transplante de las plantas a macetas
de 1 kg, utilizando un sustrato con las mismas caracteristicas descritas anteriormente.
Una vez transplantadas, estas pldntulas se mantuvieron en el cuarto de cultivo durante
una semana, al cabo de la cual se colocaron en condiciones de invernadero.

INOCULACION CON HFMA Y ENSAYOS EN INVERNADERO

Los ensayos se realizaron en un invernadero (laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogotd),
donde las pldntulas se mantuvieron con fotoperiodo natural, siendo regadas cada tercer
dia manteniendo el sustrato a capacidad de campo.

Las plantas producidas in vitro se mantuvieron bajo una cubierta de polisombra, regis-
trdndose condiciones de iluminacién de 725 lux en la mafana (8:00 - 9:00), 673 lux al
medio dia (11:00 - 12:00) y 92,4 lux en las horas de la tarde (17:00 - 18:00; Luxémetro
WWR Scientific 21800-014). La polisombra se utilizé para mantener condiciones de
iluminacién similares a las del cuarto de cultivo in vitro. Para mantener una humedad
relativa mayor a la del ambiente y evitar otros factores de estrés, se colocaron cubiertas
plasticas trasparentes alrededor de las plantulas (HR 70%). La temperatura y humedad
relativa fueron medidas con un Termohigrémetro HAENNI ®, encontrando que la tem-
peratura maxima promedio estuvo comprendida entre los 25 y los 30 °C, mientras que
la temperatura minima estuvo entre los 15y los 19 °C. La humedad relativa méxima
media fue de 90% (alcanzada a las cuatro de la mafiana), mientras que el valor minimo
medio fue de 45% (alcanzado al medio dia).

La inoculacién con HFMA sobre pléntulas de caucho producidasexvitro e in vitro se realizé
al momento del transplante a las macetas de 1 kg. Los tratamientos aplicados fueron: 1.
(CT): plantulas control, no inoculadas. 2. (SF): plantulas inoculadas con un producto
comercial de micorrizas marca MICORRIZAFER® (inéculo no nativo - control positivo).
3. (AM): plantulas inoculadas con los HFMA obtenidos a partir de suelos de cultivo de
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caucho natural, multiplicados en Lolium sp. y cuyo inéculo estaba conformado por
esporas, micelio externo y fragmentos de raiz micorrizados (inéculo nativo). El inéculo
de los tratamientos SF y AM se pesé y cuantificé para adicionar 200 esporas por
plantulay se colocé alrededor de las raices (Adaptado a partir de Ridgwayet dl., 2006).
Los montajes experimentales de pldntulas generadas in vivo e in vitro se mantuvieron por
cuatro y tres meses respectivamente. Al final del experimento se cosecharon separando
el vastago de la raiz. Las variables medidas fueron: crecimiento vegetativo (biomasa fresca
y seca de hojas, tallo y raices, drea foliar), mortalidad (% de mortalidad y % de reduc-
cién de la mortalidad) y micorrizacién (porcentaje de colonizacién en raices y contenido
de esporas en 100 g de suelo). Adicionalmente, se tomaron muestras de sustrato y de
hojas en cada tratamiento para realizar andlisis de contenido de fésforo. El contenido
de P soluble en el sustrato fue determinado por colorimetria, mientras que el conteni-
do de P total en las hojas se obtuvo por digestién via hiimeda y posterior cuantificacién
por el método del lactato (Laboratorio de fertilidad de suelos CIAA, 2008).

A partir de las variables medidas en las plédntulas se realizaron las siguientes relaciones:
biomasa seca/biomasa fresca; biomasa seca de raiz/biomasa seca de tallo; porcentaje
de mortalidad: (plantas vivas al final del experimento x 100%) / plantas sembradas al
inicio del experimento; porcentaje de reduccién de la mortalidad: 100 % - [ (% mortalidad
observado en el tratamiento x 100) / % mortalidad observado en el control].

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio de control de error completamente al azar (DCA) y un disefio de
tratamiento a una via con 5 repeticiones por tratamiento. El factor a evaluar fue el tipo
de inéculo de HFMA aplicado (nativo, no nativo, sin HFMA). Se realizaron pruebas para
verificar que cumplieran los supuestos del andlisis de varianza - ANDEVA, y se evalud la
influencia o no del factor establecido en cada tratamiento. Posteriormente se realizé la
prueba de comparaciones multiples de Fisher (LSD) para verificar si el factor considerado
presentaba un efecto estadisticamente significativo en alguno(s) de los tratamientos.
Para las variables que no presentaron diferencia estadisticamente significativa luego de
realizar el ANDEVA, se realizé una confirmacién del andlisis con la prueba no para-
métrica de Kruskal-Wallis. Los andlisis se realizaron con el programa MINITAB 14®.

RESULTADOS Y DISCUSION

HFMA NATIVOS DE PLANTACIONES DE CAUCHO NATURAL

La simbiosis con HFMA en campo se encontré bien desarrollada, presentando todas las
estructuras tipicas de la colonizacién (Tabla 1). Los porcentajes de colonizacién radical
con HFMA no presentaron diferencias estadisticamente significativas (a=0,05); mien-
tras que el contenido de esporas por gramo de suelo seco fue significativamente mayor
para los suelos asociados al clon RRIM 600. En este suelo, que fue escogido para
realizar la multiplicacién y posterior inoculacién sobre las pléntulas, se encon-traron al
menos 11 morfotipos de HFMA.

Valores promedios obtenidos (n=5) con la desviacién estdndar entre paréntesis. Para
el porcentaje de colonizacién total (%) y el contenido de esporas, las medias acom-
pafiadas por la misma letra no presentan una diferencia estadisticamente significativa
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Porcentaje de colonizacién radical (%) Contenido de
Clon Vesiculas Arbdsculos Micelio Micelio Colonizacién esporas/g
intrarradical extrarradical total suelo seco

RRIM
600 26,67 | (9,72)|2]| (4,47)]83,33| (9,43)[70,00| (7,07)|95,33a| (2,98)|18,05b|(8,27)
Gt |14,00] (6,83)]8](11,21)] 73,33 (13,12) [ 22,00 [(13,62) [ 82,00a | (15,17)| 11,082 |(1,75)
AVROS [ 29,33 |(17,22)| 2| (2,98)| 51,33|(13,04)| 44,67 | (5,58)|80,67a| (7,23)[14,88a((6,35)

Tabla 1. Evaluacién del estado de la colonizacién de H. brasiliensis con HFMA en muestras de suelo
provenientes de plantaciones de caucho (municipio de Remolinos, departamento del Meta, Colombia)

entre ellas (prueba de comparacién multiple de Fisher con P < 0,05). El contenido de
esporas se cuantificé en 100 g de suelo seco. Los porcentajes de colonizacién total
cuantificados fueron mayores que los reportados por Schwob et dl., 1999, en plantaciones
productoras de Brasil, en donde se reportaron valores entre 40 y 50% para cuatro de
cinco lugares muestreados. Los autores indicaron que dichos valores estuvieron
estrechamente relacionados con la presencia de Meloidogyne exigua, nematodo que también
se desarrolla al interior de los tejidos radicales. No obstante, en uno de los sitios mues-
treados en donde la presencia del nematodo fue insignificante, el porcentaje de coloniza-
cién radical re-portado (80%) fue similar al encontrado en el presente trabajo.
Posteriormente, luego de cuatro meses de multiplicacién en macetas del suelo colecta-
do en campo en los jardines de RRIM 600, se encontraron niveles de colonizacién
radical del 73,3 (4,34)% en plantas trampa de Lolium sp. El alto valor de colonizacién
encontrado en esta planta demostré que los morfotipos multiplicados presentaron un
alto potencial de colonizacién de planta hospedera. El contenido de esporas en el sus-
trato de las plantas trampa (4,81 esporas por gramo de suelo), fue menor al encon-
trado en campo. En este sustrato artificial se encontraron siete morfotipos de HFMA
que produjeron esporas, correspondiente al 64% de los morfotipos presentes en el suelo
de campo.

La disminucién de los morfotipos multiplicados con respecto a los morfotipos
encontrados en campo puede estar relacionada con el cambio que ocurre bajo las
condiciones de crecimiento en la rizésfera: en el campo, los hongos hacen parte de un
microecosistema natural complejo al que se encuentran adaptados y en donde inte-
ractdan con otros microorganismos rizosféricos, mientras que en el sustrato artificial
de multiplicacién en maceta, los HFMA encuentran condiciones fisicas, quimicas y
bioldgicas distintas, debido a que este sustrato se esteriliza para poder observar el efecto
diferencial de dichos hongos sobre las plantas inoculadas (Andrade et dl., 1998a;
Andrade etdl., 1998b), se sabe que el uso de un sustrato esterilizado puede actuar como
un elemento de seleccién artificial sobre los HFMA (Kapoor et dl., 2008). Las esporas
encontradas tanto en muestras de suelo cauchero como en el inéculo comercial
presentaron caracteristicas morfoldgicas tipicas del género Glomus (forma globosa, hifa
suspensora de forma cilindrica a acampanada, ocasionalmente con una constriccién en
el punto de contacto con la espora, con continuidad entre las capas de la pared), de
acuerdo a las claves del INVAM, 2008.
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EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION CON HFMA SOBRE PLANTULAS DE CAUCHO

(H. BRASILIENSIS) PRODUCIDAS EX VITRO

Las plantulas no inoculadas presentaron un porcentaje de mortalidad mayor conrespecto
a las tratadas con HFMA (Tabla 2), esta respuesta se considera buen indicio del efecto
benéfico del tratamiento con HFMA sobre el material de H. brasiliensis producido por
germinacién de semillas en condiciones controladas (invernadero). La mayor reduccién
de la mortalidad se observé en el tratamiento con micorrizas no nativas (SF; Tabla 2).
Esta respuesta encontrada demuestra la necesidad de evaluar con mayor detalle en
posteriores estudios la influencia del origen del in6culo de HFMA. En este caso, utilizar
un inéculo de HFMA no nativo compuesto por morfotipos cuya eficiencia para
establecer una simbiosis exitosa ya ha sido evaluada (seleccionado), mostré una mejor
respuesta con respecto a utilizar un inéculo nativo (no seleccionado).

Tratamiento
CcT AM SF
Mortalidad 26,67% 15,38% 8,33%
Reduccién mortalidad (%) 0,00 42,31 68,75

Tabla 2. Mortalidad observada en patrones de H. brasiliensis obtenidos ex vitro. CT: control no
inoculadas; AM: micorrizas nativas de suelos de plantaciones de caucho natural; SF: inéculo comercial
de micorrizas no nativo.

Al cuantificar el efecto de la inoculacién sobre el crecimiento de las plantulas proce-
dentes de semilla se encontré una respuesta positiva pero discreta de las diferentes
variables cuantificadas, en las que se observé diferencia numérica entre los tratamientos
con HFMA'y el control (Tabla 3), puesto que hubo una respuesta de crecimiento mayor
en las plantas inoculadas (AM y SF) con respecto al control no inoculado (CT). Esta
respuesta del crecimiento de los patrones es comparable con la encontrada por lkram
et dl., 1993, en inoculaciones realizadas en condiciones de invernadero durante 5,5
meses con diferentes especies de HFMA no nativas, en donde el incremento en la
biomasa acumulada en los vastagos no fue significativo para todas las especies de
hongo utilizadas. De acuerdo a los autores, las diferencias en la efectividad de los HFMA
para estimular el crecimiento de los vastagos pueden deberse a diferencias entre los
aislamientos y en cuanto al tiempo que les toma establecer una colonizacién temprana.
La biomasa seca de las raices presenté una diferencia notable, ya que los dos tratamientos
realizados con HFMA tuvieron una biomasa seca de raiz significativamente mayor a la
medida en el tratamiento control. En diferentes publicaciones se ha reportando que el
tratamiento con HFMA favorece el desarrollo de un sistema radical mas fuerte porque
incrementa la intensidad de enraizamiento y el drea superficial de las raices existentes
(revisado por Kapoor et dl., 2008). De hecho, se ha determinado que la colonizacién de
la raiz puede alterar la morfologia puesto que se ha observado que las raices colonizadas
estan altamente ramificadas y pueden tener didmetros mayores.

Con respecto a la relacién entre biomasa fresca y seca, no se encontré un efecto estadisti-
camente significativo de los HFMA en la acumulacién de fotosintatos en el vdstago de
las plantulas, que se veria reflejada en una disminucién en la relacién BF/BS si los HFMA
estimularan una mayor acumulacién de materia seca en la plantula. Schwob et dl., 1998,
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Tratamiento
cT AM SF
BF hojas 0,37 (0,47) 0,52 (0,09) 1,05 (1,13)
BF tallo 1,39 (1,03) 2,93 (0,84) 2,66 (0,74)
BF raiz 1,73 (1,39) 4,87 (1,49) 4,53 (0,70)
BS hojas 0,13 (0,12) 0,09 (0,03) 0,25 (0,33)
BS tallo 0,27 (0,34) 0,63 (0,28) 0,52 (0,08)
BS raiz 0,24 (0,20) 0,66 (0,22) 0,60 (0,30)
BS raiz/BS vastago 0,62 (0,38) 0,96 (0,21) 0,74 (0,29)
BF/BS vastago 4,87 (2,30) 4,85 (0,80) 4,68 (1,04)
Area foliar (cm?) 26,73 (31,71) 67,82 (52,06) 58,43 (65,62)

Tabla 3. Crecimiento vegetativo de patrones H. brusiliensis obtenidos ex vitro. AM: micorrizas nativas de
suelos de plantaciones de caucho natural; SF: Inéculo comercial de micorrizas no nativo; CT: pldntulas
control no inoculadas. Valores promedio (n=5) y desviacién estdndar entre paréntesis. BF: biomasa
fresca; BS: biomasa seca (en gramos).

calcularon una relacién semejante pero solamente encontraron una influencia moderada
de la inoculaciéon con HFMA. En contraste, se encontrd un aumento en el valor de BS
raiz/BS vastago en el tratamiento con micorrizas nativas (AM), relacionada con el au-
mento de materia asignada en las raices descrito anteriormente. Al igual que para el
caso de la biomasa acumulada, las plédntulas del control presentaron un &rea foliar
menor a las plantulas inoculadas (Tabla 3).

A diferencia del porcentaje de colonizacién (Tabla 4), el contenido de esporas por gramo
de suelo seco no presenté diferencias significativas entre los tratamientos aplicados: en
el sustrato de las plantas inoculadas con micorrizas nativas de suelos caucheros (AM) se
encontré un promedio de 0,47+0,11 esporas/g de suelo seco en tanto que en el sustrato
de las que se inocularon con el inéculo comercial (SF) se encontré un promedio de
0,49+0,14 esporas/g de suelo seco. Por su parte, este contenido de esporas en el sustrato
fue menor al contenido medio de esporas encontrado bajo condiciones de campo en
suelos caucheros (Tabla 1).

In6culo Vesiculas Arbusculos | Micelio externo | Micelio interno Total
SF 0,00 | (0,00) | 0,00 [(0,00) | 10,67 | (6,41) |18,67 |(10,43) |22,00a | (13,86)
AM 12,00 | (8,69) | 0,00 [(0,00) | 16,67 | (8,16) [29,33 | (14,02) |[44,67b| (11,69)

Tabla 4. Porcentaje de colonizacién radical por estructuras encontrado en las raices de patrones de H.
brasiliensis producidos ex vitro.

Se muestran los valores obtenidos en porcentaje de colonizacién con la desviacién
estdndar entre paréntesis. Los valores en la misma columna acompafiados por letras
diferentes presentaron una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo al test
de Fisher («=0,05)

Luego de cuatro meses de tratamiento se obtuvieron niveles de colonizacién radical en
los patrones menores a los encontrados en campo. No obstante, dichos valores fueron
similares a los encontrados en experimentos de inoculacién realizados en Brasil con
cepas de Glomus mosseae sobre plantulas de H. brasiliensis en condiciones controladas de
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fitotrén (Schwob et dl., 1998). En relacién a las estructuras de colonizacién encontra-
das en las raices (Tabla 4), se encontré una colonizacién poco desarrollada, ya que se
observé micelio intrarradical y extrarradical, pero no se observaron arbusculos maduros
y las vesiculas fueron escasas (solamente se observaron en el tratamiento AM).

De otro lado, se encontré una mayor cantidad de fésforo soluble en el sustrato de las
plantulas control (CT) que no fueron inoculadas (Tabla 5), en comparacién con los trata-
mientos con HFMA nativos (AM) y con HFMA no nativos (SF). Asi mismo, la cantidad de
fésforo soluble en el sustrato al final del experimento fue mayor en el tratamiento con AM
con respecto al tratamiento con SF. Con respecto al contenido de P en hojas, se encontré
un valor de 0,4% en los tres tratamientos. Esta ausencia de diferencia entre la cantidad
de P en las hojas de las plantas no inoculadas con respecto a las inoculadas sugiere al
menos dos situaciones: en primer lugar, es posible que las condiciones de medicién de este
pardmetro deben controlarse de manera mds rigurosa que permita detectar alguna
diferencia (como aumentar el tiempo de exposicién al tratamiento o usar otro método de
cuantificacién de P foliar); en segundo lugar, es posible los morfotipos de HFMA
inoculados evaluados no influyan este pardmetro en particular (pueden estar influenciado
el transporte de otro elemento nutritivo o bien otra propiedad), tal como fue sugerido por
Ikram et dl., 1992.

Tratamiento pH P en suelo (ppm) (n = 4) P en hojas (% de fésforo total)
AM 5,9 2,28 0,44
SF 58 1,57 0,35
cT 53 4,58 0,43

Tabla 5. Contenidos de fésforo al final del experimento de inoculacién de plantas de H. brasiliensis
producidas ex vitro.

EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION CON HFMA SOBRE PLANTULAS DE CAUCHO
(H. BRASILIENSIS) PRODUCIDAS IN VITRO

Las plantulas producidas in vitro se aclimataron 100% a las condiciones ex vitro. Sin
embargo, al cuantificar el efecto de la inoculacién sobre su crecimiento se encontré
que solo algunas variables del crecimiento vegetativo (biomasa seca total, didmetro del
tallo, 4rea foliar) cuantificadas mostraron una diferencia numérica (pero no estadistica-
mente significativa) entre el tratamiento con HFMA no nativos (SF) y el control (Tabla
6). Por su parte, la Unica variable cuantificada que presenté un valor mayor en el
tratamiento con HFMA nativos fue el didmetro del tallo. kram et dl., (1993) reportaron
una respuesta similar en el crecimiento de las plantulas de H. brusiliensis después de la
inoculacién con HFMA, en donde las plantulas inoculadas mostraron un crecimiento
mayor (aunque no estadisticamente significativo) que los controles.

Por su parte, en este grupo de plantulas se observé una respuesta de la biomasa seca de
las raices distinta a la observada en los patrones producidos in vivo, ya que las plantulas
del control presentaron una biomasa mayor, diferencia que fue estadisticamente signi-
ficativa con respecto a los tratamientos con HFMA. Este resultado es contrastante, debi-
do a que la mayoria de ensayos de inoculacién reportan un incremento en la biomasa
de las raices de plantas micorrizadas (revisado por Kapooretdl., 2008). En relacién a los
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Tratamiento
cT AM SF
BF raiz 0,55 (0,18) 0,29 (0,12) 0,31 (0,13)
BF hojas y tallo 0,73 (0,35) 0,79 (0,28) 0,98 (0,43)
BF TOTAL T,28 | (0,32) 7,04 | (0,31) 17,23 | (0,57)
BS raiz 0,14 (0,04) 0,10 (0,03) 0,08 (0,04)
BS hojas y tallo 0,23 (0,14) 0,34 (0,15) 0,38 (0,20)
BS TOTAL 0,37 (0,16) 0,41 (0,15) 0,43 (0,23)
BF vastago/BS vastago 4,55 (2,79) 2,85 (2,09) 3,36 (2,29)
BS raiz/BS vastago 0,85 (0,61) 0,38 (0,23) 0,32 (0,26)
Area foliar (cm?) 31,92 (19,12) 45,69 | (28,25) 52,49 |(39,64)
Diametro tallo (mm) 2,52 (0,83) 3,48 (0,42) 2,97 (0,53)

Tabla 6. Crecimiento vegetativo de patrones H. brasiliensis producidos in vitro. Patrones inoculados con
HFMA (AM: micorrizas nativas de suelos de plantaciones de caucho natural; SF: inéculo no nativo de
micorrizas) comparados con pléntulas control no inoculadas (CT). Valores promedio (n=8) y
desviacién estandar entre paréntesis. BF: biomasa fresca; BS: biomasa seca (en gramos).

cocientes entre biomasa fresca y seca, se determiné que al tiempo de la cuantificacién
no se encontré un efecto estadisticamente significativo de los HFMA en la acumulacién
de biomasa en el véstago de las plantulas (Tabla 6), lo que indica que la asignacién de
materia seca en el vdstago no resulté favorecida por el tratamiento con HFMA. A pesar
de la ausencia de una diferencia estadistica, se resalta el hecho que al igual que para el
caso de la biomasa acumulada, las plédntulas del control presentaron valores de didmetro
de tallo, longitud de vastago y drea foliar menores a las plantulas inoculadas.

De otro lado, tres meses después del transplante, el porcentaje de colonizacién radical s
presentd diferencias significativas entre los tratamientos aplicados: en las raices de las
plantas inoculadas con micorrizas nativas de suelos caucheros (AM) se encontré un por-
centaje de colonizacién total significativamente menor al encontrado en las raices de
plantas colonizadas con HFMA no nativos. Adicionalmente, se encontré colonizacién
por micelio intrarradical y micelio extrarradical (Tabla 7), pero no se observaron otras
estructuras, lo cual representa un indicio de colonizacién poco desarrollada. Por su parte,
el contenido de esporas en 100 g de sustrato de los tratamientos con HFMA no presenté
diferencias.

Inéculo | Contenido de Vesiculas Arbusculos | Micelio externo | Micelio interno Total
esporas/g
suelo seco
SF 0,82 | (0,21) | 0,00 [ (0,00)] 0,00 (0,00)| 12,40 (8,47) 11,20 (9,70) [ 12,60a[(8,22)
AM 0,82 [ (0,32) | 0,00 | (0,00)] 0,00 (0,00)| 6,00 (7,81) | 5,78 | (7,90) | 6,00b](7,81)

Tabla 7. Contenido de esporas y porcentaje de colonizacién radical por estructuras encontrado en las
raices de patrones de H. brasiliensis producidos in vitro.

Se muestran los valores obtenidos en porcentaje de colonizacién con la desviacién
estdndar entre paréntesis. Los valores en la misma columna acompafiados por letras
diferentes presentaron una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo al test
de Fisher (a=0,05). El contenido de esporas se cuantificé en 100 gramos de suelo seco.
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La cantidad de fésforo soluble en el sustrato de las pléantulas control (CT), en compa-
racién con los tratamientos con HFMA nativos (AM) y con HFMA no nativos (SF), asi
como la cantidad de fésforo disponible al final del experimento y el contenido de P en
hojas mostraron el mismo comportamiento que en el experimento con material
generado in vivo (Tabla 8). La tendencia observada en ambos grupos de plantas puede
deberse al efecto del micelio externo de los hongos, que estarfa realizando una toma
activa del P disponible en solucién. De hecho, se pudo confirmar la presencia de micelio
extrarradical en los tratamientos con micorrizas (Tabla 4; Tabla 7) y se observé que es
la parte del micelio del HFMA que se encontré con mayor abundancia en las muestras.

Tratamiento pH P en suelo (ppm) (n=4) P en hojas (% de fésforo total)
AM 4,90 5,30 0,63
SF 4,73 3,39 0,53
CcT 4,40 7,86 0,78

Tabla 8. Contenidos de fésforo al final del experimento de inoculacién de plantas de H. brasiliensis
producidos in vitro.

La toma activa de P desde la solucién del suelo ha sido descrita por Jakobsen, 1992,
quién realizé un experimento de compartimentalizacién en combinacién con isétopos
de P trazadores para medir la contribucién relativa de las raices y las hifas a la toma de
P en arveja (Pisum sativum) creciendo en campo en un suelo fumigado con o sin inocula-
cién de HFMA, encontrando que las raices micorrizadas y en especial sus hifas externas,
tomaron mds P que las raices no micorrizadas.

Se ha documentado también que los incrementos en la produccién de hifas extrarradi-
cales pueden darse en cantidades limitantes de P soluble en el sustrato como una respues-
ta del hongo para mejorar el acceso a dicho elemento (Janos, 2007). En este trabajo, esta
situacién se presenté con ambos tipos de material vegetal (generado in vivo o in vitro), en
donde la cantidad de P soluble en el sustrato cuantificada al final del experimento estuvo
enelrango de 1,6 a 4,6 ppmy 3,4 a 7,8 ppm respectivamente (Tabla 5; Table 8). Es im-
portante sefialar aqui que no se realizé aplicacién alguna de solucién nutritiva durante los
experimentos, y que la concentracién inicial de fésforo en el sustrato fue de 7,23 ppm.
En cuanto al contenido de P en hojas y/o véstagos de las plantas inoculadas y en los
controles, es interesante sefialar que en trabajos previos con plantulas de H. brasiliensis
inoculadas con HFMA en viveros, han encontrado que la respuesta en el crecimiento de
las plantas a la inoculacién no esta relacionada con el contenido foliar de P, ya que de
hecho, en la mayoria de los casos el contenido de este elemento no cambié significativa-
mente por efecto de la inoculacién. En los ensayos realizados no se encontré un au-
mento de la concentracién de P en hojas pero si una respuesta positiva del crecimiento
de las plantulas. A diferencia de lo anterior, kram et dl., 1992, e Ikram et dl., 1993, en-
contraron un aumento en la concentracién de P foliar en el tratamiento con ciertas
cepas de HFMA evaluadas pero solamente en un tipo de suelo particular, lo que indica
que existen diferencias en la efectividad de los HFMA para estimular el crecimiento de
véstagos y toma de P en H. brasiliensis.

Nuevamente, las diferencias entre cepas de HFMA que pueden estar induciendo la
respuesta diferencial en el crecimiento y la toma de P observada por otros autores, asi
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como en la presente investigacién, pueden deberse a diferencias entre las especies de
HFMA en el tiempo que les toma establecer una colonizacién temprana, en la distribu-
cién de la red de micelio activa en el suelo o a diferencias fisiolégicas en la tasa de toma
de Py transporte al hospedero que restan aun por ser estudiadas. No obstante, el
trabajo realizado permitié establecer claramente que (1) la simbiosis de HFMA con H.
brasiliensis se encuentra bien desarrollada en las plantaciones de caucho natural; (2) el
desarrollo de la colonizacién con HFMA y sus efectos sobre el crecimiento de pldntulas
de H. brasiliensis en condiciones controladas es moderado durante los primeros 4 meses
de asociacién; (3) el avance de la colonizacién y sus efectos sobre el crecimiento de las
plantulas inoculadas debe evaluarse utilizando un inéculo seleccionado de HFMA sobre
un material vegetal de H. brasiliensis uniforme (que puede provenir de cultivo in vitro). A
partir de dichas consideraciones, serd posible realizar nuevos ensayos de inoculacién
utilizando material de H. brasiliensis y HFMA de caracteristicas uniformes que permitirdn
identificar claramente qué otras caracteristicas fisiolégicas de las pldntulas de H.
brasiliensis pueden ser influenciadas por el tratamiento con micorrizas durante la fase
final de cultivo in vitro y/o durante la aclimatacién.
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