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Inoculacion de hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) durante la
aclimatizacién de plantulas de cafia de azucar
Maria del Rosario Moreno Hernandez, M.en C

Colegio de Postgraduados, 2022
RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) establecen interacciones simbidticas que mejoran la
productividad de los cultivos agricolas. El objetivo fue evaluar el efecto de diferentes dosis de
hongo Glomus intraradices sobre desarrollo en vitro de plantulas de cafia de azucar en etapa de
aclimatizacion. Plantulas obtenidas in vitro de cafia de azlcar (Saccharum spp. cv Mex 69-290)
fueron inoculadas en diferentes dosis (0, 50, 100, 200 y 400 esporas por planta) de G. intraradices
durante la aclimatizacion. A los 60 d de aclimatizacion e invernadero, se analizo el porcentaje de
supervivencia, porcentaje de colonizacion, materia seca, contenido de clorofila total, contenido de
macro y micronutrimentos. Ademas, se realizo la caracterizacion de las micorrizas por microscopia
de campo claro y multifoton. Se observaron efectos en las variables evaluadas. Las dosis de 50 y
100 esporas por planta, con 30 y 58 % de colonizacion, respectivamente, lograron una eficiente
interaccion simbiotica; mientras que, las dosis de 200 y 400 esporas por planta, con los mayores
porcentajes de colonizacién (80 y 86 %) tuvieron efectos negativos sobre la supervivencia,
desarrollo, contenido de clorofila y estado nutricional. Mediante microscopia se puede observar el
crecimiento de la hifa en los tejidos vasculares de la planta. La aplicacion temprana de micorrizas
en dosis adecuadas en plantulas durante la aclimatizacion podria representar una ventaja de

acondicionamiento previo al trasplante para el establecimiento de semilleros béasicos.

Palabras clave: Glomus intraradices, colonizacién, clorofila, microscopia, macro y micronutrimentos.



Inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus intraradices) during the
acclimatization of sugarcane plantlets
Maria del Rosario Moreno Hernandez, M. en C
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) establish symbiotic interactions that improve the productivity of
agricultural crops. This study aimed to evaluate the effect of different doses of the fungus Glomus
intraradices on en vitro development of sugarcane plantlets in the acclimatization stage. Sugarcane
(Saccharum spp. cv Mex 69-290) plantlets obtained in vitro were inoculated with different doses (0, 50,
100, 200, y 400 spores per plant) of G. intraradices during acclimatization. After 60 d of acclimatization
under greenhouse conditions, the survival percentage, colonization percentage, plant development, dry
matter, total chlorophyll content y macro- y micronutrient content were evaluated. In addition, mycorrhizae
were characterized by bright field y multiphoton microscopy. Effects on the evaluated variables were
observed. The doses of 50 y 100 spores per plant, with 30 y 58 % colonization, respectively, achieved an
efficient symbiotic interaction, while doses of 200 y 400 spores per plant, with the highest colonization
percentages (80 y 86 %), had negative effects on survival, development, chlorophyll content y nutritional
status. Using microscopy, it is possible observe the growth of the hyphae in the vascular tissues of the
plant. Early application of adequate mycorrhizal doses in plantlets during acclimatization could represent a

conditioning advantage prior to transplanting for the establishment of basic sugarcane seedbeds.

Keywords: Glomus intraradices, colonization, chlorophyll, microscopy, macro- y micronutrients.
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1. INTRODUCCION

La biotecnologia es una herramienta que utiliza sistemas bioldgicos y organismos vivos para la
modificacion de productos o procesos para usos especificos (Convenio de Diversidad Bioldgica
2022). Por lo tanto, las interacciones ecoldgicas entre diferentes especies pueden tener una
aplicacion préctica en la biotecnologia vegetal en cultivos de interés agricola y forestal (Sales et
al., 2021; Barbosa et al., 2021). La micorriza brindas algunas ventajas en el desarrollo,
supervivencia y éxito de las especies que la conforman (plantas y hongos) (De Souza-Ferrari et
al., 2020; Wang et al., 2022). Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son biétrofos
obligados que establecen asociaciones endosimbioticas con las raices del 85 % de las plantas
vasculares, incluidos diversos cultivos agricolas ( Di Martino et al., 2019). Los HMA mejoran la
absorcion de nutrientes minerales en la planta huésped (Lambers et al., 2017; Di Martino et al.,
2019; Ortas, 2019), tienen efectos positivos sobre la actividad fotosintética (Al-Karaki y Williams
2021), inducen la esclerificacion del tejido foliar, contribuyen indirectamente a reducir el ataque
de insectos herbivoros (Damin et al., 2020), disminuye la invasion de fitopatdgenos (Trinidad-
Cruzetal., 2017; Wu et al., 2021) y confiere la tolerancia al estrés abiotico en plantas como sequia,
salinidad, cambios bruscos de temperatura (Chandrasekaran et al., 2021) y metales pesados (Gupta
et al., 2021). Los efectos positivos de los HMA se han demostrado en cultivos agroalimentarios
como tomate (Lycopersicon esculentum) (Di Martino et al., 2019), cafia de azlcar (Saccharum
spp.) (Fors et al., 2020), arroz (Oryza sativa) (Campo et al., 2020), melén (Cucumis melo)
(Meddich et al., 2021) y planta lefiosa (Cinnamomum migao) (Xiao et al., 2022).

La cafia de azucar pertenece a la familia Poaceae, se cultiva principalmente en zonas tropicales y
subtropicales del mundo (Bigott et al., 2019; Tripathi et al., 2022). Es uno de los principales
cultivos agroindustriales y econdmicamente importantes del cual se obtienen diversos productos y
subproductos utilizados en la industria alimentaria, energética, quimica, farmacéutica, entre otras
(Senties-Herrera et al., 2017; Rivero et al., 2020; Shabbir et al., 2021). Sin embargo, la cafia de
azucar tiene grandes retos en materia de produccion debido a que el metodo de propagacion
convencional por yemas no garantiza el saneamiento y rejuvenecimiento de plantaciones
comerciales (Bello-Bello et al., 2018). Recientemente, la biotecnologia vegetal ofrece alternativas
para afrontar estas limitaciones, una de ellas es mediante la micropropagacion utilizando técnicas

de Cultivo de Tejidos Vegetales. Esta técnica garantiza la obtencion de plantas rejuvenecidas con



alta calidad genética y fitosanitaria. La aclimatizacion es la etapa final de la micropropagacion que
consiste en la transferencia de las plantulas a condiciones externas e inicio de su crecimiento en
vitro (Gomez-Kosky et al., 2021). Ademas, la aclimatizacion es un proceso que permite la
inoculacién temprana de micorrizas previo al trasplante en campo para el establecimiento de
semilleros basicos (Vergara et al., 2019). El objetivo fue evaluar el efecto de diferentes dosis de
HMA de la especie Glomus intraradices sobre el desarrollo en vitro de cafia de azUcar en etapa de

aclimatizacion.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1  Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes dosis de HMA de la especie Glomus intraradices sobre el desarrollo

en vitro de cafia de azucar en etapa de aclimatizacion.

2.2 Objetivos Especificos

Evaluar el desarrollo de las plantulas en vitro Saccharum spp. cv Mex 69-290
= Determinar el contenido de clorofila en plantulas en vitro Saccharum spp. cv Mex 69-290

= Determinar la cantidad micro y macronutrimentos absorbido por las plantulas en vitro de

cafa de azUcar micorrizadas.

= Visualizar y describir las diferentes etapas de micorrizacion en plantulas ex-vitro de cafia

de azucar mediante microscopia.
2.3 Hipotesis

La aplicacion de diferentes dosis de micorrizas arbusculares de la especie Glomus intraradices
adicionadas al sustrato tiene efectos sobre el porcentaje de supervivencia, colonizacion y fisiologia

en plantulas en vitro de Saccharum spp. cv Mex 69-290 durante la etapa de aclimatizacion.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Saccharum spp

Saccharum spp., es un cultivo de la familia de las poaceaes, se cultiva principalmente en zonas
tropicales y subtropicales (Bigott et al., 2019). Es originaria de Nueva Guinea, donde se cultiva
desde hace aproximadamente 4500 afios, llegd a México en la época de la Colonia; su primera
plantacion tuvo lugar en el estado de Veracruz, entidad que a la fecha sigue ocupo el primer lugar

con mas de la tercera parte de la produccion nacional (SADER, 2020).

Actualmente es el cultivo agroalimentario mas productivo del mundo. Debido a la naturaleza
quimica y bioguimica de la materia prima que produce presenta gran potencial para la
diversificacion productiva. (Gémez-Merino et al., 2017). Es un producto comercial en 130 paises
y territorios donde se cultiva (Moore et al., 2014; Senties-Herrera et al., 2017). Brasil ocupa el
primer lugar con 19.2 % de la produccion mundial, seguido de India con 16.1 %, Unién Europea
con 9.9 % y México ocupa el octavo lugar con 3.4 % (CONADESUCA, 2020).

De acuerdo a strasburger et al. (1988) la cafia de azUcar se clasifica taxonomicamente de la

siguiente manera (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de la cafia de azlicar

Taxones Clasificacion
Reino Plantae
Division Spermatophyta
Sub-divisién Magnoliophytina
Clase Liliatae
Sub-clase Lilidae

Orden Poales

Familia Poaceae
Sub-familia Panicoideae
Tribus Andropogoneae
Sub -tribus Saccharastrae



Género Saccharum

Especie Saccharum spp. Hibridos

3.1.1 Importancia del cultivo

La cafia de azUcar representa una gran importancia agroalimentaria e insumos para la industria
sucroquimica y bioenergética (Gdmez-Merino et al., 2017). De esta planta se pueden obtener mas
de 200 productos, coproductos, subproductos y derivados, incluyendo su uso en la biofabrica de
nuevos productos innovadores (Rivero et al., 2020; Zan et al., 2020).

En México hay 267 municipios rurales en 15 estados del pais, lo que genera un motor econémico
y de desarrollo con el 2.6 % del Producto Interno Bruto (PIB) manufacturero, el 13.8 % del PIB
agropecuario y el 11.6 % del PIB en la industria alimentaria (CONADESUCA, 2020). La zafra
2020-2021 se realiz6 en 49 ingenios, en una superficie cosechada de 789,996 hectéareas,
alcanzando una molienda de 51,292,545 toneladas de cafia y una produccion 5,715,448 toneladas
de azucar, posiciond al pais en el octavo lugar a nivel mundial en produccion de azlcar y cafia
molida (CONADESUCA, 2021).

3.1.2 Problematica del cultivo

La agroindustria de la cafia para México es importante en la vida econémica y social. Debido a la
sobredemanda, se hace necesario el empleo de técnicas que aumenten la productividad y
competitividad del cultivo (Rivera et al., 2010); el método de propagacion convencional con
semilla vegetativa, si bien es simple y rentable, no garantiza el saneamiento y rejuvenecimiento de
las variedades seleccionadas en el campo (Bello-Bello et al., 2018). Una alternativa a este
problema es el uso del Cultivo de Tejidos Vegetales esta herramienta biotecnolégica permite el
establecimiento, manipulacion y desarrollo de células, tejidos u drganos permitiendo asi la
regeneracion de plantas rejuvenecidas, genéticamente homogéneas, libres de plagas vy
enfermedades (Bello-Bello et al., 2014).

3.1.3 Biotecnologia Vegetal

La biotecnologia es una herramienta que utiliza sistemas biol6gicos y organismos para la

modificacion de productos o procesos para usos especificos (Convenio de



Diversidad Bioldgica 2022). En donde los microorganismos, células de animales y plantas,

enzimas, material genético aislado y clonado (Sasson, 1989; Roca y Ramirez, 2000).

La biotecnologia comprende un conjunto de técnicas aplicables a diversas actividades de la
sociedad, cuya base fundamental es multidisciplinaria, con disciplinas basicas como la biologia
celular y molecular, bioguimica, genética, microbiologia, inmunologia, ingenieria quimica y de

procesos (Roca y Ramirez, 2000).

3.1.4 Cultivo de Tejidos Vegetal y sus aplicaciones

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una técnica de la biotecnologia vegetal que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una célula
hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales, axénicas y controladas (Pérez et al.,
1999; Phillips y Garda, 2019).

Existen dos principales vias para la regeneracion de plantulas: la embriogénesis somatica y la
organogénesis. La organogénesis, hace referencia a produccion de érganos vegetales como raices
0 brotes y la embriogénesis somatica es formacion de embriones a partir de células somaticas
(Pérez et al., 1999). Tanto la organogénesis como la embriogénesis somatica se originan
directamente a partir de los tejidos parentales o indirectamente a través de la formacion de un callo,
y estan principalmente afectada por el tipo de explante y la sefializacién del regulador del
crecimiento de la planta (Loyola y Ochoa, 2018). Los cultivos resultantes pueden usarse
posteriormente para la produccién masiva de plantas micropropagadas (Espinosa-Leal et al.,
2018).

3.1.5 La micropropagacion

Se le llama micropropagacion o clonacién in vitro a la propagacién asexual de plantas utilizando
las técnicas de CTV (Pérez et al.,1999). La micropropagacion es un metodo eficiente para el
cultivo de tejidos, la multiplicacion y conservacién del germoplasma (Chirumamilla et al., 2020).
Entre las principales ventajas que ofrece son: sanidad vegetal, plantas libres de plagas y
enfermedades, homogeneidad genética y vigorosidad (rejuvenecimiento in vitro). Estas ventajas

hacen a la propagacion in vitro una practica comercial rentable con alto valor agregado. El proceso



de micropropagacion de cualquier especie vegetal consta de cinco etapas basicas (Figura 1), (Pérez
et al.,1999).

b) c) d)
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Figura 1. Esquema de la micropropagacion. a) seleccion de planta madre, b) establecimiento in vitro, c)

multiplicacion del tejido, d) elongacién y enraizamiento, e) aclimatizacion.

Etapa 0. Seleccion de planta madre: en esta fase se seleccionan y acondicionan las plantas madre
para asegurar el éxito de la micropropagacion, partiendo de una planta con caracteristicas

vigorosas (plantas elite).

Etapa |. Establecimiento in vitro: En esta etapa se lleva a cabo la eleccion y desinfeccion del
explante para iniciar el cultivo axénico. El éxito puede ser bajo por los problemas de adaptacion y
contaminantes que la planta puede presentar, sin embargo, es muy poco el material vegetal que se

necesita para iniciar la siguiente etapa.

Etapa Il. Multiplicacién de tejido: se realiza de manera concreta la micropropagacion donde se
obtiene un gran nimero de brotes nuevos. En esta etapa se ajustan las concentraciones de hormonas

y micronutrimentos para obtener un efecto en el nimero de brotes.

Etapa I11. Elongacion y enraizamiento: se pretende que los brotes generados en la multiplicacion
crezcan y desarrollen un sistema radical para hacer mas facil su manejo y adaptacion a un ambiente

en vitro.

Etapa IV. Aclimatizacién: su objetivo principal es obtener la supervivencia de las plantas al
momento del trasplante y el inicio del crecimiento en vitro. En esta etapa las plantas in vitro pasan

a condiciones externas, para la cual deben tomarse en cuenta caracteristicas importantes; humedad



relativa, incremento paulatino en la intensidad luminosa, trabajar bajo condiciones higiénicas para

el control de microorganismos.

3.2. Interacciones Simbidticas

Los microorganismos del suelo son responsables de diversos servicios ecosistémicos, como la
descomposicion de residuos organicos, la estructuracion del suelo y la simbiosis de raices. Las
relaciones simbioticas explican la interaccion entre dos organismos de distinta especie biologica
(Andrade-Torres, 2010; Flores-Juarez et al., 2020). Cuando se carece de la transferencia de
nutrientes del hongo a la planta se denomina simbiosis parasitica o parasitismo (Brundrett, 2004).
También existen asociaciones que pueden ser beneficiosas para ambas partes, y entonces se trata
de una simbiosis mutualista 0 mutualismo (Figura 2). Las micorrizas son asociaciones mutualistas
"equilibradas™ en las que el hongo y la planta intercambian los productos necesarios para su
crecimiento y supervivencia (Brunetto, 2004). Los hongos reciben carbono derivado de la
fotosintesis y proporcionan a la planta huésped nutrimentos como fésforo y nitrégeno (Genre et
al., 2020).
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Figura 2. Diagrama comparativo de los tipos de micorrizas y otras categorias de interacciones planta-
hongo.

3.2 1 Micorrizas

El término micorriza (que significa hongo-raiz) fue originado por Frank (1885), para describir una
asociacion que observo en las raices de arboles de los bosques templados (Latef et al., 2016).
Recientemente se definen como asociaciones entre hifas fingicas y dérganos de plantas encargados

de la absorcion de nutrimentos (Brundrett, 2004).

Se considera el 6rgano primordial en la captacion de nutrientes en 90 % de los ecosistemas
naturales y agricolas (Brundrett, 2002; Camarena-Gutiérrez, 2012). Los hongos son seres Vivos
heterdtrofos y por tal razon se benefician con los hidratos de carbono y vitaminas sintetizados por
la planta (Smith y Read, 2008). A su vez, estos toman Yy transfieren nutrientes principalmente
fosforo y nitrégeno del suelo a la raiz. Los hongos micorrizicos proporcionan proteccién contra
patdgenos y condiciones hidricas desfavorables (Lambers et al., 2018; Di Martino et al., 2019).
Cuando se establecen las interacciones, se modifica la morfologia de la raiz, lo cual genera nuevas

estructuras que caracterizan a los diferentes tipos de micorrizas.

De acuerdo a criterios morfologicos tanto de las plantas como de los hongos, se reconocen cuatro
grupos de micorrizas: a) ectomicorriza, b) micorrizas arbusculares (endomicorrizas), c)

Orchidaceae y d) Ericoides (Figura 3). A continuacion, se describe cada una de ellas.
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Figura 3. Esquema de los tipos de micorrizas, Traducido y adaptado de Selosse y Le Tacon (1998).

a) Ectomicorrizas Este tipo de hongo no entra a la célula, se caracteriza por tener un manto hifal.
Se encuentran en arboles de zonas templadas, siendo especialmente caracteristico en hayas, pinos,

robles entre otros. Este tipo de hongos son tanto ascomycetes, basidiomicetes y phycomycetes.

b) Micorriza arbuscular (endomicorrizas) es la mas comun, se presenta en mas del 85 % de las
especies vegetales de importancia agricola. Se le conoce también como endomicorriza, no forma
un manto externo. Las hifas se introducen en las células epidérmicas de la raiz y penetran en el
interior de éstas. Dentro de la raiz, el hongo coloniza las células de la corteza, pero no alcanza la

endodermis.

c¢) Orquidoide pertenece al grupo de las orquideas, intervienen en el desarrollo y vida juvenil de
la planta. Forma ovillos espirales dentro de las células. Su micelio es claro y ausente. Su principal
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caracteristica es la formacion de pelotones. Los hongos de este tipo de micorriza son

basidiomycetes.

d) Ericoides penetra en las células para formar ovillos y no presenta manto externo. Pertenece a

la clase de hongos ascomycetes y basidiomycetes.

3.2.2 Importancia de las micorrizas

Las micorrizas son importantes en la agricultura sostenible, pues modulan activamente la
absorcion de nutrientes (Lambers et al., 2018; Di Martino et al., 2019; Malhi et al., 2021). Ademas
del beneficio nutricional para las plantas, los hongos también pueden aumentar la tolerancia de
estrés abidtico (Lenoir et al., 2016; Al-Karaki y Williams. 2021) y metales pesados (Brunetto et
al., 2019; Gupta et al., 2021). Se sabe que los hongos micorrizicos arbusculares estimulan la
actividad fotosintética de las plantas (Frew et al., 2017; Santana et al., 2018; Brunetto et al., 2019;
Al-Karaki y Williams 2021; Sales et al., 2021) y mejoran la resistencia a enfermedades (Trinidad-
Cruzetal., 2017; Damin et al., 2020). Se exponen algunos estudios sobre los efectos positivos que

tienen las micorrizas en diversos cultivos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Estudios que ejemplifican algunos de los efectos positivos de los hongos micorrizicos arbusculares en diversos cultivos.

Cultivo Dosis Resultados Referencia
(esporas /
planta)

Agave (Agave 100 Mejoro la biomasa seca total de las plantas, en un intervalo (Trinidad-Cruz et al., 2017)
cupreata) entre 148 y 239 % mas con respecto al testigo sin HMA.
Frijol de bibijagua 100 Los HMA aumentdé la fitoestabilizacion de Cobre, (Santanaetal., 2018)
(Canavalia especialmente a dosis de vermicompost de 10 y 20 mg
ensiformis L.) fosforo kgt
Uva 100 En raices y brotes aumento la concentracion de fésforo. (Brunetto et al., 2019)

(Vitis vinifera)

Redujo la toxicidad del Cobre en uvas jovenes.

Trigo 120-150  Aumento de pigmentos fotosintéticos. (Gupta et al., 2021)
(Triticum aestivum) Mejoro la eficiencia del uso del agua.

Restaurd la alteracion mediada por arsénico.

Soja (Glycine max) 250 Los indculos de micorrizas son efectivos para apoyar el  (Al-Karaki y Williams., 2021)
crecimiento de la soja y contrarrestar los efectos de la

sequia.
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Alcaparra 30 Observaron que el crecimiento de las plantulas mejoré (Bouskout et al., 2022)

(Capparis spinosa) considerablemente debido a una mayor acumulacién de P,

K, Mg, Fey Zn.
Malanga (Colocasia 100 Induce tolerancia a salinidad durante la etapa de Baltazar -Bernal et al., 2022
esculenta L. Schott) aclimatizacion.

Efectos positivos en el desarrollo de las plantulas mejora

biomasa.
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3.2.3 Efecto de las micorrizas en el crecimiento de las plantas

Entre las principales ventajas que aportan las micorrizas a las plantas se encuentran, mayor
tolerancia a sequia, desequilibrios en el pH y altos contenidos de sales (Lenoir et al., 2016; Al-
Karaki y Williams., 2021). En planta de maiz (Zea mays L.) los HMA promovieron resistencia a
organismos patdgenos (Damin et al., 2020). En suelos contaminados por metales pesados, las
plantas micorrizadas poseen mayor resistencia, gracias a la capacidad para inmovilizar los metales
en la raiz (Brunetto et al., 2019). Otro aspecto importante es que permite mejorar
significativamente la disponibilidad, absorcion, asimilacion y translocacion de nutrientes
principalmente fosforo y nitrdgeno (Kamelchuk y Laman, 2021; Ortas, 2019). Se ha demostrado
que los HMA influyen positivamente en la acumulacion de algunos nutrimentos minerales,

especialmente los de baja movilidad como P y Zn (Ortas 2019; Lotfi et al., 2019).
3.2.4 Hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA)

Los HMA, originalmente son conocidas como micorriza vesicular-arbuscular. Son asociaciones
simbidticas mutualistas entre plantas vasculares y un pequefio grupo de hongos Glomeromycota
(Schubler et al., 2001; Pérez y Roja, 2011). La mayoria de HMA se caracterizan por la presencia
de hifas intrarradicas, arbusculos, micelio y esporas. El término "arbuscular' se deriva de estructuras

“arbusculos” que ocurren dentro de las células corticales (Smith y Read, 2008).

Una micorriza arbuscular tiene tres componentes importantes: la raiz misma, estructura del hongo
y un micelio extraradical (Smith y Read, 2008). Las estructuras de las micorrizas arbusculares son:
hifas estructuras filamentosas que sirve como ruta de germinacion, absorcidn agua y nutrientes y
le da soporte a la espora (Espinoza, 2013. Arbusculo son los sitios de intercambio simbi6tico en
estos ocurre la transferencia de nutrientes (Brundrett et al., 1996). Esporas son células Unicas
multinucleadas, dan origen a las hifas (Salamanca, et al., 2004). Y finalmente vesiculas las cuales
contienen lipidos y granulos de glicogeno (Oehl et al., 2011). Son almacenamientos importantes y
gue pueden actuar como propagulos para el hongo. Las micorrizas contribuyen al crecimiento de
las plantas y proteccion contra diversos factores abioticos, como sequia, salinidad y contaminacion
(Mota et al., 2020; Cheng et al., 2021).
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3.2.5 Micorrizas arbusculares en plantulas en vitro

La aplicacion de hongos micorrizicos en plantulas en vitro, permite una mejor supervivencia al
momento de su aclimatizacion en invernadero (De Souza et al., 2020). La aclimatizacion es la etapa
mas delicada de la micropropagacion, lo que dificulta la obtencidn de nuevas plantulas. El uso de
sustratos adecuados asociados con HMA son una alternativa para el desarrollo de plantulas. Di
Martino et al. (2019); Brunetto et al. (2019); Al-Karaki y Williams (2021) mencionan que los HMA
establecen asociaciones mutualistas simbiotica con la mayoria de las plantas, suministrando a las
raices nutrientes y agua. Estudios reportaron que en cultivos agricolas como, la soja (Glycine max),
tomate (Lycopersicon esculentum), uva (Vitis vinifera), cafia de azlcar (Saccharum spp.) aumento
el crecimiento y mejord la absorcion de nutrientes al inocular micorrizas arbusculares (Di Martino
et al., 2019; Brunetto et al., 2019; Al-Karaki y Williams 2021; Sales et al., 2021). Los HMA
también optimizan las relaciones con el agua, es decir; las plantas pueden sobrevivir al estrés por
sequia, salinidad y estrés por variacion de temperatura (Dallas et al., 2021; Meddich et al.,2021;
Sales et al., 2021). En virtud de lo anterior, el uso de esta tecnologia (HMA) en el campo podrian
favorecer el ahorro con el uso de fertilizantes solubles, asi como utilizar una tecnologia mas

sustentable con menor impacto en el medio
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Estrategia experimental

Para la realizacion de esta investigacion, se efectuaron diversas metodologias (Figura 4)

Material vegetal (Saccharum spp.cv Mex 69-290)

I
Micropropagacion

Multiplicacion in vitro en medio semisolido

Inoculacion de plantulas en etapa de aclimatizacion con diferentes dosis de Glomus intraradices

Dosis esporas por planta

0 50 100 200 400

Evaluacion de variables

|

Supervivencia, porcentaje colonizacion, nimero de brotes, numero raices, longitud de la raiz, peso
secoy porcentajle de materia seca

Contenido de clorofila
I

Contenido de macronutrimentos y micronutrimentos

Caracterizar a nivel raiz la microscopia de la planta
|

Analisis estadistico

Figura 4. Estrategia experimental
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4.2 Material vegetal y micropropagacion

Para el establecimiento in vitro de cafia, se colectaron &pices de 25 cm de la variedad Mex 69-290
de ocho meses de edad. Los &pices se lavaron con agua y jabon comercial Axion® (Mission Hills,
S.A. de C.V., San José de Iturbide, Guanajuato, MX). Estos fueron envueltos en bolsas de papel y
se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C durante 24 h. Los &pices se cortaron a una longitud de 15
cmy se colocaron en hidrotermoterapia en un bafio termostatico con circulacion (Ecoshel, SC-15;
TX, USA) a 50 °C durante 20 minutos. Posteriormente, en una campana de flujo laminar los apices
se redujeron a 2 cm, se enjuagaron durante 5 min en una solucion al 10 % (v/v) de cloro comercial
Cloralex™ (Industrias Alen, S.A. de C.V., Nuevo Ledn, MX) (5 % de i.a.) con tres gotas de Tween
20® (Sigma-Aldrich® Chemical Company, Saint Louis, MO, USA) por cada 100 mL de agua.
Finalmente, los explantes se colocaron individualmente en tubos de ensayo que contenian 10 mL
de medio MS (Murashige y Skoog 1962) suplementado con 30 g L' de sacarosa, sin reguladores
de crecimiento. EI pH del medio se ajust6 a 5.8 y se afiadié 2.5g L™! Phytagel™ (Sigma-Aldrich®)
como agente gelificante. Se esteriliz6 en la autoclave durante 15 min a 120 °C y 115 kPa. Los
explantes se incubaron a 24 + 2 °C, bajo irradiancia de 40 + 5 umol m 2 s ! y un fotoperiodo de 16
h luz. Después de una semana de cultivo, los apices se transfirieron para la fase de multiplicacion
a medio MS suplementado con 1 mg L™! kinetina (KIN, Sigma-Aldrich®), 1 mg L™ acido
indolacético (AIA, Sigma-Aldrich®) y 2 mg L™ 6-bencilaminopurina (BAP, Sigma-Aldrich®).
Después de cuatro subcultivos (45 d cada uno), los brotes obtenidos fueron individualizados y

enraizadas en medio MS semi solido suplementado con 2 mg L™ de carbén activado.
4.3 Inoculacion de micorrizas y condiciones del cultivo

La inoculacién con micorrizas se llevo a cabo en condiciones en vitro bajo invernadero utilizando
plantulas en vitro con una longitud de 5 cm y micorrizas de la especie Glomus intraradices
(Biofertilizante INIFAP®, Chiapas, MX). La inoculacion planta-micorriza se realiz6 en charolas de
polipropileno de 32 cavidades con un sustrato conformado por composta, turba y agrolita (2:1:1
v/v). El sustrato fue esterilizado en la autoclave durante 30 min a 120 °C y 115 kPa. Posteriormente,
al sustrato fueron agregaros diferentes dosis de G. intraradices a razon de 0, 50, 100, 200 y 400
esporas por planta. Las plantulas de cafia de azlcar se cubrieron con un domo traslucido para
controlar las condiciones de humedad. Las plantulas inoculadas se mantuvieron en condiciones de

invernadero con 60 % sombra a 30 + 2 °C, una humedad relativa del 60 + 10 % y luz natural a una
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irradiancia de 80 + 10 pmol m 2 s~ durante un mes. En una segunda fase, a las plantulas se les fue
retirado el domo con una temperatura de 35 + 2 °C, una humedad relativa del 30 % y luz natural a
una irradiancia de 150 + 10 pmol m™2 s™* durante un mes. Durante todo el experimento se aplico
riego con agua de osmosis dos veces por semana durante dos meses. Transcurridos 60 d de
aclimatizacion en invernadero, se evalud el porcentaje de supervivencia, porcentaje de
colonizacion, numero de brotes, longitud de la planta, nimero y longitud de raices y materia seca.
También, se registro contenido de clorofila total, contenido de macro y micronutrimentos (N, P, K,
Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mny B).

4.4 Caracterizacion de la inoculacion micorrizica

Microscopia de campo claro. Para visualizar el efecto de las diferentes dosis de HMA en raices de
cafia de azUcar, se obtuvieron segmentos de la raiz de cafia que fueron fijados en paraformaldehido
al 4 % (Sigma-Aldrich, St Louis, MS, USA), incubandose durante 48 h a temperatura ambiente.
Segmentos de la raiz fueron lavados tres veces con agua destilada y posteriormente fueron
incubados en KOH al 10 % por 15 min a 120°C. Se retiro el sobrenadante y se lavo tres veces con
agua destilada. Se adiciond una solucion de peroxido de hidrogeno alcalino y se incub6 durante 20
min a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron las muestras con agua corriente y se
incubaron en HCI al 10 % (Sigma-Aldrich, St Louis, MS, USA) durante 5 min, transcurrido el
tiempo se decantd y se adicion6 azul de tripano 0.05 % (Sigma-Aldrich) y se incub6 24 horas a
temperatura ambiente. Por ultimo, se retiré el azul de tripano y se adiciond una solucién de
acetoglicerol. Las muestras se observaron en un microscopio compuesto (BX50, Olympus, Japdn)
utilizyo objetivos 20X/0.50, UPlan-FL (a - 0.17) y 40x/1.00 (U-Plan-Apochromat, Olympus,
Japén). La adquisicion de imagenes se realiz6 con una cadmara de alta sensibilidad para
fluorescencia Infinity3 (Lumenera, Canadd) sincronizada a traves del programa Image Pro Premier
9.1 (Media Cybernetics, USA).

Microscopio multifoton. Las raices limpias se lavaron tres veces con agua desionizada y se
cubrieron con un portaobjetos de vidrio de cubierta de alto rendimiento. (D =0.17 mm + 0.005 mm
indice de refraccion = 1.5255 + 0.0015, numero Abbe = 56 * 2) y se observaron en el sistema de
microscopio (LSM 880-NLO, Zeiss, Germany; Walthman, MA, USA). En todos los experimentos,
las condiciones de operacion del microscopio fueron laseres a 458 nmy 543 nm con 1.0 % y 2.2

% de potencia, respectivamente.
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Las observaciones se realizaron con un objetivo de inmersion en aceite 63X/1.40 DIC, NA «©—0.17,
Zeiss Plan NEOFLUAR. Las imagenes se adquirieron por separacion de la emision en dos canales,
region verde para la tincion de solofenil flavine (481-543 nm) y region roja para la tincion de
yoduro de propidio (605 — 670 nm). Todas las micrografias se capturaron en formato CZI a 2048
x 2048 pixeles y RGB.

Colonizacion de micorrizas. A partir de las observaciones por microscopia se determinaron los
porcentajes de colonizacion micorriza utilizando la siguiente formula: Porcentaje de colonizacién

de raiz (%) = No. de segmentos infectados / No. de segmentos de raiz examinados x 100.

4.5 Contenido de clorofila

El contenido de clorofila total se determind segun la metodologia propuesta por Harborne (1973).
Para cada muestra, se macerd 1 g de material fresco con acetona al 80 % y se dejo reposar a -4 °C
durante 24 h en 80 % de acetona hasta un volumen final de 10 ml. Posteriormente, la mezcla se
filtrd con papel filtro No. 41, luego se ajustd a un volumen de 25 mL con acetona al 80 %. Se
utilizaron 2 mL por muestra y se leyé a una absorbancia de 663 y 645 nm para clorofila a y b,
respectivamente. Las lecturas se realizaron utilizando un espectrofotometro (Genesys 10S, Thermo
Scientific; MA, USA).

4.6 Contenido de macro y micronutrimentos

Para evaluar los macros y micronutrimentos, las muestras se secaron a 70 °C durante 72 h en una
estufa de secado. Se pulveriz6 en una licuadora (Oster 6832, Milwaukee, W1, USA). Las muestras
se sometieron a digestién humeda en una mezcla de acidos perclérico y nitrico a una concentracion
de 2:1 (v/v), segun el protocolo descrito por Alcantar y Sandoval 1999. Para determinar las
concentraciones de macronutrimentos (P, K, Ca 'y Mg) y micronutrimentos (Fe, Cu, Zn, Mn y B),
los extractos se analizaron utilizando un espectrometro de emisién dptica de induccion de plasma
acoplado (ICP- OES, Varian 725-ES, Agilent; Mulgrave, VIC, AUS). La concentracion de N se

determind mediante el método semi-microkjeldahl segun el protocolo descrito por Bremner (1995).

4.7 Disefo experimental y analisis estadistico

Los experimentos se realizaron con un disefio completamente al azar y por triplicados. Se realizo

un analisis de varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Tukey (p < 0.05) mediante el
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estadistico SPSS (version 22 de Windows). Los datos porcentuales se transformaron con la formula

Y = arcoseno (V (x / 100)), donde x es el valor porcentual.
5. RESULTADOS

5.1 Porcentaje de supervivencia y colonizacion micorrizica

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran un efecto de las micorrizas sobre el porcentaje
de supervivencia de las plantulas y porcentaje colonizacién de micorrizas (Figura 5). La
inoculacion con HMA en dosis entre 0-100 esporas por planta no tuvieron efecto en la
supervivencia, es decir se obtuvo mas del 95 % de supervivencia; mientras que, las dosis 200 y 400
presentaron el mayor efecto sobre la mortalidad de las plantulas, con 92 y 77 % de supervivencia,
respectivamente (Figura 5a). Respecto a la colonizacion, a mayor contenido de esporas por planta

resultd un incremento en el porcentaje de colonizacion (Figura 5b).
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Figura 5. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (Glomus intraradices) sobre a) supervivencia y
b) colonizacion evaluados a los 60 d de cultivo en vitro de Saccharum spp. cv Mex 69-290. Los resultados
se muestran como media = SE (error estandar). Las medias con una letra diferente son significativamente
diferentes (Tukey, p <0.05).
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5.2 Efecto de las micorrizas sobre el desarrollo en vitro

Al evaluar el efecto de diferentes concentraciones de HMA sobre el desarrollo de plantulas de cafia
de azlcar se observaron diferencias significativas para el niUmero de brotes, longitud de la planta,
numero de raices, longitud de raiz, porcentaje de materia seca y contenido de clorofila durante la
aclimatizacion (Figura 6). EI mayor nimero de brotes por planta se observo en los tratamientos con
50, 100 y 200 esporas por planta, con 2.0, 2.5 y 2.4 brotes por planta, respectivamente; mientras
que, el menor nimero de brotes por planta se midio en los tratamientos control y 400 con 1.25
brotes por planta, en ambos tratamientos (Figura 6a). Mientras que la longitud de las plantulas de
mayor altura se observé en el tratamiento con 100 esporas por planta, con 38 cm de longitud;
mientras que el resto de los tratamientos la altura de planta fue entre 33 y 36 cm de altura por
plantula (Figura 6b). Respecto al nimero de raices por planta, la mayor cantidad de raices se
obtuvieron en los tratamientos con 50 y 100 esporas por plantas, con 16.2 y 16.6 raices por planta,
respectivamente; mientras que, la menor cantidad de raices se obtuvieron en los tratamientos
control, 200 y 400 esporas por plantacon 11, 13.1y 13.2 raices por planta, respectivamente (Figura
6¢). Para la longitud de raices, las de mayor tamafio se observaron en los tratamientos con 100 y
200 esporas por planta con 15.5 y 15.0 cm de longitud, respectivamente; mientras que, las raices
de menor tamarfio se encontraron en el control y 50 esporas por planta, con 12.7 y 12.3 cm de
longitud, respetivamente (Figura 6d). Mientras que el porcentaje de materia seca (DM), las
plantulas tratadas con micorrizas mostraron los mayores porcentajes de DM, con 16 a 17 %;
mientras que, la menor cantidad de materia seca se observo en el tratamiento control, con 14 % de
DM (Figura 6e). En relacion a la clorofila total, el mayor contenido de clorofila se observd en los
tratamientos con 50, 100, 200 y 400 esporas por planta con valores entre 1, 1.1y 1.2 mg g~! PF;
mientras que, el menor contenido se encontré en el tratamiento control con 0.8 mg g~! PF (Figura
5f).
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Figura 6. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (Glomus intraradices) sobre el desarrollo, materia
seca y clorofila. a) nimero de brotes, b) longitud de la planta, c) nimero de raices, d) longitud de la raiz €)
% de materia seca y f) clorofila total, evaluados a los 60 d de cultivo en vitro de Saccharum spp. cv Mex

69-290 . Los resultados se muestran como media + SE (error estdndar). Las medias con una letra diferente

son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).

En la Figura 7 se muestran el desarrollo de las plantulas de Saccharum spp. inoculadas con

diferentes dosis de G. intraradices.
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Figura 7. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (Glomus intraradices) sobre el desarrollo de
plantula en vitro Saccharum spp. cv Mex 69-290 a los 60 d de la inoculacion de esporas. (a-€): 0, 50, 100,
200 y 400 esporas por planta. Barra negra =5 cm.

5.3 Contenido de macro y micronutrimentos

Al aplicar diferentes dosis de esporas por planta se observaron diferencias en el contenido de P, K,
Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y Mn; mientras que, para los nutrimentos N y B no se observaron diferencias
significativas (Cuadro 3). Para los macronutrimentos P, K y Mg, los mayores contenidos (mg kg de peso
seco) fueron obtenidos en la dosis de 0, 50 y 100 esporas por planta; mientras que, los menores contenidos
de estos nutrimentos fueron observados en las dosis de 200 y 400 esporas por planta. Para el
macronutrimento Ca, los mayores contenidos fueron obtenidos en las dosis de 100 y 200 esporas por planta;
mientras que, los menores contenidos de este elemento fueron obtenidos en las dosis 0, 50 y 400 esporas
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Cuadro 3. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) sobre el contenido de macro y micronutrimentos de plantula en

por planta. Respecto a los micronutrimentos, los mayores contenidos de Fe y Cu se observaron en las dosis
de 0, 50 y 100 esporas por planta; mientras que los menores contenidos de estos micronutrimentos fueron
obtenidos en las dosis de 200 y 400 esporas por planta. Para el peso de Zn y Mn, los mayores contenidos
fueron obtenidos en las dosis de 0 y 50 esporas por plantas; mientras que, los menores contenidos de estos

micronutrimentos fueron obtenidos en las dosis de 100, 200 y 400 esporas por planta.
5.4 Caracterizacion de la inoculacion micorrizica

De acuerdo a la caracterizacion hongo-planta realizada por microscopia se puedo observar una
interaccion simbidtica entre planta y hongo, con presencia de esporas, hifas y clamidosporas (Figura 8).
Las estructuras observadas en los tratamientos con micorrizas fueron esporas e hifas. Las esporas se
localizaron con mayor frecuencia en la periferia de la raiz, entre la epidermis y el mucilago de recubrimiento;
mientras que las hifas se observaron internalizadas entre cilindro central y el parénguima. Se observaron

estructuras arbusculares al interior de las células, formo prolongaciones de las hifas al exterior de la raiz.

vitro de Saccharum spp. cv Mex 69-290) en la etapa de aclimatizacion a los 60 d de cultivo.

HMA Macronutrimentos (mg kg peso en seco)
(espora/planta) N P K Ca
0 20,833.33 + 240.37a 5,393.33 £ 118.64a 33,333.33 + 1068.222 4,253.33 £ 29.05ab 3,866.66 + 100.88ab
50 20,600.00 + 404.14a 5,180.00 + 126.62a 32,800.00 + 873.682 4,073.33£139.20ab  4,226.66 + 89.50a
100 20,066.66 + 600.92a 5,333.33 £ 62.27a 32,700.00 + 850.492 4,586.66 + 98.37a 4,346.66 £ 71.72a
200 20,133.33 £ 417.66a 4,506.66 + 129.91b 28,133.33 £ 1020.34b 4,373.33 £ 208.35a 3,640.00 + 98.14b
400 20,600.00 + 493.28a 4,166.66 + 33.33b 28,033.33 + 966.66b 3,766.66 + 44.84b 3,496.66 + 190.64b
Micronutrimentos (mg kg peso en seco)
Fe Cu Zn Mn
0 112.96 + 0.28a 1472 + 0.47a 68.24 £ 4.70? 140.34 + 2.01a 15.67 £ 0.61a
50 111.03 + 8.85a 15.45+0.34a 61.48 + 3.98ab 130.66 + 1.05ab 15.43 £ 0.35a
100 108.96 + 2.70a 14.68 £ 0.34a 49.98 + 1.53b 122.91 + 4.80b 15.47 £ 0.65a
200 94.28 + 4.15ab 12.69 +0.48b 49.08 £ 2.38b 127.37 £ 0.99b 15.67 £ 0.36a
400 83.70 £ 1.30b 11.50 £ 0.15b 48.68 £ 1.72b 122.60 + 1.52b 13.93+0.43a

Los valores representan la media £ ES (error estandar). Medias con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Figura 8. Colonizacion de Glomus intraradices sobre el desarrollo de plantula en vitro de Saccharum spp.
cVv Mex 69-290 a los 60 d de la inoculacion de esporas. Se observaron estructuras fingicas tipicas, como
hifas intracelulares (ih), esporas (sp) y clamidosporas (cl). Izquierda: microscopia de campo claro y derecha:
fluorescencia por un microscopio multifotonico (a-b) Tratamiento de control, (c-d) presencia de esporas, (e-

f) hifas y (g-h) clamidosporas. Barra = 50 um.
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6. DISCUSION

6.1 Efecto de las micorrizas sobre el desarrollo en vitro

Los resultados demuestran el efecto de diferentes dosis de micorrizas sobre las diferentes variables
de desarrollo evaluadas, en este estudio la dosis recomendada por planta esta entre 50 y 100
esporas. El efecto positivo de estas dosis sobre el desarrollo podria deberse a que con un 30 y 58%
de colonizacion se logra una adecuada interaccion simbiotica, lo que podria favorecer en las plantas
la eficiencia fotosintética, la absorcidn de agua y nutrientes, lo que permite un desarrollo adecuado
de la plantula para su posterior transferencia al campo. En cultivos como la manzana (Malus
domestica) (An et al., 1993), las aceitunas (Olea europaea) (Porras-Soriano et al, 2009), la vid
(Vitis vinifera) (Trouvelot et al., 2015) y la mandarina roja (Citrus tangerine Hort. ex Tanaka)
(Wu et al., 2011) se ha comprobado aumento en el nimero de brotes cuando se inocula con HMA.
Sin embargo, los efectos de las micorrizas en el desarrollo dependen del tipo y la dosis de HMA
en relacion con la especie de planta huésped (Aslani et al., 2019; Ren et al., 2019). Segun estudios
de Xiao et al., (2022) sobre plantas de Cinnamomum migao, se obtuvo una mayor longitud de
planta y raiz y un mayor diametro de brote al inocular con 1.400 esporas por planta con el hongo
Glomus etunicatum en comparacion con Funneliformis mosseae y plantas no inoculadas. Meddich
et al., (2021) observaron que al usar un consorcio micorricico con Glomus sp. en el melén
(Cucumis melo) a una dosis de 44 esporas por planta, la biomasa de brotes y raices aumentd
significativamente. Wu et al., (2021) observaron que la colonizacién con micorrizas para vegetales
auna dosis de 300 esporas por planta promovi6 una mayor acumulacién de biomasa en las plantulas
de sandia (Citrullus lanatus L. cv. Qilin). Sales et al., (2021) en hibridos de Saccharum spp
obtuvieron un aumento en el rendimiento al inocular con HMA nativo a una dosis de 260 esporas.
En este sentido, Wu et al., (2022) sefialan que los HMA son bien reconocidos por mejorar en las

plantas el crecimiento y la acumulacién de biomasa.

En este estudio, el efecto negativo sobre diferentes variables de desarrollo a las dosis més altas de
micorriza podria deberse a una interrupcion de la simbiosis micorrizica causada por la colonizacion
excesiva de la raiz. Lopes et al., (2021) afirman que, en condiciones favorables, las plantas pueden
obtener nutrientes y agua por sus propios medios, la micorriza es menos importante para la planta.
Asi, las plantas cuentan con un mecanismo de autorregulacion para controlar la colonizacién

radicular excesiva, este mecanismo consiste en suprimir la colonizacion una vez que se alcanza
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una micorrizacion eficiente (Lépez-Raez y Pozo 2013). Ademas, los HMA son biotrofos obligados
que habitan en el sistema radicular y obtienen el carbono que aporta la planta. La HMA puede
recibir entre el 10 y el 30% de los fotosintetizados de la planta (Lopes et al., 2021). Por lo tanto,
las altas tasas de colonizacidn podrian causar competencia por los fotosintetizados, lo que conduce
a un menor desarrollo de las plantas. En este estudio, el aumento de la materia seca en los
tratamientos de HMA puede deberse a que G. intraradices es un hongo endomicorrizico. Este tipo
de hongo vive entre las células y los tejidos de la planta y podria provocar un aumento relativo de
la materia seca radicular en comparacion con el tratamiento de control, sin la presencia de colonias

en las raices.
6.2 Contenido de clorofila

En todos los tratamientos con micorrizas se observé un aumento en las clorofilas. EIl incremento
total de clorofila en dosis de 50 y 100 esporas por planta podria estar relacionado a una mayor
demanda de la actividad fotosintética a consecuencia de una eficiente colonizacion. En estudios
realizados por (Chen et al., 2017; Di Martino et al., 2019), sugieren que la colonizacién micorricica
aumenta los pigmentos fotosintéticos. Por otra parte, Campo et al., (2020) y Gupta et al., (2021)
sefialan que la colonizacion de HMA promueve la fotosintesis al aumentar la carboxilacion de
Rubisco y la regeneracion de RuBP (ribulosa-1,5-bis-fosfato). Meddich et al., (2021) encontr6 que
en plantulas de melén (Cucumis melo), en la que fueron administradas dosis de 44 esporas aumentd
el contenido de clorofila. Wu et al., (2021) en sandia (Citrullus lanatus L. cv. Qilin), observo el
aumento en la tasa de fotosintesis a una dosis de 300 esporas por planta. De acuerdo a Aseel et al.,

(2019) un adecuado estado nutricional promueve el aumento de eficiencia fotosintética.
6.3 Contenido de macro y micronutrimentos

La inoculacion de HMA tuvo efecto sobre el contenido de algunos macros y micronutrimentos en
las plantulas de cafia de azUcar cultivadas en vitro. Sin embargo, a pesar de que las hifas de HMA
tienen la capacidad de absorber y transferir N del suelo a las raices, no hubo diferencias
significativas en la acumulacion de N. El bajo contenido de los macronutrimentos P, Ky Mg en
dosis de 200 y 400 esporas por planta pudo haber ocurrido debido a una competencia por estos
nutrimentos debido a un exceso de colonizacién de HMA. El alto contenido de magnesio en dosis

de 50 y 100 esporas por planta puede estar relacionado también al alto contenido de clorofila en
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este tratamiento. EI magnesio tiene un rol importante en la clorofila debido a que participa en la
absorcion de luz y las reacciones de asimilacion de COz en el cloroplasto (Chaudhry et al., 2021).
En dosis de 50 y 100 esporas se observo un mayor contenido de calcio. Esto pudo deberse a una
eficiente colonizacion sin afectar la interaccion ecologica; mientras que, la disminucién de Ca a
dosis de 400 esporas por planta pudo deberse también a un exceso en la colonizacion, ocasionando
una competencia por este elemento. Los micronutrimentos Fe y Cu se vieron afectados también en
las dosis de 200 y 400 esporas por planta; mientras que, Zn'y Mn, solo fueron afectados en dosis
superiores a 100 esporas por planta. Bouskout et al., (2022) al inocular alcaparra (Capparis
spinosa) con 30 esporas por planta de un consorcio de HMA nativos, observaron que el crecimiento
de las plantulas mejor6 considerablemente debido a una mayor acumulacion de P, K, Mg, Fe 'y Zn.
Al-Karaki et al., (2021) informaron que hubo mayor concentracion de macro (N, P, y K) y
micronutrimentos (Fe y Cu) en hojas de plantas inoculadas con el consorcio de micorrizas
(Rhizophagus clarus, Rhizophagus intraradices, Septoglomus deserticola y Funneliformis
mosseae) a una dosis de 750 esporas por planta en comparacion con el control. Se ha demostrado
que los HMA influyen positivamente en la acumulacion de algunos nutrimentos minerales,

especialmente los de baja movilidad como P y Zn (Ortas 2019; Lotfi et al., 2019).
6.4 Caracterizacion de la inoculacion micorrizica

La caracterizacion de la interaccién micorriza-cafia de azGcar demostré una asociacion simbiotica
entre ambas especies a las dosis de 50 y 100 esporas por planta. Este hecho da una ventaja a la
interaccidon simbidtica; sin embargo, un exceso de hifas como resultado del aumento de la
colonizacion podria causar competencia por los elementos que mostraban deficiencias. La
extension de las hifas de HMA les permiten obtener mas agua y nutrientes del suelo en comparacion
con las plantas no micorrizadas. La deficiencia de algunos elementos en plantas puede explicarse

a una competencia de debido a que es una asociacion obligada para el hongo, pero no para la planta.

Los resultados obtenidos en este estudio tienen una implicacién practica para la fase de
aclimatizacion durante la micropropagacion debido a la importancia de la inoculacion temprana
con micorrizas en las plantulas obtenidas in vitro. Con la aplicacion de micorrizas se espera obtener
plantulas vigorizas con un adecuado sistema radicular, un mejor aprovechamiento de la

fertilizacion y mayor supervivencia en campo.
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7. CONCLUSIONES

La inoculacion de G. intraradices a diferentes dosis tiene efectos sobre el porcentaje de
supervivencia, colonizacion y fisiologia en plantulas en vitro de Saccharum spp. cv Mex
69-290 durante la etapa de aclimatizacion.

Los HMA, a dosis de 50 y100 esporas por planta, con 30 y 58 % de colonizacién, respectivamente,
mejoraron el desarrollo de las plantulas y promovieron un incremento en el contenido de clorofila
sin afectar la supervivencia durante la aclimatizacion.

Se demostré que las diferentes dosis de esporas por planta con HMA tuvieron un efecto sobre la
absorcién de algunos nutrimentos. Las dosis de 200 y 400 esporas por planta, que representan el
mayor porcentaje de colonizacion, tuvieron efectos negativos sobre la supervivencia, desarrollo,
contenido de clorofila y estado nutricional de algunos elementos.

Existe una respuesta fisiologica de las plantas en vitro de Saccharum spp. cv Mex 69-290
dependiente de la dosis de hongos micorricicos arbusculares, la cual estd relacionada a la
fotosintesis y desarrollo de las hifas ya que estas permiten la absorcién de nutrientes y agua,
generando asi un desarrollo adecuado de la plantula para su posterior transferencia al campo. La
aplicacién temprana de micorrizas en plantulas de cafia de azlcar durante la aclimatizacion podria
representar una ventaja de pre acondicionamiento antes del trasplante para el establecimiento de

semilleros basicos.
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