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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de dos hongos micorrizicos arbusculares (HMA) a diferentes concentraciones
de fésforo sobre la sobrevivencia y el crecimiento de plantulas deApiéiaa¢ comosus (L.) Merr.) obtenidas por
micropropagacion. Las plantulas se multiplicaron masivamente en cultivrs y se aclimataron gradualmente bajo un
esquema de estrés por temperatura en tres etapas secuenciales. Los efectos de los HMA y el fésforo no fueron significativos
sobre la sobrevivencia y la altura de las plantulas, sin emli@layoys claroideum estimulé que las plantulas tuvieran

mayor nimero de hojas y peso seco. Los resultados sugieren que la altura de las plantulas fue mayor cuando fueron
cultivadas corG. claroideumy 0,9 mM de fésforo.

PaLABRAS cLAVE: Hongos micorrizicos arbusculares, fésforo, pifia, optimizacion.

ABSTRACT

The objective of this work was to assess the effect of two arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) at different phosphorus
concentrations on survival and growth of pineapffeiias comosus (L.) Merr.) plantlets obtained for micropropagation.
Plantlets were multiplied fon vitro cultures and were acclimatized under three sequential Stepsfects ofAMF and
phosphorus were not significant on plantlet survival and plantlet height, ho@lenars claroideum stimulated that the
plantlets were with higher leaves number and dry weight. The results demonstrated that plantlet growth was maximized

with G claroideum and phosphorus 0.9 mM.

Keyworps Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), phosphorus, pineapple, optimization.

INTRODUCCION a los productores para su siembra en campo. Cuando
la aclimatacion se realiza con estrés nutricional y/o
En la micropropagacion de pifidnanas comosus ambiental el porcentaje de sobrevivencia de las
(L.) Merr.), la etapa limitante es cuando los cultivos plantulas es muy bajo y las plantulas que sobreviven
invitro se pasan al invernadero con la finalidad decrecen lentamente (Bomfirt al. 2007). Una
aclimatar las plantulas y posteriormente transferirlasalternativa utilizada en otros cultivos es el aplicar
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hongos micorrizicos arbusculares (HMA), sin em-testigos (Alarcénet al. 2002). Estan bien
bargo es necesario evaluar si en pifia hay efectos gocumentados los procesos metabdlicos en donde
gué especie de HMA es mas adecuada y cudl es elrticipa el fésforo y se ha demostrado que el peso
comportamiento con diferentes concentraciones deseco depende de la concentracién de fésforo en el
fésforo para incrementar la sobrevivencia y el medio nutritivo independientemente de si las plantas
crecimiento de las plantulas. Los HMA son ubicuos son micorrizadas o no ¢Uissaintt al. 2007).

en el suelo y forman asociaciones simbiéticas con  El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de
las raices de la mayor parte de las plantas terrestredos hongos micorrizicos arbusculares (HM®),
Esta asociacion se denomina micorriza arbuscular ylaroideumy G fasciculatum (Thaxter sensu Gerd.)

se encuentra bien documentado su efecto aGerd et Trappe a diferentes concentraciones de
incrementar el crecimiento de las plantas. Este efectédsforo sobre la sobrevivencia y el crecimiento de
se atribuye al incremento en la asimilacién de losplantulas de pifiadhanas comosus) obtenidas por
nutrientes, especialmente del fésforo, la toleranciamicropropagacion.

al estrés, patégenos de la raiz y ambientes adversos

en el suelo, asi como a la produccién de sustancias

promotoras del crecimiento. Los HMA incrementan MATERIALESY METODOS

el nimeroy la actividad de los organismos benéficos

del suelo como por ejemplo, los fijadores de MICROPRORGACION

nitrégeno y los solubilizadores de fosfato y comoLos explantes se obtuvieron de plantas sanas
consecuencia, el crecimiento de las plantas mejor@mpleando la corona, la cual fue lavada con una
(Karandashow& Bucher 2005). La expansion del solucién deTween-20 al 2% durante 15 min y
micelio externo del hongo en el suelo rizosférico esposteriormente enjuagadas tres veces con agua
la causa principal de este efecto, permitiendo ladestilada estéril. La desinfeccion se realizé mediante
captacion de los nutrientes mas alla de la zona denmersion de la corona en una solucion de cloro
agotamiento que se crea alrededor de las raicesomercial al 20% durante 10 min y finalmente se
(Garcia& Mendoza 2007). La asociacion micorrizica enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Los
permite la asimilacién de microelementos tales comaexplantes (yemas) se desinfectaron con una solucion
Zn, Cuy Bo, los cuales son absorbidos por las hifagle cloro comercial al 10% durante 10 min, se
del hongo y transportados hasta el hospederognjuagaron tres veces con agua destilada estéril y
cualidad que puede aprovecharse para fitorremediase sumergieron en una solucién antioxidante de acido
suelos contaminados con estos elementogitrico al 0,3% durante 10 min. Las yemas se
(Hildebrandtt al. 2007). El mutualismo supone una sembraron en el medio de cultivo MS (Murashige &
relacion beneficiosa para los dos organismosSkoog 1962) suplementado con vitaminas (acido
implicados, y tanto el hongo como la planta se vennicotinico 0,5 gt, tiamina 0,5 gL, piridoxina 0,5 gt2),
favorecidos por la asociacion: el hongo coloniza lasacarosa 30 g, phytagel 2,5 gty 2,5 mgl?! de 6-

raiz de la planta y le proporciona nutrientes mineraleBenzil aminopurina (6 BAP), el pH se ajusté a5,7 y la
y agua, que extrae del suelo por medio de su reésterilizacion se realiz6 en autoclave a 121°C durante
externa de hifas, mientras que la planta suministra al5 min. La incubacién se realizé a 22°C con un
hongo sustratos energéticos y carbohidratos quéotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad. La
elabora a través de la fotosintesis (Bolan 1991). Somultiplicacion se realizé después de 5 semanas del
escasos los reportes que relacionan a los HMA corstablecimiento, efectuando 8 subcultivos para
la sobrevivencia de las plantulas micropropagadasopbtener el nimero suficiente de plantulas para realizar
Padillaet al. (2006) reportaron que los HMA el estudio en los cultivas vitro. El enraizamiento
aumentaron el porcentaje de sobrevivencia de licumse hizo una vez que las plantulas tuvieron una altura
(Pouteria lucuma (Ruiz et Pay Kuntze) en la de 3-4 cm, éstas se cambiaron a un medio de
aclimatacion y el desarrollo de las plantulas. Conenraizamiento MS (Murashige & Skoog 1962)
respecto al efecto sobre el crecimiento de las plantasuplementado con vitaminas (acido nicotinico 0,5
se hareportado que las plantas de papaya inoculadat.?, tiamina 0,5 gL, piridoxina 0,5 gt*), sacarosa
conGlomus claroideum Schenck et Smith emend. 30 gL, phytagel 2,5 gt, carbén activado 1,5 dgly
Walker etVestbeg presentaron mayor cantidad de 0,5 mglL? de &cido naftalen acético (ANA), el pH se
materia seca y area foliar en comparacion con logjusté a 5,7 y se esterilizé en autoclave a 121°C
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durante 15 min. La incubacion se realizé a 22°C coririturados. Después de la inoculacion, las plantas se
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad, durante &olocaron en un cuarto con condiciones de luz y
a 8 semanas. La iluminacion se realizé con 2 lamparatemperatura (25 + 14°C) por otro periodo de 15 dias.
de luz de dia Phillips® Solar de 75 watts con Posteriormente, las macetas fueron transferidas a un
fotoperiodo de 16 h. La aclimatacion se realizé unainvernadero con malla reductora de luz del 80%,
vez que a las plantulas se les quitd el agar y se ledonde permanecieron por 90 dias después del
sumergié en una soluciéon de Captan® (i)gL trasplante (ddt). En esta etapa, las plantas fueron
durante 5 min. Posteriormente las plantulas fuerorregadas una vez por semana con 20 mL de la solucion
colocadas en botellas de plastico con tapa roscautritiva con las concentraciones de fésforo
conteniendo peat moss-agrolita (2:1) y las plantulasorrespondientes a los tratamientos. La solucién se
fueron manipuladas bajo un esquema de incrementpreparé con el producto comercial Triamin® radicular
gradual de temperatura y de aireacion. En la primergArvensisAgro S.A.), diluido con agua de acuerdo
etapa las plantulas se dejaron por 3 dias a 20+ 2°C en las indicaciones del fabricante, y adicionando
la botella herméticamente cerrada, al cuarto dia I&H PO, para obtener las concentraciones finales de
tapa fue removida paulatinamente de tal manera quésforo de 0,3, 0,6 y 0,9 mM.

a los 7 dias las botellas estuvieran sin la tapa. Paraanalizar lainfluencia de la especie de HMA a
Después, las plantulas fueron colocadas en macetakferentes concentraciones de foésforo sobre el
de unicel conteniendo 30 g de peat moss. Sgorcentaje de sobrevivencia y de los parametros de
utilizaron 54 plantulas repartidas en tres partescrecimiento, se utilizé la metodologia de superficie de
iguales entre las inoculadas d@ffiasciculatum, con  respuesta. En esta metodologia es necesario codificar
G claroideumy las que no fueron inoculadas con los niveles de las variables independientes, por lo
ningn HMA. En los tratamientos correspondientes,que los niveles de cada variable (hongo micorrizico
las plantulas se inocularon con 1 g de los hongosirbuscular y concentracion de fésforo) se designaron
micorrizicos arbusculares en una ubicacion tal quecomo -1, 0y +1 para los niveles bajo, medio y alto,
permitiera el contacto con las raices de las plantulagespectivamentepara el caso de los HMA, el nivel
Los HMA fueron cultivados usando pasto Rhodesbajo correspondié a los tratamientos sin inocalar
como cultivo trampa y arena-suelo (1:1) como nivel medio a los inoculados c@nfasciculatumy el
sustrato, en donde se tuvo 95% de colonizacion deivel alto a los inoculados cdh claroideum (Tabla

las raices. El indculo contenia 200 esporas/g de raicdy. En la Tabla Il se presentan los diferentes
y tallos del pasto y micelio del HMA secados y tratamientos usados en el disefio factorial completo.

TaBLA |. Rango experimental y niveles de las variables independientes (hongo micorrizico arbuscular y concentracion de
fésforo) usados en el disefio factorigp@ra maximizar el crecimiento de las plantulas de pifia.

TasLe |. Experimental range and levels of the independent variables (arbuscular mycorrhizal fungi and phosphorus
concentration) used in thé factorial design for maximize the pineapple plantlets growth.

Variables Niveles
1 0 1
HMA Sininocular Inoculada con Inoculada con
G fasciculatum G claroideum
Fosforo (mM) 0,3 0,6 0,9
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TasLa Il. Disefio experimental para optimizar el crecimiento de las plantulas de pifia.

TasLe . Experimental design to optimize the growth of pineapple plantlets.

Tratamiento Hongo micorrizico arbuscular Fosforo

mM
1 Sininocular 0,3
2 Sininocular 0,6
3 Sininocular 0,9
4 G fasciculatum 0,3
5 G fasciculatum 0,6
6 G fasciculatum 0,9
7 G claroideum 0,3
8 G claroideum 0,6
9 G claroideum 0,9

Los tratamientos fueron ordenados de acuerdo a RESULTADOS

un disefio de bloques completamente aleatorizado con

6 repeticiones. Las mediciones de sobrevivencia, alturgn |a Figura la se presentan los porcentajes de
y nimero de hojas se hicieron mensualmente mientrasobrevivencia de las plantulas después de la tercera
que la medida del peso seco se realizd a los 90 dias @gapa de aclimataciéex vitro. Se observa que no
que las plantulas estuvieron en cultovitro, es  hubo diferencias significativas (P=0,05) entre los
decir desde cuando fueron trasplantadas. Se emplagatamientos, por lo tanto se puede concluir que ni el
el paquete estadistico Statgraphics Plus version 5.4MA ni la concentracién de fésforo influyeron
para realizar el analisis de varianza (ANQYara  sobre la sobrevivencia de las plantulas en los
determinar si existieron diferencias estadisticascultivosexvitro. El R2 del modelo matematico fue de
significativas (p=0,05) entre los tratamientos 16,4%, lo cual indica que la sobrevivencia dependié
evaluados por cada variable determinada y paran un 85,6% de otros factores diferentes de la especie
estimar los coeficientes de las ecuaciones de regresidle HMA y de la concentracién de fésforo.

El ajuste de los modelos de regresion obtenidos se La altura de las plantas evidencié un
verifico por la determinacion del coeficiente de comportamiento similar (Fig. 1b), con un coeficiente
correlacion ajustado (R La significancia estadistica de correlacion ajustado de 17,0%. El nimero de hojas
de los modelos se determinG por la aplicacion de lgue diferente (P=0,05) entre los tratamientos (Fig. 1c),
prueba F de FisheEl grafico de Pareto se obtuvo pero no se observé un comportamiento consistente
para indicar la significancia estadistica de los efectogiebido a que los valores méas altos se encontraron
estandarizados que se calcularon dividiendo el efecten |as plantas que fueron inoculadas @@n
entre su error estandar para estimar las variacionegaroideumcon 0,6 y 0,9 mM de fésforo, sin embargo
experimentales en los diferentes factores analizadofio hubo diferencias entre las plantas inoculadas con
(A= HMA; B=concentracion de fosforo), lainteraccion G fasciculatumfertilizadas con 0,3 mM de fésforo y
entre ellos (AB) y el efecto cuadratico de los doscon las plantas sin inocular fertilizadas con 0,9 mM
factores (AA=efecto cuadratico de los HMA y de fésforo. En el caso del control sin inocuke
BB=efecto cuadratico de la concentracion del fosforo) observé un aumento en el nimero de hojas con 0,9
considerando una ecuacién de regresion de segund@M de P En esta variable el coeficiente de
orden. Se grafico el efecto principal de los factores Ycorrelacion ajustado del modelo fue de 28,7% e indicé
la superficie de respuesta para describir los efectogue la concentracién de fésforo fue el factor que
individuales y acumulativos de las variables, asi comandividualmente promovié un efecto positivo
de las interacciones entre los HMA y la concentracion(p=0,05) sobre el nimero de hojas (Fig. 2 a).

del fésforo sobre cada variable dependiente.



Hongos micorrizicos arbusculares en cultigositro de pifiaGuTIERREZOLIVA, V.F ET AL.

Fosforo
[Ibajo
— [Cmedio
g 1.2 4 Malto
o 08 b
N—
o 06 ¢ c
8 T c cC C ¢ (d)
P 041
g " ﬂ_i
]
(ST

Testigo G fasciculatum  G. claroideum

Ficura 1. (a) Porcentaje de sobrevivencia, (b) altura de las plantulas, (c) nimero de hojas, (d) peso seco de las plantulas
de pifia en cultivosx vitro para evaluar la influencia de los hongos micorrizicos arbusculares con tres concentraciones de
fésforo, bajo (0,3 mM), medio (0,6 mM) y alto (0,9 mM). 0= sin micorrizas;Glomus fasciculatum; 2= Glomus

claroideum; DMS = Diferencia minima significativa (P=0,05). Letras iguales denotan que no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos.

Ficure 1. (a) Survival percentage, (b) plant height, (c) leaves number and (d) dry weight of pineapple plextiigts in
cultures for evaluating the influence of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi with three phosphorus concentrations, low
(0.3 mM), middle (0.6 mM) and high (0.9 mM). 0= withé fungi, 1= Glomusfasciculatum; 2= Glomus claroideum,

LSD = Least Significant Dference (P=0.05)alues with a dferent letter are significantly dérent.

El andlisis de varianza mostré diferencias el fésforo tuvo efecto estadistico significativo
significativas en el peso seco de las plantas(P=0,05). En la Figura 2b se presentan los efectos
inoculadas cor@. claroideum en relacion con las  principales de los HMA y del fésforo, se observa
gue fueron inoculadas c@fasciculatum, asicomo  queG claroideum fue el HMA que promovié que
en las que no fueron inoculadas (Fig. 1 d). En laslas plantas tuvieran méas hojas. Se observa también
plantulas inoculadas c@claroideumel peso seco  que las plantas generaron méas hojas a medida que
aumento con el nivel de P aplicado (Fig. 3ayb). se incrementd la concentraciéon de fésforo en el

En la Figura 2a se presentan los efectossustrato. La gréfica de superficie de respuesta (Fig.
estandarizados para evaluar la significancia2c) muestra claramente que para que las plantas
estadistica de los factores y la interaccion entre ellogengan més hojas es mejor uSatlaroideumy 0,9
sobre el nimero de hojas, se observa que solamentaM de fésforo.
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Con respecto al peso seco de las plantulas, éhcremento en el peso seco a medida que se
factor que influy¢ significativamente (P=0,05) fue la incrementé la concentracion del fésforo.
especie de HMA utilizada (Fig. 3a). EnlaFigura3b  La ecuacion 1 muestra el modelo matematico
se presenta la grafica de efectos principales de logenerado a partir de los datos experimentales
dos factores estudiados sobre el peso seco, es claobtenidos para el peso seco de las plantas de pifia,
gue los HMA fueron el factor con mayor influencia en donde PS es el peso seco (g pfantdMA el
y queG claroideum promovié el mayor efecto. Con hongo micorrizico arbuscular y P la concentracion
respecto al efecto del fésforo fue menos relevantede fésforo. El coeficiente de correlacién ajustado
que el de los HMA, observandose un ligero (R?) fue de 85,8%.

PS=0.35+ 0.21*HMA + 0.04*P + 0.27*HMA 0.12*HMA*P + 0.006*P.................. (11

Ficura 2. (a) Diagrama de Pareto estandarizado, (b) grafica de los efectos principales, (c) grafica de superficie de
respuesta para evaluar la influencia de los HMA a diferentes concentraciones de fésforo sobre el nimero de hojas de las
plantulas de pifia.

Ficure 2. (a) $andardized Pareto chart, (b) Plots of mafaas$, (c) Response surface plots to assessftw efAM

fungi, at different phosphorus concentrations on the leaves number of pineapple plantlets.
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En la Figura 3c se presenta la superficie dedel fésforo y cuando fueron inoculadas o8n
respuesta del peso seco de las plantulas en funciédlaroideum. Se encontré que el peso seco de las
de las micorrizas y de la concentracion de fosforo,plantulas puede ser optimizado utilizan@o
se observa que las plantulas tuvieron mayor pesalaroideumy la concentracién mas alta de fésforo
seco a medida que se incrementd la concentracior0,9 mM).

Ficura 3. (a) Diagrama de Pareto, (b) gréfica de los efectos principales, (c) grafica de superficie de respuesta para evaluar
la influencia de los HMA a diferentes concentraciones de fésforo sobre el peso seco de las plantulas de pifia.

Ficure 3. (a) $andardized Pareto chart, (b) Plots of mafeas$, (c) Response surface plots to assessféw efAM
fungi at different phosphorus concentrations on the dry weight of pineapple plantlets.
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DISCUSION compleja debido a que se llevan a cabo mecanismos
de transporte de alta y de baja afinidad. Para algunas
Los resultados del presente trabajo demostraron quespecies vegetales, se ha sugerido la presencia de
la inoculacién con los HMAG. fasciculatumy G. més de siete cinéticas de transporte. Los aspectos
claroideum, a diferentes niveles de fésforo no moleculares y bioquimicos de los sistemas
ejercieron efecto significativo en la sobrevivencia correspondientes al transporte de fésforo se han
de las plantulas de pifia en la etagavitro. Los estudiado extensivamente (Bucher 2007,
factores més importantes que pudieron haber influidcRaghotham@& Karthikeyan 2005), sin embargo en
para que las plantas sobrevivieran son losel caso de pifia no se tiene documentado cuél es el
ambientales, por ejemplo el procedimiento demecanismo de transporte del fésforo.
aclimatacion gradual a la temperatura y a la Para el peso seco los HMA fueron los que
concentracion de CQpara que las plantas tuvieron mayor relevancia respecto del fosf@o.
adquirieran una actividad fotosintética adecuada &laroideumpromovié que las plantas tuvieran mayor
las condicionegx vitro. De acuerdo a PospiSilovad crecimiento en comparacién con las plantas
et al. (1999), la aclimatacion gradual es un inoculadas corG. fasciculatum y con las plantas
procedimiento que permite que una plantacontrol. Esta respuesta diferencial se ha reportado
micropropagada tenga altos porcentajes decon anterioridad en plantas deueraria
sobrevivencia en la etapx vitro, en donde se phaseoloides(Roxb.) Benth., donde el area fojiar
corrigen “anormalidades” que tienen las plantaspeso fresco de la parte aérea y de las raices fueron
micropropagadas, tales como producciénsignificativamente mayores en las plantas
insuficiente de cera cuticulgsresencia de estomas micorrizadas corfcaulospora tuberculata Janos
dafiados, una pobre actividad fotosintética, pobrestTrappe yGlomus manihotis Howeler Sieverding
conexion vasculardeshidratacion e infeccion por et Schenck que con otras micorrizas ensayadas
patdégenos. (Boddington& Dodd 1998). La explicacion
El fésforo fue el factor que influyé probablemente esta relacionada con la proporcién
significativamente sobre el nimero de hojas, estale propagulos infectivos en el inéculo de los HMA
resultado se puede explicar porque el sustrat@m con el patrén de crecimiento de las hifas de los
utilizado para cultivar las plantulas en el proceso deHMA dentro de las raices de la planta. Scheegit
aclimatacion es deficiente en macronutrientes y(2007) estudiaron el crecimiento de tres HMA
especialmente en fosforo y esta bien documentad@Scutellospora calospora Nicol. et GerdGlomussp.
que el fésforo es un macronutriente esencial parg Acaulospora laevis Gerd. et Trappe, encontrando
todos los gganismos (ence 2003). Las plantulas se que los tres crecieron con distintos patrones de
regaron con la solucién de Triamin que contieneramificacion de las hifas. Previamente este grupo de
amino&cidos y oligopéptidos mas nitrégeno, fosforotrabajo demostré que los mecanismos de asimilacion
y potasio y esto hizo que las plantulas pudierande fésforo son diferentes entre distintos HMA y
satisfacer sus necesidades nutricionales, simue estan relacionados con el crecimiento de las
embargo en el caso del fésforo y para las plantulasifas (Schnep& Roose 2006). En conclusion, los
micropropagadas de pifia, los resultados indican queesultados demostraron que las respuestas de las
es necesario adicionarle una mayor cantidad. Emplantulas fue diferente en funcién de la especie de
plantas cultivadas en suelo, un factor que complicsHMA inoculado y que si se combina con una
la asimilacion del fésforo por las plantas es laconcentracion adecuada de fésforo puede
movilidad ya que se ha demostrado que se generagoromoverse un mayor crecimiento de las plantas
zonas sin fosforo alrededor de las raices (Hinsingemicropropagadas de pifia.
et al. 2005). En este caso, la solucion de riego se
aplicé en la proximidad de la raiz de las plantulas, por
lo que no se considera que la movilidad haya sido AGRADECIMIENTOS
un problema y de esta manera las plantas pudieron
asimilar el fésforo directamente via raices aunqueLa investigacion fue financiada por la Direccion
no se descarta que los HMA le proporcionaron unaGeneral de Educacidén Superidecnologica
ruta adicional para la asimilacion de este nutrienteproyecto: Co-inoculacion de micorrizas con
(Zhu et al. 2001). La asimilacion puede ser mas organismos promotores del crecimiento vegetal para
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incrementar el crecimiento y nutricion de plantas 2005. Rhizosphere geometry and heterogeneity
micropropagadas, y el Fondo Mixto CONACYT arising from rootmediated physical and chemical

. } processes. New Phytology 168: 293-303.
Gobierno del Estado de Chiapas. KARANDASHOV, V. & M. BucHer. 2005. Symbiotic

phosphate transport in arbuscular mycorrhizas.
Trends in Plant Science 10: 22-29.
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