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RESUMEN

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) estan siendo aplicados como
biofertilizantes para el aumento de la produccion de rubros agricolas de gran demanda.
La parchita (Passiflora edulis Sims.), es un cultivo muy apreciado a nivel mundial
debido a la gran importancia como producto fresco o procesado; sin embargo, no se han
reportado estudios de su interaccidn con estos simbiontes bajo las condiciones
edafoclimaticas del estado Sucre. Por tal motivo, se evalu6 el efecto de un inoculo
nativo y de un inodculo comercial formado por combinacién de dos especies de HMA
(52% Funneliformis mosseae y 48% Diversispora spurca), ademas, de la aplicacion de
25 mg kg de fosforo inorganico y la combinacion de éste con el indculo nativo y con
los in6culos comerciales sobre el crecimiento y desarrollo de la parchita. Algunas
plantas se mantuvieron durante el experimento solo con suelo de vivero esterilizado
(control). A partir de la séptima semana después de emergencia, se midi6 semanalmente
hasta el momento de la cosecha, la altura, nimero de hojas y grosor de la base del tallo.
Adicionalmente, al final del experimento (13" semana), se determind el Aarea,
considerando el ancho y largo foliar, y la biomasa seca, colocando el vastago en la estufa
a 80°C por 72 h. También se cuantifico el fosforo (P) foliar mediante ICP-OES, y la
frecuencia de micorrizacion (%F) y riqueza arbuscular (%A) por microscopia Optica de
muestras de raices decoloradas y tefiidas. Las esporas presentes en suelo con indculo
nativo fueron aisladas e identificadas taxondémicamente observandolas al microscopio.
La altura, nimero de hojas y grosor del tallo de P. edulis fueron variables durante todo
el periodo de experimentacion, mostrando mayores valores a la 13" semana.
Estadisticamente, estos parametros se diferenciaron significativamente entre los
tratamientos durante el periodo de observacion semanal y al final del ensayo, con
maximos generalmente en los tratamientos micorrizados (tanto con el inoculo nativo
como el comercial, fosforados o no) en comparacion con las plantas cultivadas con P o
control. El area, biomasa seca y P foliar tuvieron un comportamiento parecido a las
variables anteriores. El %F fue significativamente mas alto en todos los tratamientos
micorrizados; mientras que el %A lo fue en los micorrizados combinados con P. Estos
resultados permiten sostener que la parchita es una planta muy dependiente de los HMA
(nativos o comerciales), ya que requiere de esta asociacidon simbiotica para alcanzar
mayor crecimiento y desarrollo, bajo las condiciones edafoclimaticas del estado Sucre.
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INTRODUCCION

Dentro del género Passiflora se conocen cerca de 10 especies que se cultivan
comercialmente por sus frutos y otras son de uso medicinal u ornamental (Haddad y
Millan, 1975). La parchita Passiflora edulis Sims. (Passifloraceae), es una planta
tropical originaria de la region amazonica del Brasil. Se caracteriza por ser lefiosa,
perenne, de habito trepador y de rapido desarrollo, que puede alcanzar hasta 10 m de
largo; las hojas son simples, alternas, con estipulas y un zarcillo en la axila, con
margenes aserrados, las flores son solitarias y axilares, fragantes y vistosas; el fruto es
una baya esférica, globosa o elipsoide, que mide hasta 10 cm de didmetro y pesa hasta

190 g, de color amarillo o purpureo, con una pulpa muy aromatica (Galindo, 2000).

En Venezuela la parchita es una fruta muy apreciada, dado su sabor exquisito y distintas
propiedades etnofarmacologicas, por lo cual es de gran aceptacion en el mercado
nacional. Es cultivado en amplias zonas del pais sobre todo en los estados Zulia, Mérida,
Barinas, Cojedes, Aragua, Carabobo, Apure, Tachira, Monagas y Yaracuy (Abou et al.,
2007). Entre sus usos comerciales, destacan: la elaboracion de cremas pasteleras, dulces,
licores, confites, néctares, jaleas, refrescos y concentrados. La céscara es utilizada para
preparar raciones alimenticias de ganado bovino, pues es rica en aminoacidos, proteinas,
carbohidratos y pectina. Este ultimo elemento hace que se emplee en la industria de la
confiteria para darle consistencia a jaleas y gelatinas. La semilla de la parchita se puede
usar en la fabricacion de aceites, tintas y barnices. El aceite puede ser refinado para
fines alimenticios. Otro subproducto que se extrae es la maracuyina o pasiflora, un
tranquilizante natural muy apreciado (Martin y Nakasone, 1970). La informacion
etnofarmacoldgica revela que ha sido utilizada en medicina tradicional en diversas partes
del mundo. En Sur América se indica como relajante muscular (Brack, 1999), se bebe la
infusion de hojas y flores como sedante y para el tratamiento de tétanos, epilepsia,
insomnio e hipertension (Desmarchelier, 2000); ademas, se usa como diurético y para

tratar dolores estomacales, tumores intestinales y fiebre (Natural Products Alert, 2001).

Al igual que el 90-95% de las plantas cultivadas de importancia agricola, medicinal u



ornamental, la parchita, establece relaciones simbioticas con una gran diversidad de
microorganismos que conforman la biota del suelo, entre los grupos mas importantes de
¢éstos se encuentran los hongos, constituidos por diversos grupos que difieren en
estructura y funcidén. Algunos de éstos se asocian con las raices de las plantas formando
micorrizas, éstas se definen como una asociacion simbidtica mutualista entre ciertos
hongos y raices (Simon et al., 1993). A pesar de que las micorrizas fueron descubiertas
en el siglo XIX por el botanico aleman Frank (Sieverding, 1991) los registros fosiles
mas antiguos indican que la asociacion mutualista hongo-planta, tiene unos 400 millones
de afos (Bago et al., 1998). Se considera que existe una compleja coevolucion entre las
plantas y sus hongos asociados, que se manifiesta en la amplia distribucion del
fenomeno y en la diversidad de mecanismos morfoldgicos, fisiologicos y ecologicos

implicados (Simon et al., 1993).

Siguiendo criterios morfoldgicos y estructurales, las micorrizas se clasifican en tres
grupos: ectomicorrizas, endomicorrizas y un ultimo grupo que presenta caracteristicas de
ambas y son llamadas ectendomicorrizas (Harrison, 1997). Esta clasificacion se refiere
al lugar donde se encuentra el micelio del hongo en relacion a las células corticales de la
raiz. En las ectomicorrizas, el micelio forma un manto de hifas que rodea la raiz. El
desarrollo del hongo en el interior de la corteza es intercelular, formando una especie de
red, llamada red de Hartig. En cambio, en las endomicorrizas el hongo no forma manto
sobre la raiz, sino que las hifas del hongo penetran en el interior de las células de la
corteza y pueden formar estructuras especializadas denominadas arbusculos y/o

vesiculas (Peterson et al., 2004).

Los arbusculos son estructuras formadas mediante repetidas ramificaciones dicotdmicas
y representan el sitio de intercambio de fosfato y otros nutrientes entre el hongo y la
planta. Algunas especies de este grupo forman vesiculas, estructuras que contienen
lipidos y almacenan compuestos carbonados de reserva para el hongo (Bentivenga y
Morton, 1995). Los hongos que se especializan formando arbusculos se denominan
micorrizicos arbusculares (HMA) y pertenecen al filo Glomeromycota, siendo éstos

simbiontes obligados de las raices de las plantas (Smith y Read, 1997). Este filo se



divide en cuatro Ordenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales, y
Archaeosporales, once familias y dieciocho géneros (Schiissler y Walker, 2010), en los

cuales hasta el momento se han identificado aproximadamente 214 especies.

Un 80% de las plantas terrestres se encuentran en simbiosis con los HMA (Smith y
Read, 1997), éstos estdn presentes en muchos suelos y en general no se consideran
huéspedes especificos (Tena, 2002), Sin embargo, la abundancia y composicion de
especies de HMA es variable dependiendo de la planta hospedera y los factores
ambientales tales como: temperatura, aireacion, contenido de arcilla, materia organica,
pH y humedad del suelo, niveles de fésforo y nitrogeno, concentracion de metales, la
presencia de otros grupos de microorganismos, la aplicacion de fertilizantes y
plaguicidas, y la salinidad de los suelos (Carrenho et al., 2001). Las especies y la
poblacion de los HMA difieren en los rangos de tolerancia a las propiedades
fisicoquimicas de los suelos que invaden, por lo tanto, difieren en su efectividad para
aumentar el crecimiento de las plantas en suelos particulares (Daniels y Trappe, 1980;

Porter et al., 1987).

Los beneficios mas conocidos de los HMA a sus plantas hospederas son: su capacidad
de incrementar la fertilidad mediante cambios en la forma de crecimiento y la
arquitectura del sistema radical (Lynch, 1990; Bolan, 1991; Larez, 1991; Gross et al.,
2003; Carpintero, 2006) y la tolerancia de plantas sometidas a diferentes situaciones de
estrés, como el déficit de agua (Beltrano y Ronco, 2008), mediante mecanismos que
incluyen una ampliacién en el area de superficie de raices micorricicas, regulacion
estomadtica y una menor resistencia en el transporte del agua y los solutos (Auge, 2001);
contaminacion por metales pesados (Rabie, 2005; Bir6é y Trakéacs, 2006; Liasu y
Ogundola, 2006) e hidrocarburos (Robertson et al., 2007). También se destacan por
proporcionar mayor resistencia a la salinidad (Rabie y Almadini, 2005; Murkute et al.,
2006; Sannazzaro et al., 2006), proteccion contra hongos patogenos (Barea et al., 1998)
y nematodos al funcionar como una barrera protectora en el sistema radical (Garcia-

Garrido y Ocampo, 1989; Azcon-Aguilar y Barea, 1996).



La influencia de estos hongos en las plantas se observa principalmente en el crecimiento
y desarrollo de las mismas, gracias a que intervienen en la regulacion de los procesos de
absorcion y/o asimilacion de nutrientes, en especial de aquellos poco méviles, como el

zinc, cobre y fosforo (Stiirmer y Bellei, 1994).

El fosforo en las plantas interviene en la mayor parte de las reacciones bioquimicas
como son: respiracion, sintesis y descomposicion de carbohidratos, sintesis de proteinas
y actividad de las diastasas, entre otros (Azcon-Bieto y Talon, 2000). A través de varias
reacciones quimicas, el P se incorpora a compuestos organicos como acidos nucleicos
(ADN y ARN), fosfoproteinas, fosfolipidos, enzimas y compuestos fosfatados ricos en
energia como la adenosina trifosfato (ATP), esencial para el desarrollo de nuevas células
y para la transferencia del cédigo genético de una célula a otra, a medida que se
desarrollan nuevas células. También es un factor de crecimiento y precocidad ya que
activa el desarrollo inicial y acorta el ciclo vegetativo. Ademas, el P se acumula en
semillas formando parte de la fitina, que es la principal forma de almacenamiento de P
en semillas y frutos, donde es esencial para su formacion y maduracion (Gros et al.,

1986).

Sin embargo, el 80-99% del fosforo presente en el suelo no esta disponible para la planta
debido a diferentes factores como la adsorcion, precipitacion o conversion en formas
organicas (Fernandez et al., 2005). Por esta razon, la simbiosis micorrizica es
importante, pues las hifas fingicas se extienden en el suelo y permiten a las raices
explorar un volumen mas grande del mismo (Smith y Read, 1997). Los HMA, ademas
de aumentar el area de la superficie de absorcion, aceleran el movimiento del P hacia la
raiz debido a que las hifas aumentan la afinidad de la raiz por este nutriente, lo
solubilizan desde el suelo al liberar 4cidos organicos y enzimas fosfatasas e incrementan
su almacenamiento mediante la absorcion de este mineral por el sistema radical
(Harrison, 1997). Por consiguiente, las plantas micorrizadas son a menudo mas
competitivas y toleran el estrés ambiental mejor que las plantas no micorrizadas (Liasu y

Ogundola, 2006).



Por otra parte, los HMA contribuyen al almacenamiento de carbono por la alteracion de
la cantidad y calidad de la materia orgéanica del suelo; transfieren a sus hospederas
cantidades significativas de carbono a través del micelio fliingico micorrizico (Pfeffer et
al., 1999; Bago et al., 2003); reducen la competencia entre las plantas (Marler et al.,
1999); contribuyen a la estabilidad y diversidad del ecosistema (Strack et al., 2003) y a
la reforestacion de suelos degradados (Stahl et al., 1988; Dannowski y Werner, 1997,
Rabie, 2005). Los HMA pueden ser determinantes en la estructuracion de una
comunidad vegetal al afectar directa o indirectamente la capacidad de crecimiento y
vigorosidad de las plantas (Allen et al., 1996; Cabello, 1999; Hernandez, 2000; Smith et
al., 2000). En los ultimos afios, los inconvenientes causados por el uso de quimicos en la
agricultura se han incrementado, lo que ha generado un gran interés en la busqueda de
sistemas que puedan proteger la calidad del ambiente mediante procesos biologicos
naturales y el establecimiento de interacciones beneficiosas con microorganismos del
suelo, siendo la inoculacion con HMA una de estas estrategias empleadas (Howell,

2003).

Actualmente, los investigadores se han enfocado masivamente en el estudio de las
micorrizas arbusculares como biofertilizantes de tierras agricolas. El potencial de
manejo de la micorriza arbuscular en la agricultura ha sido demostrado por numerosos
trabajos realizados bajo condiciones de campo y de invernadero, en los cuales se han
evidenciado los efectos benéficos de la inoculacion con HMA sobre la nutricidn,
crecimiento y produccion de plantas de importancia agricola como el cacao (Cuenca, et
al.,1990), banano (Declerck, et al., 1994; 1995), café (Estrada y Sanchez, 1995),
pimentén (Kim, et al., 2002; Estrada-Luna y Davies, 2003), maiz, cilantro, remolacha,
haba, tomate (Sanchez, 2002), yuca y lechuga (Cuenca et al., 2007). No obstante una
serie de estudios han demostrado que la respuesta de la simbiosis puede variar en un
amplio intervalo que comprende desde una respuesta positiva hasta una respuesta
negativa, dependiendo tanto de la especie de planta hospedera como de la especie o cepa
de HMA asociado y de las condiciones ambientales (Johnson, et al., 1997; Douds, et al.,
1998; Taylor y Harrier, 2000).



La efectividad de los HMA nativos puede ser mayor en comparacion con los HMA
introducidos debido, probablemente, a una mejor adaptaciéon al medio. Sin embargo,
algunos estudios han mostrado resultados contradictorios. Mientras algunos resultados
sefialan que en comparacion al inéculo introducido, los nativos pueden provocar una
mejor respuesta de crecimiento de las plantas (Gonzalez-Chavez y Ferrera-Cerrato,
1993), otros estudios han hallado que en algunas especies de plantas los hongos
introducidos fueron mas eficientes que el inoculo nativo (Caravaca, et al., 2005). Esto
sugiere que la efectividad de los HMA también puede depender del hospedero. De
cualquier manera, el encontrar especies eficientes de HMA, sean éstas nativas o
introducidas, permitirian optimizar la productividad de las plantas, minimizando el

impacto del uso de agroquimicos sobre el ambiente.

A pesar de la gran demanda de parchita como producto fresco, al ser consumido
directamente en jugos o ser industrializado, no se han reportado estudios de la
interaccion con las micorrizas arbusculares para aumentar la productividad de dicho
cultivo, bajo las condiciones edafoclimaticas del estado Sucre. En virtud de la
importancia de este cultivo, se plantea el estudio de la inoculacién de micorrizas

arbusculares sobre el crecimiento y desarrollo de P. edulis bajo condiciones de vivero.



METODOLOGIA

Ubicacién del ensayo
El bioensayo se realizé en un vivero particular en la ciudad de Cumand, Estado Sucre, en

las coordenadas 10°26°02” Ny 64°09°28”0.

Material vegetal

Las semillas de parchita (Passiflora edulis Sims.) fueron extraidas de frutos maduros
cosechados directamente de plantas vigorosas y de buena produccion, seleccionando
aquellos de forma ovalada, pulpa amarrilla intensa, fuerte aroma, sin dafios mecénicos y

libres de enfermedades.

Manipulacién y analisis del suelo

Se utilizo suelo de vivero, el cual fue esterilizado en autoclave a una presion de 15 psi
por 15 min. Asimismo, se envid una muestra representativa del suelo original
(aproximadamente 500 g) al Laboratorio de Suelos del Instituto Universitario de
Tecnologia (IUT-Cariaco, Edo. Sucre) para determinar la textura, pH, conductividad

eléctrica, materia orgdnica y contenido de P, Ny K.

In6culo HMA

Se utilizaron dos fuentes de inoculo, uno introducido y uno nativo, el introducido estuvo
representado por la mezcla de 52% Funneliformis mosseae + 48% Diversispora spurca,
provenientes de la coleccion de indculos de Glomeromycota del Laboratorio de Ecologia

de Suelos del IVIC, el cual est4 garantizado con un 85-90% de pureza.

El inéculo nativo se obtuvo a partir de 15 kg suelo provenientes del jardin botdnico
Chara Chakra, ubicado en el sector Tres Picos, Cumana, estado Sucre; dicho suelo fue
tamizado (tamiz de 250 um) y el material recogido fue considerado como el indculo
nativo, el cual estaba formado, al igual que el in6culo comercial, por fragmentos de
raices mezcladas con las particulas de suelo. La presencia de esporas de HMA fue

verificada mediante la técnica del tamizado himedo y decantado (Sieverding, 1991).



Aplicacién de tratamientos y siembra

Se utilizaron 36 envases plasticos (6 por cada tratamiento) de 1 kg de capacidad, que
contenian 600 g de suelo previamente esterilizado. Para los tratamientos con fosforo, se
aplico Fosfopoder 25% a cada envase, mezclandolo homogéneamente con el suelo,
teniendo una concentracion final de 25 mg kg™ de P. La aplicacién de los indculos HMA
se realizo de manera directa, aplicando 30 g del mismo en la capa superficial, segun el
tratamiento correspondiente, para asegurar el contacto con las semillas. Diez semillas de
parchita fueron sembradas directamente en cada envase y se mantuvieron en el vivero
particular antes mencionado, a temperatura ambiente, con suministro diario de agua de
chorro, hasta el final del experimento. Después de la germinacion de las plantulas, se
realizd6 un raleo, escogiendo las plantas mds uniformes en vigor y tamafio entre

tratamientos, quedando una planta por envase.

Disefio experimental

Se utiliz6 bloque completo al azar con arreglo factorial (BADAF) de 3 x 2 con 6
repeticiones, para un total de 36 unidades experimentales, cada unidad experimental
estaba constituida por una planta. Se evaluo el efecto del indculo nativo y del indculo
comercial (52 % Funneliformis mosseae y 48 % Diversispora spurca), ademas, de la
aplicacion de 25 mg kg™ de fésforo inorganico y su combinacién con el inéculo nativo y
con el inoculo comercial. Algunas plantas se mantuvieron solo con suelo de vivero

esterilizado (control). Estos tratamientos y su nomenclatura se sefialan en la Tabla 1.

Tabla 1: Tratamientos utilizados en el ensayo.

Tratamiento Nomenclatura
Inoculo nativo IN

F. mosseae + D. spurca (F+D)

25 mg kg™ de fosforo (P) P

25 mg kg P + inoculo nativo P+IN

25 mg kg P+ F. mosseae + D. spurca spurca P+(F+D)
Control control




Evaluacion del crecimiento y desarrollo de la parte area de las plantas

A partir de la séptima semana después de la germinacion, se midié semanalmente hasta
el momento de la cosecha el crecimiento y desarrollo de cada una de las plantas. Las
variables que se evaluaron fueron: altura, nimero de hojas y grosor de la base del tallo.
Adicionalmente, al final del experimento (13*** semana), se determin6 el area foliar y la

biomasa seca.

Altura
Medida desde la base del tallo hasta el meristema apical, localizado en la yema terminal,

para esto se empleo una cinta métrica.

NUmero de hojas

Se registro el numero de hojas totales observadas en cada una de las plantas.

Grosor de la base del tallo

Medida en la base del tallo con ayuda de un vernier digital Mitutoyo, modelo CD-6.

Area foliar

Se seleccionaron hojas ampliamente extendidas, que por lo general se encontraban en la
zona media de la planta, y se estimo el area foliar a partir de calculos matematicos, que
involucran mediciones del largo por el ancho de las hojas segun la formula de Casierra-

Posada et al. (2007):
Y =0,728545X —0,001184X* + 8,60036002X°

Y: Area foliar (cm?)
X: Longitud (cm?) x Ancho (cm?)

Biomasa seca aérea

La biomasa seca constante se determind mediante el método de Campos (1994), que
consiste en separar la parte aérea de las plantas y colocarlas en bolsas de papel

previamente rotuladas de acuerdo a los tratamientos. Luego se sometio a secado en la



estufa (Lab-Line™) a 80°C por 72 horas. Al término de este periodo, se procedio a pesar
cada una de las muestras con una balanza analitica marca Denver Instrument Company,

modelo TR-64.

Contenido de fosforo foliar

Al final del experimento se determiné el contenido de fosforo foliar. El andlisis del
tejido vegetal se realizd en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, Departamento de Biologia. Se pesé 1g de tejido vegetal seco
molido, correspondiente a la parte aérea de cada una de las plantas de parchita, en una
capsula de porcelana, y con una varilla de vidrio se impregno la muestra con nitrato de
magnesio al 50% para evitar la pérdida del elemento por volatilizacion; luego se calcind
(500 °C por 1h) y las cenizas obtenidas fueron digeridas con acido nitrico concentrado,
diluidas con agua desionizada y filtradas (Chapman y Pratt, 1973). A partir de esta
dilucion se determiné el contenido de fosforo por espectrometria de emision Optica de

plasma acoplado inductivamente (ICP-OES).

Porcentaje de infeccion micorrizica

El porcentaje de colonizacion de los HMA en los sistemas radicales, se realizo al final
del experimento mediante el procedimiento de decoloraciéon y tincion (Phillips y
Hayman, 1970), con modificaciones de Dodd et al. (2001), que consiste en tomar las
muestras de raices de aproximadamente 2 g, colocarlas en capsulas plasticas "tissue
teck" y sumergirlas en KOH 1%, en bafio de Maria a 90°C durante 5 minutos, para
despigmentar los tejidos corticales. Luego, se decantd el KOH vy, posteriormente, fueron
lavadas en agua destilada e introducidas en HCl 1% por 10 minutos para neutralizar el
KOH; se decant6 el HCI y se colocaron las muestras en tubos de tincion, para cubrirlas
con azul de tripano al 0,05% en lactoglicerina por 24 horas. Posteriormente, fueron
lavadas con agua de chorro hasta eliminar el exceso de colorante y se colocaron en

lactoglicerina, donde permanecieron hasta el momento de su evaluacion.

Se evalu6 de cada tratamiento por triplicado, una muestra de 10 segmentos de raices de

aproximadamente 2 cm de longitud, los cuales se colocaron paralelamente en un
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portaobjeto de manera perpendicular al eje mas largo, se les afiadio lactoglicerina a las
raices y se les colocd otro portaobjetos encima a fin de protegerles completamente

(Figura 1).

Figura 1. Esquema del montaje de raices tefiidas en azul de tripano en ldminas
portaobjetos.

La presencia o ausencia del micelio fungico y arbusculos, se determin6 con un
microscopio marca Motic serie B-1, con los objetivos de 10 y 40X (100 y 400X de
magnificacién). Cada segmento fue categorizado (dependiendo de la presencia o
ausencia del micelio intraradical) entre las clases 0 (0% infeccion) hasta 5 (>95%
infeccion). Simultdneamente, la proporcion de arbisculos en cada porcion infectada fue
categorizada entre A, (0% arbusculos) hasta A3 (100% arbusculos). La frecuencia de
micorrizacion y riqueza de arbusculos en la corteza radical que representa las variables
del porcentaje de infeccion de los HMA, se observaron segtiin el método de Trouvelot et
al. (1986), contando interceptos con y sin evidencias de infeccién y aplicando las
siguientes formulas:

Frecuencia de micorrizacion (%F) = (n1 + 5n2 +30n3 + 70 n4 +95n5) /N
Riqueza arbuscular total (%A) =a M /100
M (%) = (n1A +5n2A + 30 n3A + 70 n4A + 95 n5A) / 100
a (%) = (10 M1 + 50 M2 + 100 M3)/ 100
Donde la frecuencia de micorrizacion (%F) es simétrica en el rango 5-95

%, N es el numero de fragmentos observados, a es el porcentaje de
arbusculos en la porcion de raiz colonizada, M es la intensidad de
micorrizacion total (%), A es el nimero de fragmentos con arbudsculos
categorizados, nl.... n5y nlA....n5A representan el nimero de fragmentos

pertenecientes a las categorias como 1....5, respectivamente.
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Aislamiento e identificacion de los HMA presentes en el inoculo nativo

Para la extraccion de esporas de los HMA nativos, se siguid el método del tamizado
himedo de Gerdemann y Nicolson (1963). En una balanza analitica se pesaron 50 g de
suelo de cada muestra obtenida una vez culminada la fase de vivero y se colocd en un
beaker de vidrio de 500 ml de capacidad, se mezcldo con 300 ml de agua de chorro,
agitandose por 20 s. Posteriormente la mezcla fue vertida a través de tamices de 250 pum

hasta 35 um.

Las muestras que quedaron en el tamiz de 35 um, se colocaron en tubos de centrifuga a
los cuales se les afiadi6 10 ml de agua estos fueron colocados en una centrifuga
(Hamilton Bell V 6500) a 3 000 rpm durante 3,5 min, se descarto el sobrenadante y se
centrifugo nuevamente con sacarosa al 60%, luego el sobrenadante fue vertido sobre el
tamiz de 35 um, donde se lavaron las esporas con abundante agua de chorro. El residuo
resultante se coloco en una capsula de Petri para su posterior identificacion taxondmica.
Las esporas fueron transferidas a un portaobjetos con una gota de agua destilada.
Después de secarse la muestra, se colocd una gota de polivinil lactoglicerina (PVLG)
para preservar las esporas, luego se procedid a colocar un cubreobjeto. Una vez
preparadas las laminas se secaron en la estufa. Estas ldminas fueron observadas bajo
microscopio de luz con los objetivos de 10X y 40X, la identificacion taxonomica de las

esporas se realizo segun INVAM (1999) y Schiissler y Walker (2010).

Analisis estadisticos

Se efectuaron pruebas de normalidad D’Agostino-Pearson (Zar, 1999). Posteriormente
fueron analizados estadisticamente con un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el
programa Statistic, version 8 y finalmente para los tratamientos significativos se realizo
la prueba a posteriori de LSD All-Pairwise, con un nivel de significancia de 0,05.
Debido a que no se encontrd ninguna transformacion que permitiera normalizar los datos
de la altura (cm) por semana, se procedid a realizar el andlisis de varianza no
parametrico de dos vias de Friedman y se aplico la prueba de comparaciones multiples

de Tukey, con un nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis fisico-quimico del suelo

La Tabla 2 muestra el analisis fisicoquimico del suelo original utilizado en el ensayo. Se
puede observar, en lineas generales, una textura arcillo arenosa, pH ligeramente alcalino
y niveles de conductividad eléctrica, materia organica, nitrogeno, potasio y fésforo entre

medio y bajo.

Tabla 2. Analisis fisicoquimico del suelo original.

Determinaciones Resultado
Textura Aa
pH 7,8 A
CE (Mmhos/cm) 1,6 M
Materia organica (%) 0,5B
Nitrogeno total (%) 0,0025 B
Potasio (mg kg™) 95 M
Fésforo (mg kg™) 12M

Aa: arcillo-arenoso, CE: conductividad eléctrica, A: alto, M: medio y B: bajo.

En el andlisis fisico del suelo se evalu6 una de las propiedades morfologicas mas
importantes y de mayor utilidad en la caracterizacion de los suelos como lo es la textura,
la cual, para esta investigacion, resultd ser arcillo arenosa (Aa), lo que se traduce en un
porcentaje suficiente de arena que modifica las propiedades impartidas por la arcilla
permitiendo una adecuada produccion vegetal (Peralta, 1995) y evitando la
compactacion del suelo (que supone un impedimento fisico) que dificulta el crecimiento
de las hifas (Wallace, 1987). Al respecto, se ha sefialado que algunas especies como
Gigaspora sp., pueden ser favorecidas por los suelos arenosos (Day et al., 1987); sin

embargo, Duke et al., (1986), demostraron que la infeccion es baja en esta condicion.

El pH del suelo observado fue ligeramente alcalino. A menudo un pH superior a 6,5
solidifica muchos de los elementos necesarios para las plantas, entre ellos el fosforo, por
lo cual estas no pueden asimilarlo con facilidad. De alli el papel de los HMA, ya que

aumentan la superficie de absorcion de nutrientes, solubilizan el P y aceleran el
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movimiento del P hacia la raiz (Harrison, 1997).

Se ha senalado que, al igual que toda la micoflora edéfica, los HMA son dependientes
del pH. Al respecto, Barea y Jeffries (1995) argumentan que las HMA tienen amplia
adaptacion a condiciones de pH (éstas se han encontrado en suelos con pH desde 2,7-
9,2). Ademas, se han reportado diferentes especies y ecotipos en cuanto a su capacidad
para colonizar un hospedero en funcion al pH (Pena et al., 2006). En la Tabla 2 se
evidencia que el pH encontrado en el suelo usado para la presente investigacion, esta
dentro del rango natural para que se desarrolle la simbiosis, se establezca en el suelo y

ocurra la esporulacion, como lo sefialan los mencionados autores.

La salinidad se deduce a partir de la conductividad eléctrica, los resultados obtenidos
muestran CE media, lo cual puede representar un factor limitante en la produccion
agricola debido a que las sales en exceso son toxicas para las plantas, impiden la
absorcion de agua incrementando los dafios por sequia, alteran el metabolismo y causa
desbalance nutricional. Un exceso de cloro puede interferir en la absorcion de nitratos y
fosfatos, e igualmente una alta concentracion de sodio puede afectar la adquisicion de
calcio y magnesio (Mosse, 1991). Se ha demostrado que la mejora de la nutriciéon en
plantas micorrizadas es un factor clave que justifica el incremento de tolerancia a

condiciones de salinidad (Kennedy y Smith, 1995).

La materia organica (0,5%) encontrada en los suelos utilizados en los estudios resultd
ser baja (Tabla 2) lo cual puede favorecer el establecimiento de la simbiosis. Aun
cuando han habido especulaciones que afirman que la materia organica adicionada al
suelo, estimula el desarrollo micorrizico (Hayman, 1987), otros investigadores sefialan
que estos pueden crecer saprofiticamente en suelos con abundante materia organica
(Warner, 1984), existen estudios que plantean que altos contenidos de materia organica

no siempre estimulan el desarrollo de las micorrizas (Herrera et al., 1995).

Gerdemann (1968) sefiala que un alto balance de nutrientes minerales reduce el grado de

infeccion de los HMA; mientras que un suministro de nutrientes bajos o desequilibrado
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lo aumenta. Concluyé que esa muy baja cantidad, o una deficiencia moderada de
nitrogeno o foésforo aumento la cantidad de carbohidratos en las raices, haciéndolas més
susceptibles a la infeccidn micorrizica. En la presente investigacion, los niveles de N, P
y K resultaron medios o bajos, lo que podria favorecer la infeccion con los HMA
aplicados. Por su parte, Sieverding (1991) sefald que el beneficio aportado por la accion
micorrizica en la absorcion de nutrientes para el crecimiento de las plantas resulta

altamente efectivo, particularmente en suelos tropicales deficientes en P asimilable.

Evaluacion del crecimiento y desarrollo de la parte aérea de las plantas

La Figura 2 muestra que para la fecha de cosecha (semana 13) las plantas de Passiflora
edulis inoculadas con HMA tanto nativos como comerciales, combinadas o no con
fosforo [P+IN, P+(F+D) y IN, (F+D)], maximizaron el crecimiento y desarrollo,

observandose mayor altura y nimero de hojas en comparacién con las no micorrizadas.

Figura 2. Crecimiento y desarrollo a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos. A: control; B: 25 mg kg™ de fosforo (P); C:
Funneliformis mosseae + Diversispora spurca (F+D); D: 25 mg kg' P +
Funneliformis mosseae + Diversispora spurca [P+(F+D)]; E: inoculo nativo (IN);
F: 25 mg kg P + inoculo nativo (P+IN).

También se observd la aparicion de los primeros zarcillos (estructura que le permite
fijarse al soporte) en plantas micorrizadas (Figura 3), lo cual indica que ha culminado la

fase de vivero de las plantas juveniles y que estan listas para su trasplante definitivo
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como lo sefialan Pérez y Rosales (2005). Esto resultados permiten inferir que las
micorrizas son sumamente importantes para disminuir el tiempo en la fase de vivero, por

lo que el trasplante definitivo puede darse antes de los 60 dias después de la siembra.

Figura 3. Zarcillo desarrollado en planta de Passiflora edulis inoculadas con HMA.

Altura

La Figura 4A muestra que la altura se incrementa durante todo el periodo de
experimentacion para todos los tratamientos, alcanzando valores mayores al final del
ensayo. Las plantas tratadas con inoculo nativo o introducido, combinados o no con
fosforo alcanzaron la mayor altura, en comparacion con el control y con aquellas donde
solo se aplico fosforo. En la Figura 4B y Tabla 1 del apéndice se pueden apreciar
diferencias estadisticamente significativas (Fs=19,21; p<0,001) entre los tratamientos
durante el periodo de observacion semanal, formdndose los siguientes grupos: el grupo
a, de mayor altura, representado por los tratamientos inoculados con HMA nativos con o
sin la aplicacion de P; seguido del grupo intermedio representado por las plantas
sometidas al inoculo introducido con o sin P (grupo ab y abc) y finalmente aquellas
sometidas a los tratamientos no micorrizados (grupo bc y c) que alcanzaron la menor
altura (P y control). Al final del experimento (Figura 4C) se puede observar un
comportamiento parecido, con mayores valores en las plantas micorrizadas en

comparacion con las no micorrizadas (Fs=4,71; p=0,004) (Tabla 2 del apéndice).
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Figura 4. Variaciéon temporal de la altura (A), altura durante el periodo de
observacion semanal (B) y altura a cosecha (C) de Passiflora edulis sometida a
diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis mosseae + Diversispora
spurca; P: 25 mg kg de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg P + inoculo nativo; P+(F+D): 25 mg kg P
+ Funneliformis mosseae + Diversispora spurca; control. Los valores son los promedios + ES (n=6
para A y C; n=42 para B). Las letras sobre las barras indican diferencias entre tratamientos
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Los resultados obtenidos para las plantas de parchita se corresponden con los mostrados
para la guayaba (Psidium guajava), donde en los tratamientos micorrizicos (nativos y
comerciales) se alcanzaron los mayores valores con respecto al control no micorrizado;
igualmente, la fertilizacion con superfosfato triple (SPT) unida a la inoculacién con uno
de los HMA comerciales (Scutellospora fulgida), produjo mejores resultados que los

inoculados con S. fulgida sin SPT (Chacon y Cuenca, 1998).

El hecho de que las plantas inoculadas con HMA presentaran una mayor altura, puede
deberse a una mejora nutritiva de la planta, propia de la accidn micorrizica en el
aumento de la eficacia en la absorcion y/o asimilacién de nutrientes por la raiz, en
especial de aquellos poco mdviles, como fosforo, y a cambios metabolicos profundos y
complejos debido a la integracion fisiologica de los simbiontes que conllevan a una
mayor altura de las plantas (Stiirmer y Bellei, 1994); todo ello aunado al grado de
compatibilidad de la planta con el indculo micorrizico bajo las condiciones establecidas
por cada tratamiento, lo cual influye directamente en la expresion de los beneficios de la
simbiosis en la nutricion del huésped, repercutiendo en una mayor inversion energética
de la planta para su crecimiento y desarrollo de la parte aérea de manera general (Powell
y Bagyaraj, 1984). El comportamiento observado en la altura de las plantas estuvo
marcado por la accion de las micorrizas, mas que a la combinacion de éstas con P o por
la aplicacion del fosforo s6lo. Los bajos valores que alcanzaron las plantas control y las
tratadas solo con fésforo confirman los aportes de los HMA para garantizar un rapido

crecimiento.

NUmero de hojas
La Figura 5A muestra que el nimero de hojas también se incremento durante todo el
periodo de experimentacién en todos los tratamientos, alcanzando mayores valores al

3 ava

final del ensayo (1 semana), con menores valores en las plantas control en
comparacion con los demds tratamientos. En la Figura 5B y Tabla 3 del apéndice se
puede apreciar diferencias estadisticamente significativas (Fs=40,87; p<0,001) entre los
tratamientos durante el periodo de observacion semanal, formandose los siguientes

grupos: el grupo a, de mayor altura, representado por los tratamientos inoculados con
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HMA nativos con o sin la aplicacion de P y por P+(F+D); seguido del grupo intermedio
representado por las plantas de los tratamientos F+D y P (grupo b) y finalmente el
control (grupo c¢) con la menor altura. Al final del experimento (Figura 5C) se puede
observar un comportamiento parecido, con mayores valores en las plantas micorrizadas

en comparacion con las no micorrizadas (Fs=5,55; p<0,001) (Tabla 4 del apéndice).

Estos resultados son contrarios a los encontrados por Pimienta-Barrios et al. (2009) en
agave (Agave tequilana), donde las micorrizas (Glomus fasciculatum y G. intraradices)
no afectaron el nimero de hojas en comparacion con el control sin inoculacion.
Igualmente difieren de los de Rivera et al. (2011) en aguacate (Persea americana),
donde no se encontraron diferencias significativas en dicha variable cuando las plantas
fueron inoculadas con G. hoi-like y con Funneliformis mosseae, con respecto al control.
El hecho de que la inoculacidon con F. mosseae no aumentara el numero de hojas con
respecto al control en aguacate, a diferencia de los mostrado en la Figura 5, puede
deberse a la especificidad del HMA con la planta hospedera o a que para P. americana
se utilizé solo F. mosseae, mientras que para la parchita se uso F. mosseae combinado

con D. spurca (F+D).

No obstante, los resultados (Figura 5) son similares a los obtenidos por Flores-Bello et
al. (2008) en leucaena (Leucaena leucocephala), donde las micorrizas (G. intraradices y
G. etunicatum) incrementaron su numero de hojas en comparacion con el control sin

inoculacion.

Las diferencias encontradas en el nimero de hojas, puede deberse principalmente, al
efecto de los HMA en el mantenimiento del estado hidrico de las plantas (Beltrano y
Ronco, 2008) y al aumento de la eficiencia en la captacion y traslocacion de nutrientes
desde el suelo hacia el sistema radical, lo que conduce al aumento de la inversion de la
planta en la produccion de la parte aérea y, por ende, al mayor nimero de hojas;
alcanzando a su vez, una mayor produccion de fotosintatos que son necesarios para el
establecimiento de la simbiosis, puesto que los HMA requieren de esqueletos

carbonados para su crecimiento y sobrevivencia (Tena, 2002).
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Figura 5. Variacion temporal del nimero de hojas (A), nimero de hojas durante el
periodo de observacion semanal (B) y numero de hojas a cosecha (C) de
Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D):
Funneliformis mosseae + Diversispora spurca; P: 25 mg kg™ de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg™ P +
inoculo nativo; P+(F+D): 25 mg kg™ P + Funneliformis mosseae + Diversispora spurca; control.
Los valores son los promedios + ES (n=6 para A y C; n=42 para B). Las letras sobre las barras
indican diferencias entre tratamientos.

2.3.- Grosor de la base del tallo
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El grosor de la base del tallo también fue variable durante todo el periodo de
experimentacion para todos los tratamientos, alcanzando los valores mayores al final del

3*™* semana), con mayores tendencias durante todas las mediciones en los

ensayo (1
tratamientos P+IN, IN y P+(F+D) con respecto al control (Figura 6A). En la Figura 6B y
Tabla 5 del apéndice se pueden apreciar diferencias estadisticamente significativas
(Fs=44,53; p<0,001) entre los tratamientos durante el periodo de observacion semanal,
formandose los siguientes grupos: el grupo a, con mayor grosor, representado por los
tratamientos inoculados con HMA nativos con o sin la aplicacién de P y por P+(F+D);
seguido del grupo intermedio representado por las plantas de los tratamientos F+D y P
(grupo b) y finalmente el control (grupo C) con el menor grosor. Al final del
experimento (Figura 6C) se puede observar un comportamiento similar, con mayores

valores en las plantas micorrizadas en comparacion con las no micorrizadas (Fs=6,65;

p<0,001) (Tabla 6 del apéndice).

Rivera et al. (2011), encontraron en que el grosor del tallo fue mayor cuando plantas de
aguacate se inocularon con G. hoi-like mas que con F. mosseae , ambos mayores que el
control sin micorrizacion, evidenciando los beneficios de los HMA comerciales sobre
dicha variable, sobre todo G. hoi-like. En la investigacion realizada con la parchita
(Figura 6), la inoculacién con HMA comercial (F. mosseae+D. spurca) arroj6 buenos

resultados con respecto al control.

Las diferencias encontradas (Figura 6) estan intimamente relacionadas, al igual que la
altura y numero de hojas, con las mejoras aportadas por la simbiosis en la nutricion de la
planta. La colonizacion micorrizica afecta positivamente el grosor caulinar, en un
sustrato pobre en nutrientes el micelio externo afiade area superficial, ayudando a la
funcién de la raiz sobre todo cuando ésta ha agotado los nutrientes de la zona del suelo
adyacente, comparando con plantas no micorrizadas, las plantas micorrizadas tienen mas
acceso a nutrientes limitantes del crecimiento, por ejemplo fosforo y nitrégeno. Como
una tipica respuesta al mayor suministro de nutrientes, el crecimiento caulinar es mas

realzado (Patton y Jones, 1989; Garnier et al. 1999; Slaton y Smith, 2002).
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Figura 6. Variacion temporal del grosor de la base del tallo (A), grosor durante el
periodo de observacion semanal (B) y grosor a cosecha (C) de Passiflora edulis

sometida a diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis mosseae +
Diversispora spurca; P: 25 mg kg™ de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg P + inoculo nativo; P+(F+D):
25 mg kg' P + Funneliformis mosseae + Diversispora spurca; control. Los valores son los
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promedios = ES (n=6 para A y C; n=42 para B). Las letras sobre las barras indican diferencias entre
tratamientos.

Vale destacar que el ensanchamiento también podria deberse a un efecto hormonal, ya
que la simbiosis micorricica estimula la actividad metabodlica radical y probablemente
aumente la sintesis de citocininas en las raices, donde se lleva a cabo este proceso
(Salisbury y Ross, 1992; Srivastava, 2002). Las mencionadas fitohormonas activan la
division celular y por consecuencia el crecimiento de diferentes organos de la planta
(Walch-Liu et al., 2000). Estas observaciones indican que la planta en cuestion presenta
cierta dependencia fisiolégica de las micorrizas, como ocurre en otras especies

vegetales, principalmente en sus primeras etapas de desarrollo (Salisbury y Ross, 1992;

Lambers et al., 1998).

Area foliar

La Figura 7 y la Tabla 7 del apéndice muestran la existencia de diferencias significativas
(Fs=5,25; p=0,002), observandose que las plantas inoculadas con HMA nativos con o
sin la aplicacion de P y P+(F+D) presentaron el mayor area foliar, seguidas de aquellas

tratadas con (F+D); mientras que las del control alcanzaron la menor area foliar.
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Figura 7. Area foliar a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis sometida a diferentes
tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis mosseae + Diversispora
spurca; P: 25 mg kg de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg P + inoculo nativo;
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P-+(F+D): 25 mg kg™ P + Funneliformis mosseae + Diversispora spurca; control.
Los valores son los promedios + ES (n=6). Las letras sobre las barras indican
diferencias entre tratamientos.

A diferencia de estos resultados, Pimienta-Barrios et al. (2009) encontraron que las

micorrizas (G. fasciculatum y G. intraradices) no afectaron las variables relacionadas
con el area (longitud y ancho foliar) del agave, en comparacion con el control sin
inoculacion. Por su parte, Rivera et al. (2011) en aguacate, encontraron diferencias
significativas en el area foliar cuando las plantas fueron inoculadas con G. hoi-like pero
no con F. mosseae , con respecto al control, indicando que este ultimo HMA, tal vez
requiera de la combinacion con D. spurca u otro hongo para mejorar dicho parametro

como fue encontrado en la presente investigacion (Figura 7).

Al analizar fisiologicamente el comportamiento productivo de cualquier especie vegetal
de interés agricola, los incrementos de las variables de crecimiento y el rendimiento
estan estrechamente relacionados con los procesos fotosintéticos que ocurren en las
hojas, por lo que es de vital importancia el andlisis de las variables morfologicas
vinculadas a este 6rgano. En este estudio las plantas micorrizadas mostraron mayor area
foliar en comparacién con las plantas no micorrizadas, esto puede deberse a que el
establecimiento de la simbiosis mejora el estado hidrico de las plantas (Beltrano y
Ronco, 2008) y la asimilacion de nutrientes (Declerck, et al., 1995; Cuenca et al., 2007)
para un mayor crecimiento de la longitud y ancho foliar, y por tanto, mayor area foliar,
lo que conlleva a mejorar la eficiencia fotosintética al haber mayor superficie de
absorcion de luz, intercambio gaseoso, mayor maquinaria fotosintética y, finalmente,

mejor bioproductividad (Lorenzo, 1994; Gil, 1995).

2.5.- Biomasa seca aérea

En cuanto a la acumulacion de biomasa seca area a cosecha de Passiflora edulis (Figura
8 y Tabla 8 del apéndice), se encontraron diferencias significativas (Fs=9,03; p<0,001)
entre tratamientos, con mayores promedios en las plantas cultivadas en suelos con IN y
con P+IN, seguidas en orden decreciente por aquellas cosechadas de los suelos con

P+(F+D), (F+D), P y control.
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Los resultados concuerdan con los encontrados por Chacon y Cuenca (1998), quienes

observaron que en plantas de guayaba micorrizadas (indculos nativos y comerciales) se
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Figura 8. Biomasa seca aérea a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis sometida a
diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis mosseae +
Diversispora spurca; P: 25 mg kg de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg™ P + inoculo
nativo; P+(F+D): 25 mg kg P + Funneliformis mosseae + Diversispora spurca;
control. Los valores son los promedios £ ES (n=6). Las letras sobre las barras
indican diferencias entre tratamientos.

alcanzaron los mayores valores de biomasa seca con respecto al control no micorrizado;
igualmente, la fertilizacion con superfosfato triple (SPT) unida a la inoculaciéon con uno
de los HMA comerciales (Scutellospora fulgida), produjo mejores resultados que los
inoculados con S. fulgida sin SPT. También son similares a los de Flores y Cuenca
(2004), quienes observaron mayores valores de biomasa seca en plantas de tara amarilla
(Oyedaea verbesinoides) cuando el suelo fue inoculado con el HMA Glomus manihotis

y mayores aun cuando se combino este hongo con P, en comparacioén con las plantas

solo fertilizadas con P y las del control. Del mismo modo, Usuga et al. (2008),
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determinaron que al aplicar HMA en plantas de banano (Musa AAA cv. Gran Enano)

(Musaceae) hubo mayor acumulacion de biomasa que en plantas no micorrizadas.

Estudios en invernadero demuestran que la asociacion simbidtica de los hongos
micorrizicos en las raices de las plantas producen diversos cambios y/o modificaciones a
nivel fisiologico, entre los que destacan los incrementos en la actividad fotosintética
(Auge, 2001), precedida de la regulacion de sus movimientos estomatales y la
evaporacion, dichos procesos finalmente se traducen en una mayor acumulacion de
biomasa, por efecto de la mayor capacidad de fijaciéon de CO,, lo cual concuerda con lo
observado en este estudio, donde las plantas micorrizadas, principalmente aquellas
cultivadas con IN y con P+IN, lograron una transformacion de materia seca por encima
de las plantas no micorrizadas (P y control). En los resultados obtenidos en este
bioensayo los hongos MA evaluados, en comparacion con el control, fueron capaces de
aumentar la habilidad del sistema radical para absorber la humedad del suelo, abrir los

estomas y fijar CO,, reforzando asi la produccion de biomasa seca.

En este sentido, los beneficios producidos por la asociacion micorrizica, como es la
estimulacién fotosintética para la captura de carbono, compensa la transferencia
continua que el micosimbionte demanda de su hospedera. De este modo la productividad
tiende a mejorar cuando las plantas micorrizadas exhiben una alta tasa fotosintética
(Martins et al., 1997). En este caso, tal comportamiento preponderé mayor cantidad de
biomasa aérea seca acumulada en las plantas de los tratamientos inoculados con HMA

con respecto a las plantas no micorrizadas.

Contenido de fosforo foliar

En lo que se refiere al contenido de P foliar de las plantas de parchita, se encontraron
diferencias significativas entre los valores registrados de esta variable (Fs=5,77;
p=0,001) (Tabla 9 del apéndice) y los distintos tratamientos , con mayores promedios en
las plantas cosechadas de los tratamientos P+IN, P+(F+D), seguidos de los micorrizados
con los in6culos nativo (IN) y comercial (F+D) sin fertilizacion fosforica y, por ultimo,

las plantas fertilizadas solo con P y control (Figura 9).
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Al igual que lo encontrado por Chacén y Cuenca (1998) en plantas de guayaba y por

Flores y Cuenca (2004) en tara amarilla, en la presente investigacion (Figura 9) la sola

aplicacion de los HMA increment6 el contenido de P en las hojas en comparacion con
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Figura 9. Contenido de fosforo foliar a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis
mosseae + Diversispora spurca; P: 25 mg kg™ de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg™ P
+ inoculo nativo; P+(F+D): 25 mg kg P + Funneliformis mosseae + Diversispora
spurca; control. Los valores son los promedios + ES (n=6). Las letras sobre las
barras indican diferencias entre tratamientos.

las tratadas solo con P y con las del control no micorrizado; ademas, la combinacion de

las micorrizas con la fertilizacion fosforica incrementd aun mas los valores.

Los mayores promedios de P en las plantas micorrizadas, indican que los HMA

facilitaron el transporte de P hacia la planta (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1986;

Godbold, 1999), por lo que es prudente considerar las bondades agronémicas de este

proceso en el desarrollo de las plantas, especialmente en los suelos tropicales donde el P

es un factor limitante (Fairhurst et al., 1999). Green et al. (1991), aseguran que la

concentracion de fosfatos en las hojas de una planta micorrizada son parte de los
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cambios intrinsecos que los micosimbiontes son capaces de producir a nivel foliar,

concordando con lo observado en la presente investigacion.

Las mayores concentraciones de P foliar encontradas en las plantas micorrizadas se
corresponden con los mayores valores encontrados en éstas para las variables de
crecimiento y desarrollo de la parte aérea, ya que el fosforo es una de los principales
macronutrientes requerido por las plantas y se acumula principalmente en las células en
division activa. El fosforo desempefia un papel clave en la fotosintesis, respiracion,
metabolismo energético (formacion de ATP) y en la estructuras celulares, como en el
caso de los enlaces diéster presentes en los 4cidos nucleicos (ADN y ARN), fosfolipidos
y en los fosfoaminoacidos que forman parte de fosfoproteinas, de alli que su deficiencia

limita severamente el desarrollo de la planta (Azcén-Bieto y Talon, 2000).

Con relacion a los fertilizantes fosfatados 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 inhiben la actividad micorricica (Sieverding,1991). Cada
indculo presenta una actuacion diferente en el hospedero, dependiendo de la fertilizacion
del suelo. Por esta razon, se considera a la fertilizacion fosforica como un arma de doble
filo para la infeccion micorrizica, ya que elevadas concentraciones de P puede inhibir la
expresion de los beneficios de determinados HMA, mientras que concentraciones bajas
de P puede inducir o acelerar el proceso de colonizacion del sistema radical del huésped.
En vista de esto, se puede observar que la concentracion usada (25 mg kg') en la
presente investigacion, mejoré los parametros de crecimiento y desarrollo antes
mostrados, particularmente cuando se combind con los inoculos nativo (P+IN) y
comercial (F+D), més que cuando las plantas s6lo fueron inoculadas con IN o con

(F+D).

La aplicacion del fosforo en los cultivos mejora el desarrollo de las plantas en general,
como igualmente se pudo observar para P. edulis al aplicarle 25 mg kg™ de P (Figuras 2,
4B, 5, 6B, 7y 8) en comparacion con el control; por lo cual se suelen afiadir fertilizantes

fosfatados en los cultivos, sin embrago, esto no le garantiza a la planta la incorporacion
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apropiada a sus tejidos para su buen funcionamiento (Kling, 1997; Valencia et al., 2000;
Johnson et al., 1997; Smith et al., 2000). En este sentido para la absorcion de P existe
una corresponsabilidad entre la planta y los organismos del suelo, en este caso los HMA,
los cuales actian movilizando el P hacia la raiz debido a que las hifas aumentan la
afinidad radical por este nutriente, lo solubilizan en el suelo al liberar 4cidos orgéanicos y
enzimas fosfatasas e incrementan su almacenamiento dentro del tejido vegetal (Harrison,
1997), de alli que la combinacion del indculo nativo y comercial con el fésforo [P+IN y
P+(F+D)] aument6 la incorporacion de Py, por ende, mejord el crecimiento y desarrollo

de la parchita.

Porcentaje de infeccién micorrizica

Frecuencia de micorrizacion (%F)

La frecuencia de micorrizaciéon se muestra en la Figura 10, en ésta figura se puede
observar los grupos formados producto de las diferencias estadisticas significativas
encontradas (Fs=27,33; p<0,001; Tabla 10 del apéndice), siendo las plantas cultivadas
en los suelos inoculados con HMA, con o sin P, las que alcanzaron mayores valores con

respecto a las no micorrizadas.
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Figura 10. Frecuencia de micorrizacion a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis
mosseae + Diversispora spurca; P: 25 mg kg™ de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg™' P
+ inoculo nativo; P+(F+D): 25 mg kg™ P + Funneliformis mosseae + Diversispora
spurca; control. Los valores son los promedios + ES (n=6). Las letras sobre las
barras indican diferencias entre tratamientos.

4.2.- Riqueza arbuscular (%A)

En cuanto a la riqueza arbuscular, se puede observar (Figura 11 y Tabla 11 del apéndice)
que existieron diferencias significativas entre tratamientos (Fs=16,56; p<0,001), con
maximos en las plantas cultivadas en suelos con inoculo nativo y comercial, combinados
con fosforo [P+IN y P+(F+D)], seguido por las plantas de los tratamientos IN y (F+D).

Las plantas no micorrizadas (P y control) tuvieron una riqueza arbuscular muy baja.
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Figura 11. Riqueza arbuscular total a cosecha (semana 13) de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos. IN: inoculo nativo; (F+D): Funneliformis
mosseae + Diversispora spurca; P: 25 mg kg™ de fosforo (P); P+IN: 25 mg kg™' P
+ inoculo nativo; P+(F+D): 25 mg kg™ P + Funneliformis mosseae + Diversispora
spurca; control. Los valores son los promedios = ES (n=6). Las letras sobre las
barras indican diferencias entre tratamientos.

Para Marschner y Dell (1994), la colonizaciéon micorrizica aumenta el desarrollo de las
plantas al incrementar la asimilacion de nutrientes por extension del area superficial de
absorcion o por la movilizaciéon de las fuentes de nutrientes aprovechables (por la
excrecion de compuestos quelatantes), lo que contribuye a una mejor utilizacion de
ciertas fuentes de fosforo orgédnico por la planta micorrizada y una mayor tasa de flujo
(dos a seis veces mas) debido a la longitud de las hifas externas (Jakobsen et al., 1992),
de alli que las mayores frecuencias y riquezas de las plantas encontradas en los
tratamientos micorrizados (Figuras 10 y 11), se corresponden con los maximos
mostrados por las variables de crecimiento y desarrollo y por el contenido de P foliar

(Figuras 2-9).
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Se puede decir que la capacidad de las micorrizas para promover el desarrollo de los
cultivos depende de dos factores: infectividad y efectividad. La infectividad se refiere a
la capacidad del hongo para penetrar e invadir la raiz intensamente y explorar el suelo,
asi como su habilidad de persistir en el sistema productivo, la infectividad es
directamente proporcional a la frecuencia de micorrizacion. Mientras que la efectividad
del hongo se demuestra cuando mejora el desarrollo del hospedante ya sea en forma
directa o indirecta, lo cual tiene que ver especialmente con la riqueza arbuscular, ya que
los arbusculos representan el sitio de intercambio de fosfato y otros nutrientes entre el
hongo y la planta, cuando estos estan presente en grandes porcentajes son indicativos de

una simbiosis efectiva (Smith y Read, 1997).

Se ha comprobado que los conceptos de infectividad y efectividad no estan relacionados
y se dice que los hongos micorrizicos arbusculares que establecen abundantemente
colonizaciéon micorrizica (80-90%) no necesariamente inducirdn mayores efectos, ya
que se pueden encontrar hongos micorrizicos que colonicen la raiz en menor proporcion
(15-40%) y muestren excelentes efectos en la nutricion y crecimiento de la planta (Bago
et al., 2000). Asi mismo, se ha establecido que los HMA que colonizan la raiz en mas
del 50% se consideran altamente infectivos (Bago et al., 2000), por lo que se puede
sostener que tanto los HMA nativos como F. mosseae y D. spurca, combinados o no con
P (Figura 10) resultaron ser eficaces en igual magnitud (mas de 80%F) para el
establecimiento de la simbiosis efectiva con las plantas de parchita y por ende para los

beneficios que ésta pudo aportarles (Figuras 2-8).

Es importante sefalar que se reportaron bajos niveles de colonizacion en los
tratamientos no inoculados con HMA (P y control; Figura 10), posiblemente debido a la
contaminacion involuntaria en la manipulacion de las plantas y el suelo y también por la
proximidad de las plantas, ya que pudo haber dispersion de esporas desde las plantas
inoculadas con HMA hasta las no inoculadas con hongo. Sin embargo, los bajos valores
de riqueza arbuscular mostrados para estos tratamientos (Figura 11) evidencian que la

simbiosis no fue efectiva como en los demas tratamientos.
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Se ha senalado que los arbusculos representan el sitio de intercambio de fosfato y otros
nutrientes entre el hongo y la planta (Smith y Read, 1997), por lo que se espera una
mejoria en el desarrollo vegetal cuando éstos se presentan de manera adecuada en el
sistema radical. Se puede observar que la combinacion de fésforo tanto con el indculo
nativo como el comercial, mejoré la formacion de arbusculos (Figura 11), lo que indica
que a esta concentracion (25 mg kg™), el P permite aumentar la formacion de arbusculos
por parte de los HMA, més que cuando este elemento no fue aplicado. Estos resultados
muestran una correspondencia entre la formacion de arbusculos, por parte del indculo
comercial, con el crecimiento y desarrollo de P. edulis; sin embargo, aun cuando las
plantas del indculo nativo sin la aplicacion de P no mostraran igual formacion de
arbusculos como cuando se combind con fosforo, el crecimiento y desarrollo no fue
disminuido (Figuras 2, 4B, 5, 6B, 7 y 8), indicando que posiblemente esa cantidad de
arbusculos fue suficiente para que las plantas mantuvieran una buena fisiologia y por

ende un buen desarrollo.

Identificacidn de los HMA presentes en el inoculo nativo

La Figura 12 muestra las esporas presentes en el inoculo nativo, en €sta se identificaron
nueve especies pertenecientes a la division Glomeromycota y al suborden Glominae; de
éstas cuatro pertenecen a la familia Acaulosporaceac (Acaulospora cf. bireticulata,
Acaulospora cf. denticulata, Acaulospora cf. foveata y Acaulospora sp.), tres forman
parte de Glomaceae ( Funneliformis cf badium, Glomus cf tortuosum y Glomus sp.), otra
esta incluida dentro de Gigasporaceae (Scutellospora sp.) y la especie Ambispora cf.

gerdermannii incluida dentro de la familia Archacosporeceae.
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Figura 12. Esporas presentes en el inoculo nativo. A: Acaulospora cf. bireticulata;
B: Acaulospora cf. denticulata; C: Acaulospora cf. foveata; D: Acaulospora sp.; E: Funneliformis cf.
badium; F: Glomus cf. tortuosum; G: Glomus sp.; H: Scutellospora sp.; I: Ambispora cf. gerdermannii.
Barra=15p.

Las esporas son estructuras de resistencia o sobrevivencia de los HMA desarrolladas a
partir de una clamidospora o bien a partir del micelio originado en una raiz previamente
infectada (Gerdemann y Trappe, 1974; Morton, 1993; Velandia, 2006). La distribucién y
riqueza de los HMA en los suelos ha sido estudiado desde hace varias décadas
basandose en la identificacion de esporas, agrupandolos seglin sus caracteristicas
morfoldgicas comunes. Dicha identificacion permite saber la composicion de los HMA
en diferentes ecosistemas y arroja una vision de su posible preferencia por los distintos
tipos de plantaciones, lo cual es de suma importancia en la agricultura sostenible ya que

de esta manera podria hacerse un uso mas eficiente de los beneficios de la relacion
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micorrizica (Cuenca et al., 2007).

La taxonomia de los Glomeromycota, al igual que la de muchos otros grupos de hongos,
se ha basado en el estudio de los rasgos morfologicos de las esporas, los cuales son los
mas frecuentemente utilizados junto con otras estructuras fingicas como el color,
tamafio, forma y estructura de la pared celular, permitiendo agrupar, muchas veces de
forma artificial, los diferentes hongos de la naturaleza. Para el caso concreto de los
hongos formadores de micorrizas arbusculares, no existen claves actualizadas o
completas que permitan identificar claramente los organismos colectados en la

naturaleza (Pena-Venegas et al., 2006).

La principal dificultad para que se produzca una adecuada colonizacion micorrizica,
radica en que los hongos formadores de micorrizas arbusculares poseen una baja
especificidad por la planta hospedera, a pesar de lo cual, se han observado diferencias en
la efectividad de la simbiosis entre los distintos aislados y su adaptacion a diversas
condiciones edaficas (Camprubi et al., 2000). En efecto, la afinidad de diversos HMA
con el hospedero se traduce en la obtencion de maximos beneficios (Camprubi et al.,
2000), lo que se evidencia en el presente estudio por el pool de esporas de HMA
encontrado en el inoculo nativo (Figura 12), que posiblemente actuan sinérgicamente
para proporcionar una buena asociacion para un mejor desarrollo vegetal como fue
observado en las plantas inoculadas con los hongos nativos en comparacion con las
inoculadas con (F+D) (Figuras 4-9). En particular, Agusti (2000), sefiala que los
patrones de crecimiento de citricos difieren segun la dependencia de los hongos

formadores de micorriza arbuscular.

En un estudio realizado en Colombia, se determind que los géneros mas comunes y
eficientes relacionados con los diferentes cultivos evaluados de Manihot esculenta
(yuca) para suelos colombianos son Glomus, Entrophospora y Acaulospora (Cadavid,
2000). Pena-Venegas et al. (2006) identificaron 31 morfotipos de HMA en estudios
realizados sobre la riqueza y abundancia de los HMA en suelos de bosques y suelos bajo

cultivo de la Amazonia colombiana, lo cual sirve de referencia para el mejor uso de
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estos microorganismos como biofertilizantes en la zona estudiada. Marcano (2012) en
suelos del sistema de produccion agricola de la granja “La Esperanza”, del estado Sucre,
cultivados con Manihot esculenta, Saccharum officinarum y Musa paradisiaca, aislo 21
especies de HMA, de las cuales identifico diecisiete morfotipos del género Glomus
(entre ellos Glomus cf. tortuosum) y dos de Acaulospora; mientras que, en los suelos de
produccion pecuaria, cultivados con Cynodon nlemfuensis y Pennisetum purpureum,
aislé 17 especies de HMA, identificando once géneros pertenecientes al género Glomus,
un Acaulospora y un Ambispora. Todo esto, en conjunto con las especies encontradas
para la parchita en el presente estudio, soporta la idea de que diferentes plantas
hospederas pueden favorecer diferentes poblaciones de HMA en el suelo alrededor de un

sistema de raiz.

En resumen, los resultados demuestran que el crecimiento y desarrollo de P. edulis se ve
mejorado cuando el suelo es inoculado con HMA nativo o con F. mosseae + D. spurca;
sin embargo, este ultimo indculo comercial es mas efectivo cuando se combina con 25

mg kg™ de fosforo.
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CONCLUSIONES

El uso de HMA (nativo y Funneliformis mosseae + Diversispora spurca) contribuye a
mejorar el nivel nutricional de Passiflora edulis, lo que se ve reflejado en mayor
crecimiento en altura, grosor de la base del tallo, nimero de hojas, area foliar y biomasa

seca de la planta.

La parchita es una planta dependiente de los HMA, ya que requiere de esta asociacion

simbiodtica para alcanzar su mayor nivel de desarrollo.

En cuanto a la absorcién de nutrientes, los HMA nativos y F. mosseae + D. spurca
tienden a mejorar el ingreso de fosforo (y posiblemente otros nutrientes) a la planta y por

ende el crecimiento y desarrollo.

El mayor o menor beneficio para la planta proporcionada por la simbiosis esta
relacionado directamente con él % de infeccion, dado por la compatibilidad planta-

HMA.

La clasificacion taxonoémica de las especies de hongos formadores de micorrizas
arbusculares presentes en los tratamientos con inoculos nativos, revela un pool de
especies micorrizogenas que trabajan sinérgicamente en la produccion del mayor beneficio

para ambos simbiontes.

El empleo de la inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares demuestra ser una
practica efectiva para la mejora en la produccion de P. edulis, constituyendo una
alternativa ecoldgica valida para la fertilizacion bajo las condiciones edafoclimdticas del

estado Sucre.
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RECOMENDACION

Se puede sugerir, para el cultivo de la parchita, la evaluacion de las especies de HMA
presentes en el suelo a cultivar para verificar la presencia de las especies nativas aqui
reportadas, de estar presentes, es recomendable no aplicar un inoculo comercial para
evitar posibles alteraciones de las especies nativas pero en caso de no estar presentes
dichas especies, puede aplicarse un inoculo comercial con F. mosseae + D. spurca,

combinado con 25 mg kg™ de fosforo, que seguramente también dara buenos resultados.

En vista de que el procedimiento para determinar el porcentaje de infeccion micorrizica
solo requiere de la utilizacion de aproximadamente 2 g de raices, en trabajos posteriores
deberia usarse el resto del sistema radical para hacer otras determinaciones como
biomasa seca radical, relacion biomasa seca raiz/tallo, determinacion de nutrientes
(principalmente P), entre otras, a fin de aportar mayor informacién que contribuya al

manejo del cultivo en estudio.

Para la presente investigacion, por cuestiones practicas y en vista de que se trataba de un
ensayo a pequefa escala y en un vivero, se us6é Fosfopoder 25%, el cual es un
fertilizante quimico no agroecoldgico, pero para estudios a mayor escala y directamente
en el campo se recomienda el uso de fertilizantes fosfatados de tipo agroecologico, como

la roca fosforica u otro que favorezcan una agricultura sostenible.
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APENDICE

Tabla 1. Analisis de varianza de la altura semanal (7-13 semanas) de Passiflora edulis

sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl sC CM F P
BLOQUES 5 1746,8 349,37 5,44 0,0001 *
TRATAM 5 6167,5 1233,50 19,21 0,0000 *
PERIODO 6 7838,2 1306,36 20,35  0,0000 *

TRATAM*PERIODO 30 842,8 28,09 0,44  0,9956 ns
Error 205 13160,0 64,19
Total 251 29755,3

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 2. Andlisis de varianza de la altura (cm) a cosecha (semana 13) de las plantas de
Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos. (Datos transformados mediante

1/X).

Fuente Gl DS CS P
BLOQUES 5 0,00083 1,665E-04 1,19 0,3444 ns
TRATAM 5 0,00331 6,622E-04 4,71 0,0036 *

Error 25 0,00351 1,404E-04
Total 35 0,00765

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 3. Analisis de varianza del nimero de hojas totales semanal (7-13 semanas) de
Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl SC CM F P
BLOQUES 5 90,19 18,0381 11,88  0,0000 *
TRATAM 5 310,14 62,0286 40,87  0,0000 *
PERIODO 6 353,43 58,9048 0,17  1,0000 *

TRATAM*PERIODO 30 7,52 0,2508 0,44  0,9956 ns
Error 205 311,14 1,5178
Total 251 1072,43

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

49



Tabla 4. Analisis de varianza para el nimero de hojas a cosecha de las plantas de

Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos.

Fuente Gl DS CS F P
BLOQUES 5 11,4722 2,29444 1,52 0,2189 ns
TRATAM 5 41,8056 8,36111 5,55 0,0014 *

Error 25 0,0035 1,50778
Total 35 90,9722

* . Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 5. Andlisis de varianza del grosor de la base del tallo (mm) semanal (7-13

semanas) de Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl SC CM F P
BLOQUES 5 18,718 3,7436 18,69  0,0000 *
TRATAM 5 44,595 8,9190 44,53 0,0000 *
PERIODO 6 67,796 11,2994 56,41  0,0000 *

TRATAM*PERIODO 30 1,620 0,0540 0,27  1,0000 ns
Error 205 41,061 0,2003
Total 251 173,791

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 6. Andlisis de varianza del grosor de la base del tallo (mm) a cosecha de

Passiflora edulis sometida a diferentes tratamientos.

Fuente Gl DS CS F P
BLOQUES 5 3,6683 0,73365 2,92 0,0328 *
TRATAM 5 8,3462 1,66924 6,65 0,0005 *

Error 25 6,2799 0,25120
Total 35 18,2944

* : Significativo (p < 0,05).

Tabla 7. Analisis de varianza del 4rea foliar (cm”) a cosecha de Passiflora edulis

sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl DS CS F P
BLOQUES 5 2174,10 434,82 1,44 0,2449
TRATAM 5 7932,17 1586,43 5,25 0,0020**
Error 25 7551,98 302,08
Total 35 17658,20

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).
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Tabla 8. Analisis de varianza para la biomasa seca (g) a cosecha de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl DS CS F P
BLOQUES 5 2,1128 0,42256 0,77 0,5788 ns
TRATAM 5 4,9397 1,66924 9,03 0,0001 *

Error 25 13,6815 0,54726
Total 35 40,4926

* . Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 9. Analisis de varianza del contenido de P foliar a cosecha de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl DS CS F P
BLOQUES 5 49,952 9,9903 0,78 0,5702 ns
TRATAM 5 318,952 63,7903 5,01 0,0026 **

Error 25 318,207 12,7283
Total 35 687,111

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 10. Analisis de varianza de la frecuencia de micorrizacion a cosecha de Passiflora
edulis sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl DS CS F P
BLOQUES 5 3018,7 603,75 2,09 0,0999 ns
TRATAM 5 39421,7 7884,33 27,33 0,0000 *

Error 25 7212,5 288,50
Total 35 49652.9

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).

Tabla 11. Analisis de varianza de la riqueza arbuscular a cosecha de Passiflora edulis
sometida a diferentes tratamientos.

Fuente gl DS CS F P
BLOQUES 5 458,82 91,76 1,15 0,3610 ns
TRATAM 5 6607,19 1321,44 16,56 0,0000 *

Error 25 1995.,41 79,82
Total 35 9061,42

* : Significativo (p < 0,05) y ns : No significativo (p > 0,05).
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