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MICORRIZACION DE PORTAINJERTOS DE MANZANO

MICROPROPAGADOS

Mycorrhization of micropropagated apple rootstocks
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ABSTRACT. Micropropagation through in vitro plant
cultivation allows large-scale production of identical
individuals genetically to the starting material. Woody
species have difficulties in the acclimatization stage due
to their slowness in the development of physiological
response to environmental changes. The ultimate success
of in vitro propagation depends on the capacity of plants to
adapt in the moment of transfering from the laboratory to
the greenhouse conditions. One of the tools to offset losses
during acclimatization is the use of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF), which sets mutualistic symbiotic associations
unspecific with 90 % of vascular plants. AMF, because
of their action as agents of growth bioregulation as bio-
fertilizers or biocontrollers have received special attention
in handling and propagation of fruit plants. In this work the
effects of inoculation with AMF at the start of acclimatization
are presented to mycorrhization. Inoculation with one type
of AMF over two rootstocks of apple was done in a clone of
M09 and one rootstock of the Cornell-Geneva series (RN29
and Geneva®41 respectively) set in three different substrates.
Seedlings inoculated with AMF when compared to the
control, presented further expansion of their leaves, bigger
diameter and greater height, all significantly different.
Acclimatization period was reduced from 60 to 40 days.
The incorporation of this type of technologies could generate
a more sustainable management of plant production with
less use of agrochemicals.
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RESUMEN. La micropropagacion mediante cultivo in vitro
de plantas permite la produccion a gran escala de individuos
genéticamente idénticos al material de partida. Las especies
lefiosas tienen dificultades en la etapa de aclimatacion por
la lentitud que presentan en el desarrollo de respuestas
fisiologicas y morfoldgicas a los cambios de ambiente. El
éxito final de la propagacion in vitro depende de la capacidad
de transferencia de las plantas desde el laboratorio a las
condiciones de invernaculo. Una de las herramientas para
contrarrestar las pérdidas durante la aclimatacion, es la
utilizacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
que establecen asociaciones simbidticas mutualistas no
especificas con el 90 % de las plantas vasculares. Los
HMA, por su acciéon como agentes de biorregulacion del
crecimiento, biofertilizantes o biocontrol, han tenido especial
atencion en el manejo y propagacion de las plantas fruticolas.
En este trabajo se presentan los efectos de la inoculacion con
HMA en el inicio de la aclimatacion. Para la micorrizacion
se empled un solo tipo de indculo de HMA sobre dos
portainjertos de manzano: un clon de M9 y otro de la serie
Cornell-Geneva (RN29 y Geneva®41, respectivamente)
en tres sustratos diferentes. Los plantines inoculados con
micorrizas presentaron mayor expansion de sus hojas, mayor
didmetro y mayor altura, respecto al control, mostrando
diferencias significativas. La aclimatacion se redujo de 60 a
40 dias. La incorporacion de este tipo de tecnologia, podria
generar beneficios orientados a un manejo sustentable de
la produccién de plantas con menor uso de agroquimicos.

Palabras clave: adaptacion, propagacion vegetativa,
simbiosis

INTRODUCCION

Uruguay produce fruta de alta calidad que se
destina al mercado interno y a la exportacion en
volumen variable todos los anos, representando
alrededor del 5 % del valor bruto de produccién anual
(VBPA)*. Para competir en mercados de exportacion
con alto nivel de exigencia, es necesario alcanzar
una alta eficiencia en todas las fases del proceso de
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produccion. Por esta razoén, es fundamental instalar
montes con plantas de excelente calidad desde el
vivero, ya que la planta es el primer eslabon en la
cadena de produccion de frutas (1).

La fruticultura moderna se basa en plantaciones
que utilizan portainjertos clonales enanizantes, que
permiten realizar cultivos en alta densidad. A partir del
uso de este tipo de portainjertos, se busca un aumento
en la eficiencia de la produccion, incrementando los
volumenes y uniformizando la calidad de la fruta,
asi como ofreciendo resistencia a ciertas plagas y
enfermedades del suelo (2). Estos portainjertos se
propagan vegetativamente en el campo, mediante el
empleo de encepadas (acodo en cepada) y para ello
es necesario contar con bloques de plantas madres
que suministren volumenes importantes de plantines
enraizados.

Las plantas madres de la encepada deben ser
controladas anualmente, para conocer y asegurar que
se mantiene el estado sanitario libre de patdégenos y
enfermedades. La micropropagacion es otra forma de
obtener plantas clonales de alta calidad (3). Con la
aplicacion de esta técnica es posible la obtencion de un
gran numero de plantas en pocos meses, conservando
la sanidad y la identidad genética del material (4).

La micropropagacion consiste en producir plantas
a partir de porciones de la planta madre, en general se
utilizan &pices meristematicos vegetativos, cultivados
asépticamente en un tubo de ensayo, donde se
puedan controlar estrictamente las condiciones del
ambiente y la nutricion a través del medio de cultivo (5).
Esta técnica, que se ha convertido en una alternativa
importante dentro de los métodos de propagacion en
una amplia gama de especies (6), se compone de
una serie de etapas secuenciales: establecimiento,
proliferacion o multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacion (7). Sin embargo, se presentan algunas
dificultades ya que una planta que se ha originado
in vitro difiere en muchos aspectos de las que se
forman in vivo (8), debido a que las condiciones, tanto
ambientales como del sustrato en que crecen, son
muy diferentes. Asimismo, es importante sefalar que
el crecimiento de las plantas in vitro es heterétrofo en
tanto in vivo es autétrofo.

La aclimatacion resulta ser el cuello de botella de
todo el proceso de micropropagacion, debido a la baja
sobrevivencia de plantines que se da en el pasaje del
crecimiento in vitro al crecimiento in vivo. El éxito final
de la propagacion in vitro depende de la capacidad de
transferencia de las plantas, desde el ambiente del
laboratorio a las condiciones de invernaculo.

ADuran, F. V. I. “‘Situacion y perspectivas de las cadenas
agroindustriales 2014-2015" [en linea]. En: Anuario OPYPA
2014, edit. MGAP, Montevideo, 2014, pp. 15-38, [Consultado:
30 de junio de 2015], Disponible en: <http://www.mgap.
gub.uy/OpypaPublicaciones/ ANUARIOS/Anuario2014/pdf/
Anuario_2014_web.pdf>.

El ambiente in vitro, con una alta humedad
relativa, bajo o nulo intercambio gaseoso, escasez
de CO, durante casi todo el periodo, produccion de
etileno y baja densidad fotosintética, induce cambios
morfoldgicos y fisioldgicos en las plantas desarrolladas
bajo esa condicion. La anatomia de la hoja in vitro es
influenciada por la luz y la humedad, diferenciandose
anatomicamente de las originadas in vivo (8, 9).
Después de transferir las plantas al ambiente ex vitro,
estas tienen que corregir todas esas anormalidades
para aclimatarse al nuevo ambiente del invernaculo.

Para aumentar la eficiencia de la aclimatacion,
se evaluo la aplicacién de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), como forma de conferir mayor
resistencia a los factores de estrés ambiental y en
su establecimiento en el campo (10). Varios autores
han utilizado la inoculaciéon con micorrizas o bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, como una
herramienta para contrarrestar las pérdidas durante la
aclimatacion (11, 12). El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de la inoculacién con HMA en
plantas micropropagadas de portainjerto de manzano
en la fase de aclimatacion.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se seleccionaron dos
portainjertos de manzano: un clon del M9, denominado
RN29, de origen belga y un portainjerto de la serie
Cornell-Geneva, el Geneva® 41, proveniente de
la Universidad de Cornell. Ambos portainjertos
se multiplicaron y enraizaron in vitro. Las plantas
enraizadas se sacaron de los frascos y se lavaron
cuidadosamente para remover los restos del medio
de cultivo. Al momento del trasplante, los plantines
se inocularon con micorriza HMA Glomus mossae
monoesporico, obtenido por multiplicacion en cultivos
trampa de Paspalum dilatatum.

Se colocd 1 g de indculo en el sustrato, debajo
de la planta, al momento del trasplante. Todos los
sustratos utilizados fueron autoclavados antes de su
uso, 1) compost de cama de caballo; 2) mezcla de V4
de turba comercial, ¥4 de arena, V4 cadscara de arroz y
/s de mantillo de pino; 3) turba comercial. El contenido de P
del sustrato fue 1,9, 15,6 y 49,6 mg L, respectivamente
(analisis de extracto de pasta saturada por colorimetria)
(13). En los tres casos se evaluo6 cada sustrato en dos
condiciones: con micorriza y sin inoculacién, como
tratamiento control (seis tratamientos). Se evaluaron
150 plantas por tratamiento, en cada recipiente de
aclimatacién se utilizaron 20 plantas, repitiéndose el
ensayo dos veces. Se tomaron muestras de raices
para determinar la presencia de las micorrizas a los
20 dias del trasplante. Las raices fueron tefiidas con
azul de tripano a razén de 0,5 g L-"en solucion 1:1 de
acido lactico:glycerol con modificaciones (14).



Cultivos Tropicales, 2016, vol. 37, no. especial, pp. 7-12

A nivel vegetativo se midieron los parametros
de crecimiento: altura de la planta, numero de
hojas y diametro del cuello en distintas etapas de
la aclimatacion. Para evitar la deshidratacion se
cubrieron las plantas durante los primeros 15 dias,
luego se fue aumentando paulatinamente la ventilacion
hasta dejarlas sin cobertura. En esta etapa no se
aplicaron fungicidas ni fertilizantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los tratamientos inoculados con HMA se
observaron las primeras estructuras en el establecimiento
de la simbiosis en las muestras tomadas a los 20 dias
del trasplante; como muestra la Figura 1, dentro de las
células del tejido radicular se observaron apresorios.

Las flechas indican la presencia de apresorios a los 20 dias de la
aclimatacion en las raices de plantas inoculadas.

Figura 1. Desarrollo de las primeras estructuras
en el establecimiento de la simbiosis
(apresorios) a los 20 dias de aclimatacién
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La Figura 2 muestra los resultados de la evaluacién
de los parametros de crecimiento vegetativo en los
seis tratamientos, mostrando en ambos portainjertos
el mismo comportamiento. Las plantas inoculadas
mostraron diferencia significativa en altura, alcanzando
la mayor altura en el sustrato de compost de cama
de caballo (T1inoc) y en el sustrato mezcla de turba,
arena, cascara de arroz y mantillo (T2inoc). Entre
estos dos tratamientos inoculados con HMA no hubo
diferencia significativa. En las plantas trasplantadas
en turba comercial se obtuvo la menor altura de las
plantas y no hubo diferencia significativa entre las
inoculadas y las sin inocular (tratamiento T3inocy T3).

En el numero de hojas se observo diferencia
significativa entre los tratamientos 1A (inoculado),
con un valor promedio de nueve y el tratamiento 2B
(sustrato mezcla sin inocular), con siete hojas en
promedio. El resto de los tratamientos mostraron un
valor intermedio. Si bien el area foliar no se midid, a
simple vista era posible observar una mayor expansion
de las hojas en los tratamientos con plantas inoculadas.

A los 40 dias de la aclimatacién se realizdé una
segunda evaluacién al microscopio de las células
de la raiz. Se observd el desarrollo de estructuras
denominadas arbusculos, que corresponden al
micelio de la micorriza en todos los tratamientos con
inoculacién (Figura 3).

Las HMA se encuentran asociadas a la mayoria
de las especies vegetales en condiciones naturales
(15), colonizan las raices y desarrollan una red o
cordones de hifas externas que se extienden a partir
de las mismas, de esa forma aumentan la superficie de
contacto entre la planta y el suelo. Este micelio externo
actua como un sistema radical complementario,
de extraordinaria importancia para la absorcion de
nutrientes y agua por las plantas (16).
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Figura 2. Altura de plantas (barras) y nimero de hojas (linea) de Geneva®41 alos 20 dias de la inoculacién
con micorrizas (a); plantas del portaninjerto RN29 a los 20 dias de la aclimatacién con y sin

inocular (b)



Alicia Castillo Sallé, Adriana Montafiez Massa, Roberto Docampo Romero /et al./

Las flechas sefialan los arbusculos.

Figura 3. Evaluacion de células de las raices a los 40 dias de la aclimatacion

Estos microorganismos benéficos han sido
ampliamente estudiados y empleados; sin embargo,
su aplicacién en plantas micropropagadas es escasa.
Los resultados muestran la colonizacion por parte de
la micorriza en etapas tempranas de la inoculacién
del sistema radicular a los 20 dias de la aclimatacion
y las consecuencias de la simbiosis fueron evidentes
en los parametros de crecimiento evaluados.

En diversos grados, todas las plantas cultivadas
in vitro son susceptibles a la crisis o estrés del
trasplante, fase que resulta el cuello de botella de
todo el proceso de la micropropagacion. El éxito final
de la propagacion in vitro depende de la capacidad
de transferencia de las plantas fuera del ambiente
del laboratorio a las condiciones de invernaculo, lo
cual varia entre las distintas especies; las herbaceas
tienen rapida respuesta, en tanto las especies lefiosas
requieren mayor tiempo para su aclimatacion. El
conocimiento de las caracteristicas fisiolégicas y
morfolégicas de las plantas que crecen in vitro es
fundamental para minimizar las pérdidas y asegurar
una alta sobrevivencia en el trasplante. Al llevar a
cabo la inoculacion se facilito el inicio de los cambios
fisiolégicos que requieren, con el fin de favorecer la
adaptacion de las plantulas a la autotrofia y posterior
crecimiento ex vitro (17).

Tanto la nutricién heterotrofica que se da in vitro,
como el escaso mecanismo para controlar la pérdida
de agua por poca funcionalidad estomatica, hacen
que la planta micropropagada esté desbalanceada
en su capacidad de absorcion y reposicién del agua
transpirada (18). Debido a la falta de cera en la cuticula
respecto de las plantas que crecen en invernaculo
0 a campo, la tasa de transpiracion de estas es
significativamente mas alta cuando estan creciendo
in vitro.

10

Enlos primeros 25 dias del proceso de aclimatacién
no se observan cambios a nivel morfolégico, pues
ocurre una transicion lenta de procesos fisioldgicos
ante los cambios en las condiciones ambientales.
Sin embargo, en las plantas inoculadas se observo
crecimiento y desarrollo de nuevas hojas en etapas
tempranas. En esta asociacion simbiotica el hongo se
nutre de los carbohidratos almacenados en las células
vegetales en formas sencillas de fructosa, glucosa
y sacarosa, asi como de los exudados radicales de
las plantas. Es por esta razén, que la inoculacion
de plantas micropropagadas en etapas tempranas
confiere mayor resistencia a los factores de estrés
ambiental en la fase de aclimatacion (19).

El fosforo es el principal nutriente, con el que
se tienen efectos positivos por la asociaciéon de las
plantas con HMA ya que es relativamente inmévil en
el suelo, pero también hay beneficios en la dinamica
de otros nutrientes como el N, Zn, Mg y Ca (20). En
la eleccion de los sustratos a evaluar se consideré la
sensibilidad de las micorrizas a los niveles de fosforo,
se seleccionaron dos sustratos con bajo contenido en
P (<1 ppm). No se utilizé régimen de fertilizacion en
las plantulas inoculadas por la relacion inversa entre
la disponibilidad de P y la colonizacién de hongos
micorrizicos (21, 22). Aello se atribuye que el sustrato 3, con
alto contenido de P, no mostré diferencia significativa
entre las plantas inoculadas y sin inocular. La actividad
de la micorriza se inhibio por la presencia de P.

En los sustratos con bajo contenido en P en
los que la inoculacion con HMA se tradujo en mayor
crecimiento, permitio acortar la etapa de aclimatacion
de 40 a 60 dias.
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CONCLUSIONES

¢

Mediante la evaluacion de pardmetros de desarrollo
de las plantas durante la aclimatacién se demostré
la accion de los hongos micorrizicos arbusculares
como agentes de biorregulacién del crecimiento,
biofertilizantes y biocontrol.

Los resultados indican que su aplicacion en la
fase de aclimatacién y vivero puede representar
beneficios para los productores, reduccién de costos
de produccion, manejo de productos organicos y la
obtencién de plantas con superior vigor y calidad
en menor tiempo.

La incorporacion de microorganismos benéficos en
la agricultura intensiva es importante para lograr
sistemas de produccién sostenibles y ecosistemas
con mayor capacidad de recuperacién a condiciones
adversas.
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El Centro de Bioplantas es una institucion de investigaciones cientificas, adscrita a la Universidad
de Ciego de Avila “Mdximo Gémez Bdez” del Ministerio de Educacién Superior de Cuba.
El mismo surge en 1987 como un laboratorio de investigaciones y micropropagacion de plantas
frutales. Desde 1992, tiene como mision desarrollar, aplicar y ofrecer tecnologias, productos,
asistencia técnica y servicios académicos de excelencia en el marco de la Biotecnologia Vegetal.

El grupo de investigadores, técnicos de laboratorio y otro personal auxiliar altamente calificados,
han sido galardonados con premios relevantes de la Academia de las Ciencias de Cuba y con
reconocimientos por la labor que realizan en la transferencia de resultados cientificos y tecnologicos,
la produccion de vitroplantas para el comercio internacional, y la educacion postgraduada.
Para el trabajo cientifico cuenta con seis laboratorios: Cultivo de Células y Tejidos Vegetales,
Agrobiologia, Interaccion Planta-Patéogeno, Ingenieria Metabélica, Mejoramiento Genético de
Plantas y Computacion Aplicada. Todos con las mejores facilidades y un equipamiento de alta
calidad para asegurar resultados relevantes.

El Centro de Bioplantas desde 1997 y, como bienal, desarrolla su Congreso Internacional de
Biotecnologia Vegetal (BioVeg), el cual constituye un marco excepcional para el intercambio
de conocimientos y experiencias entre cientificos, docentes y productores. En este se debaten en
forma de Conferencia Magistrales, Talleres y Mesas Redondas durante sesiones de trabajo, los
resultados mds relevantes y los problemas mds acuciantes que enfrenta la biotecnologia vegetal
cubana y mundial.

Por todo lo anterior, el Comité Organizador de BioVeg2015 en su décima edicion se complace en
presentarles una muestra representativa de 19 trabajos cientificos completos recibidos y siente
profunda satisfaccion en invitarlos para el proximo BioVeg2017 que se desarrollard en la fecha
22-26 del mes de mayo.

Nota:

Durante el proceso de edicion no se pudo acceder al trabajo de retoque y mejoramiento de imdgenes, por lo que estas han
sido insertadas con la misma calidad con la que enviaron sus autores.
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