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Resumen

Objetivo. Obtener un sistema de micorrizacién in vitro en sistemas de cultivo autotréfico para plantas de mora de castilla (Rubus
glaucus, Benth). Materiales y métodos. Se utilizaron esporas y fragmentos de raices con vesiculas del Hongo Formador de Micorriza
Arbuscular (HFMA) Glomus sp. (GEV02). Se estableci6 un sistema de cultivo autotréfico para plantulas de mora, comparando dos
métodos de inoculacién directa con el HFMA. Se cuantificé €l nimero de esporas producidas, la longitud del micelio extraradical; asi
como €l porcentaje de colonizacién del HFMA. Adicionalmente se midi6 la longitud aérea y radical, €l peso fresco y seco de la parte
foliar y radical para determinar el desarrollo de las plantas. Resultados. El sistema de cultivo autotréfico fue exitoso para plantas de
mora de castilla (Rubus glaucus, Benth); observandose un 6ptimo crecimiento de la parte aérea y radical de la planta. Adicionalmente
en este estudio se pudo obtener un sistema que permiti6 el desarrollo de Glomus sp (GEV02) bajo condiciones in vitro, con formacién
de estructuras tipicas de la simbiosis como una buena colonizacién intraradical, con produccién de arbiisculos y vesiculas, asi como
el desarrollo de micelio extraradical con hifas ramificadas y la formacién de nuevas esporas. Conclusion. Las plantas de mora
micropropagadas se asociaron con €xito, por primera vez, con un hongo formador de micorriza arbuscular bajo condiciones in vitro,
permitiendo el desarrollo del sistema simbiético HFMA Glormus sp., asociado a las raices de plantulas de mora castilla micropropagadas.

Palabras clave: hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA), cultivo autotréfico, Rubus glaucus Benth, Glomus sp (GEV02),
micorrizacion in vitro.

Abstract

Evaluation of an in vifro mycorrhization system of blackberry plants (Rubus glaucus, Benth). Objective. Obtain an in vitro
mycorrhization system in autotrophic culture systems of blackberry plants (Rubus glaucus, Benth). Materials and methods. We used
spores and root fragments with vesicles of Arbuscular Mycorrhizal Fungus (AMF) Glomus sp (GEV02). We established an autotrophic
culture system of blackberry plantlets comparing two methods of direct inoculation of the AMF. We measured the number of spores
produced, the length of the extraradical mycelium as well as the percentage of colonization of the AMF. Additionally, we measured
the shoot and root length, and the fresh and dry weight of the leaf and root parts to determine the plant development. Results. The
autotrophic culture system was successful for blackberry plants (Rubus glaucus, Benth; an optimal shoot and root growth was observed.
Additionally, we obtained a system that allowed the development of Glomus sp. in in vitro conditions, with the formation of structures
typical of the symbiosis as well as a good intraradical colonization, with the production of arbuscules and vesicles, development of
extraradical mycelium with branched hyphae, and formation of new spores. Conclusion. For the first time, micropropagated blackberry
plants associated successfully with an AMF under in vitro conditions, enabling the development of the symbiotic system AMF Glomus
sp. associated to roots of micropropagated blackberry plantlets.

Key words: arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), autotrophic culture, Rubus glaucus Benth, Glomus sp. (GEV02), in vitro mycorrhization.
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Resumo

Avaliacdo de um sistema para micorrizagdo in vitro em plantas de amora-preta (Rubus glaucus, Benth). Objetivo. Obter um
sistema de micorrizag8o in vitro em sistemas de cultura autotréficos para plantas de amora-preta (Rubus glaucus, Benth). Materiais e
métodos. Foram usados esporos e fragmentos de raizes com vesiculas do Fungo Formador Micorrizico Arbuscular (FFMA) Glomus sp.
(GEV02). Foi estabel ecido um sistema de cultivo autotrofico paramudas de amora-preta, comparando dois métodos deinoculagdo direta
com o FFMA.. Foi quantificado o nimero de esporos produzidos, o comprimento do micélio extraradicular; bem como a porcentagem
de colonizagdo do FFMA. Além disso, foi medido o comprimento e o peso fresco e seco da parte folhar e radicular para determinar o
desenvolvimento das plantas. Resultados. O sistema de cultivo autotréfico foi bem-sucedido para as plantas de amora-preta (Rubus
glaucus, Benth), ondefoi observado um crescimento 6timo da parte aéreae daraidicular daplanta. Além disso, neste estudo foi obtido um
sistema que permitiu o desenvolvimento de Glomus sp (GEV 02) sob condi¢desin vitro, com formagdo de estruturas tipicas dasimbiose
como uma boa colonizag&o intra radicular, com producéo de arbuisculos e vesiculas, assim como o desenvolvimento de micélio extra
radicular com hifas ramificada e a formac&o de novos esporos. Conclusdo. As plantas de amora-preta micropropagadas associaram-se
com sucesso, pela primeiravez, com um fungo formador micorrizico arbuscular em condigdes in vitro, permitindo o desenvolvimento
do sistema simbiético FFMA Glomus sp., associado as raizes das plantulas de amora-preta micropropagadas.

Palavras-chave: fungosformadores micorrizicosarbusculares (FFMA), o cultivo autotréfico, Rubus glaucus Benth, Glomus sp (GEV02),

micorrizag&o in vitro.

I ntroduccion

La mora de castilla (Rubus glaucus, Benth), pertenece
a la familia Rosacea, es una especie originaria de los
Andes Tropicales de América. Esta especie se distribuye
ampliamenteen € pais, seencuentraen formasilvestre, desde
el departamento del Putumayo hastael Valledel Magdalena
y es posible cultivarla en altitudes entre 2.000 y 3.200
metros (1). De acuerdo con el Ministerio de Agriculturay
Desarrollo Rural, laproduccion de moraen Colombiacrecio
de 59.406 tonel adas/afio en 1999 a82.135 toneladas/ario en
2010; en este mismo periodo de tiempo, aumento el area
sembrada de mora de 7.062 hectéreas a 11.883 hectéreas.
Siendo los departamentos de Cundinamarca, Santander y
Antioquia, losmejor posicionadosen aéreay produccion (2).
A pesar de lariquezay del gran potencial de lamora, esta
especie no haadquirido e grado de importancia esperado,
lo cual puede atribuirse a varias limitaciones dentro de las
gue se destaca, la propagacion asexual mediante acodos
0 estacas que frecuentemente, transmiten enfermedades
fungicas, bacterianasy virales que dejan grandes pérdidas
al agricultor (3), por cuanto se hace necesario el desarrollo
detécnicasalternativas de propagacion, mediante el cultivo
de tgjidos para garantizar una semilla vegetativa de alta
calidad fisiologica, fitosanitariay genética. El cultivo de
tejido vegetal in vitro o micropropagacion, constituye
dentro de |a biotecnologia moderna, la técnica que mayor
aporte practico habrindado en el sector (4). A pesar delos
multiples beneficios que generalamicropropagacion, existen
limitantes para un uso més extendido de esta técnicatales
como transferencia de plantulas en condiciones in vitro a
condiciones ex vitro, que constituye uno de |os pasos mas
criticos de la micropropagacién debido a ato grado de
mortalidad de plantulas (entre 50 y 90%). Estas pérdidas se
producen por problemas de aclimatacion, como consecuencia

de una cuticula poco desarrollada, estomas no funcionales
con un inadecuado control del estado hidrico de la planta
y un sistema radical déhil, que facilita la deshidratacion
(5-8). Las nuevas propuestas biotecnol 6gicas sugieren
aprovechar el recurso de lamicropropagacién, acompafiada
de la inoculacion con Hongos Formadores de Micorriza
Arbuscular (HFMA). La estrategia de la inoculacion con
HFMA se haimplementado con éxito parareducir €l estrés
durante €l trasplantey garantizar un crecimiento rapido tanto
del material vegeta propagado en condiciones de vivero o
invernadero, como en plantas originadasen cultivoinvitro,
debido a los efectos benéficos de esta asociacion sobre la
nutricion y el crecimiento de las plantas (8, 9-12).

Voetset al., (2005) desarrollaron un sistemademicorrizacion
invitro que podria ser adaptado a mora de castilla (13).
Este sistema, permitié la asociacion exitosa de HFMA a
plantulas de papamicropropagadas; lasraicesy losHFMA
sedesarrollaron bajo estrictas condiciones de cultivoinvitro,
mientras que la parte aérease desarrollabaal airelibre, con
unaintensidad luminicaaltaque permitialafotosintesisde
laplanta, lashifas que emergian delas esporas eran capaces
de colonizar las raices, de desarrollar micelio extraradical
y producir nuevas esporas.

En el presente estudio se adapt6 y evalud un sistema de
cultivo autotrdfico paralamicorrizacionin vitro de plantulas
micropropagadas de mora de castilla (Rubus glaucus,
Benth), este tipo de sistema (13), permite observar en
formadirecta, no destructiva, ladindmicade lasimbiosis
incluyendo produccién de esporas, la colonizacién
intraradical de las raicesy su capacidad de reproducir €l
ciclo de vida del hongo, mientras la planta se desarrolla
al aire libre con una intensidad luminica que permite la
fotosintesis de esta.
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Materialesy méodos

Produccion de plantulasde morain vitro

Las plantulas de mora de cadtilla (Rubus glaucus, Benth)
variedad sin espinasfueron proporcionadas por el Laboratorio
deMicropropagacion de Plantas del Centro de Biotecnologia
y Bioindustria - CBB de CORPOICA, provenientes de
una etapa de multiplicacion. El material vegetal se enraizé
en el medio basal Lepoivre modificado (14), el cua se
prepard a partir de soluciones madre de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas y FeNaEDTA, suplementado
con 0,4 mg detiamina, 100 mg deinositol, 0.1 mg deAcido
Indol Butiricoy 20 g de sacarosa. Despuésde gjustar €l pH a
5,8; seafiadieron 7 gdeagar. A continuacion serepartieron
30 ml de medio en tubos y se introdujeron en autoclave
(120°C durante 20 min). Las plantulas se mantuvieron en
un cuarto de crecimiento con una temperatura promedio
de 22°C, fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad y
unaintensidad luminica de 200 lux.

Obtencion del inéculo de HFM A

Se utilizaron esporasde Glomus sp. (GEV 02), provenientes
de un cultivo de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth).
La multiplicacion del HFMA se realizd bajo condiciones
deinvernadero utilizando como hospedero cebollade bulbo
(Alliumcepal). Laproduccion de plantas de cebollase hizo
a partir de semillas sexuales del hibrido Yellow Granex
F1PRR; las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 2% y sembradas en turba Canadiense Growing
Mix F15. A las 16 semanas de crecimiento, se procedio a
extraer el inoculante, consistente en unamezclade sustrato,
esporas y raices micorrizados. Las esporas utilizadas se
aislaron del inoculante a través de la técnica de tamizado
himedoy decantacion (15). Adicionalmente, se seleccionaron
baj o un estéreo microscopio (Olympus SZ60) y se cortaron
fragmentos de raices de 1 cm de longitud, que contenian
gran cantidad de vesiculas. Estos dos tipos de propagul os
infectivos (esporas y fragmentos de raices con vesiculas)
fueron desinfectados (16) y colocados en placas de Petri
gue contenian medio Modificado Strullu—Romand (MSR)
(17) y seincubaron en oscuridad durante 2 semanas a 25
°C en posicion invertida, hasta su posterior germinacion.

Sistema de cultivo autotr ofico parala
micorrizacion in vitro de plantulas de mora

Seestabl ecio un sistemade cultivo autotréfico paraplantulas
de mora (13), comparandose dos métodos de inoculacién
directacon el HFMA Glomussp. (GEV02). En el primero,
se utilizaron fragmentos de raices con vesiculas y en €

segundo se utilizaron esporas individuales. Se realizaron
dos orificios en un extremo de una placade Petri (+ 2 mm
de didmetro), uno en la base y otro en la tapa, las placas
contenian 30 ml de medio MSR sin sacarosani vitaminasy
solidificado con 3g/ L de Phytagel (17). A continuacion se
transfirieron plantulas de morade castillamicropropagadas de
8 semanas de edad (de 3 cm delongitud aproximadamente)
gue estaban creciendo en sistemas de cultivo in vitro. Las
raices se colocaron en contacto con lasuperficie del medio,
mientras que €l tallo sobresalia a través del orifico de la
placa. Se tomaron 5 esporasy 5 fragmentos de raices con
vesiculas previamente desinfectadosy germinados de Glomus
sp. (GEV02) y fueron colocados en las proximidades delas
raices delas plantulas de moraen cadaplacade Petri, estas se
sellaron con papel parafilmy el orificio se cubri6 con grasa
de silicona (E Merck, D-6100 Darmstadf, F R. Germany)
para evitar contaminaciones. Los sistemas autotroficos
se ubicaron verticamente en una camara himeda y toda
la estructura se mantuvo en un cuarto de crecimiento con
unaintensidad luminicade 16 h luz / 8 h oscuridad y una
temperatura de 22 °C dia/ 18 °C noche. Periédicamente,
dependiendo delanecesidad delas plantas, se afiadié medio
MSR sin sacarosani vitaminas, esterilizado a120°C durante
20 minutos, a las placas de Petri para mantener un nivel
adecuado de nutrientes a las plantas.

Disefio experimental

Serealiz6 un disefio completo a azar, con trestratamientosy
5 repeticiones. Cadasistemade cultivo in vitro autotréfico fue
considerado como unaunidad experimental . Lostratamientos
evaluados fueron: un tratamiento sin inocular (control), un
tratamiento inoculado con fragmentos deraices con vesiculas
y untratamiento inoculado con esporasindividuales. A partir
delacuartasemana, serealizaron observaciones de contacto
entrelashifasfungicasy lasraicesdelasplantulasde mora
utilizando un estéreo microscopio (Olympus SZ60). A partir
delaquintay hastalanovenasemanase evaluaron variables
anivel simbidtico y fisiolégico. Paralas variables a nivel
simbidtico se cuantifico el nimero de esporas producidas
conel finde determinar el desarrollo fungicoy enlanovena
semana, semidid lalongitud del micelio extraradical con €l
método deinterseccidn en placa(18); asi como el porcentaje
de colonizacién de HFMA, empleando la metodologia de
tincion con azul detripan (19). Adicionalmente, setomaron
las medidas de la coloni zacion radical , donde se cuantifica
la frecuencia de micorrizacion (%F), que considera el
nimero de raices colonizadas con relacion al total de
raices por planta e intensidad de micorrizacion (%l), que
indica el porcentaje de colonizacion por raiz; asignando a
cadafragmento un nimero de 0 a5 en funcion del nivel de
infeccion por el hongo, asi como un valor AO hastaA3 con
base en la riqueza de arblsculos del fragmento estudiado
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(20). Posteriormente empleando un programa informatico
secalculd lafrecuenciade colonizacidn, laintensidad dela
mismay lariquezade arblisculos (21). A nivel fisioldgico,
seevalud lalongitud de las raices y de la parte aérea. A la
novena semana se midio € peso fresco y seco de la parte
foliary radical, paradeterminar €l desarrollo delasplantas.

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizo utilizando € paquete
estadistico SAS System. Seredlizé un andlisis de varianza
(ANOVA) para los datos registrados con una distribucion
normal y homogeneidad de varianzas. Posteriormente, los
datos fueron sometidos a una prueba de medias con Tukey
para observar diferencias significativas (P < 0,05) entre
tratamientos.

Resultados

Sistema de cultivo autotr 6fico para la
micorrizacion in vitro de plantulas de mora

En este estudio se pudo obtener un sistema que permitio
el desarrollo del HFMA Glomus sp. (GEV02) bajo
condiciones in vitro, con formacion de estructuras tipicas
de la simbiosis como una buena colonizacion intraradical,
observandose los primeros puntos de contacto entre las
hifasdel hongoy lasraicesdelasplantasalacuartasemana
después de la inoculacion, con produccion de arblsculos
y vesiculas, asi como el desarrollo de micelio extraradical
con hifasramificadas, BAS (del inglés Branched Absorbing
Structures, Estructuras Ramificadas de Absorcion), cuya
hipotética funcion es la absorcion de nutrientes del suelo
(22). Esta hipotesis esta respal dada por las modificaciones
estructuralesque ocurren anivel del BAS; unadisminucion
progresiva de la pared hacia € apice de las hifas, 1o que
facilitaria la absorcién de nutrientes y un aumento en €l
numero de mitocondrias en labase del mismo, que aumenta
la disponibilidad de energia para el transporte (23) y
finalmentelaformacion denuevasesporas (Figura 1); tal y
como se describen en el desarrollo de cultivos monoxénicos
de HFMA utilizando fragmentos de raices de zanahorias
transformadas empleando Agrobacteriumrhizogenes (24, 25);
sin lanecesidad de realizar muestreos destructivos. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por varios autores
en plantas autétrofas bajo condiciones de cultivo in vitro
(13, 26-29), donde ocurri6 asociacion exitosa de Glomus
intraradices (MUCL 41833, 43194) y Glomus sp. (MUCL
43195) con las plantas micropropagadas. Adicionalmente,
el sistema autotréfico fue exitoso para plantulas de mora
de cadtilla (Rubus glaucus, Benth) variedad sin espinas;

observandose un ptimo crecimiento de la parte aérea 'y
radical de las plantas (Figura 2). Las plantas se asociaron
con Glomus sp. (GEV02) en medio M SR, utilizado para el
cultivo de 6rganos de raices de zanahoria transformadas
(30). El medio carecia de sacarosa y vitaminas, el cual
fue utilizado en trabgjos realizados para la micorrizacién
in vitro de papa (13), vid (27), Medicago truncatula (26,
29) y banano (28).

Resultados experimentales

A nivel simbidtico segiin € andlisis de varianza (GLM),
no se observaron diferencias estadisticas significativas
(P<0,05) en los dos tratamientos inoculados con Glomus
sp. (GEV02) en cuanto a los indicadores de asociacion
simbidtica como la frecuencia de micorrizacion (%F),
intensidad de la micorrizacion (%l), intensidad de arbis-
culos (%a), micelio extraradical y formacion de nuevas
esporas (Tabla 1). Lasraices de las plantas de mora fue-
ron colonizadas por Glomus sp. (GEV02) observandose
un 100% en la frecuencia de micorrizacion (%F). Las
micorrizas arbusculares observadas fueron de tipo Arum,
en que las hifas crecen en los espacios intercelulares del
cortex delaraiz, y los arblsculos se desarrollan como ra-
mificacionesterminalesintracelulares (30) (Figura 3). La
colonizacion fue observada principalmente en las raices
primariasy secundarias.

A nivel fisioldgico, las plantas inoculadas con fragmentos
deraices con vesiculas o con esporasindividuales de Glo-
mus sp. (EV 02) tuvieron unamayor produccion de bioma-
saaéreay radical, observandose diferencias significativas
en estos tratamientos con respecto a control de acuerdo
con la prueba de Tukey (Figura 4), y en el momento de
la cosecha (novena semana) las raices ocupaban casi todo
el volumen de la placa de Petri. Estos incrementos en bio-
masa bgjo €l sistema autotréfico puede asociarse a efectos
nutricionales favorables vinculados con la asociacién sim-
bidtica in vivo, aunque también puede verse reflgjado un
efecto hormonal y/o fisiol6gicos de las especiesde HFMA
sobre las plantas que colonizan (31). Para las variables
longitud aérea y radical, no se observaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos inocula
dos con respecto al control, de acuerdo con € andlisis de
varianza (GLM). Sin embargo, los valores obtenidos en
promedio delalongitud aéreay radical en lostratamientos
inoculados con esporas (6,7 y 171,5 cm) y fragmentos
de raices con vesiculas (6,5 y 204,5 cm) de Glomus sp.
(GEVO02) fueron masatosque el control (5,7y 149,8cm)
alanovena semanade ser evaluados, y estos tratamientos
inoculados se pudieron cosechar una semana antes que el
control (Figurab).
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Figura 1. Desarrollo de estructuras tipicas de la simbiosis entre Glomus sp (GEV02) y plantulas de mora bajo un sis-
tema de cultivo autotrofico. a. Micelio extraradical b. formacion de arbiisculos; ¢. Formacion de BAS; d. formacion de
nuevas esporas. A: Arbisculo, E: Espora.

Figura 2. Imagen de plantulas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) creciendo en un sistema de cultivo auto-

tréfico con diferentes tratamientos durante nueve semanas. a. Control; b. Inoculado con esporas libres; c. Inoculado
con fragmentos de raices con vesiculas. La imagen fue tomada al momento de la cosecha (novena semana).
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Tabla 1. Indicador es de asociacion simbidtica entreel HFMA Glomus sp. (GEV02) —mora de castilla
(Rubus glaucus, Benth) al momento de la cosecha, 9 semanas después dela inoculacion (% F: Frecuencia de
micorrizacion; %l: Intensidad de micorrizacion; %a: Intensidad de arbusculos).

Longitud del micelio  NUmero de esporas

Fuentedevariacion %F %I %a .
extraradical formadas

Tratamientos
Control - - - - -
Esporas 100a 7,8a 1,93a 471,56a 1078,0a
Raices con vesiculas 100a 7,4a 2,2a 538,33a 1351,5a
Coeficiente de variacion 0 21,32 121 15.36 13,30
GML ns ns ns ns ns

ns: Diferencias no significativas (P<0,05), de acuerdo con el ANAVA
Letras diferentes indican: Diferencias significativas (P<0,05), de acuerdo con la prueba de Tukey.

Figura 3. Formacion de arbusculos de Glomus sp (GEV02) en raices de mora bajo condicionesin vitro.

M Peso seco radical O Peso seco aereo

0,6 -
—~ 0,5
0,4
0,3 1
0,2 ~
0,1 ~

Biomasa (g

Control Esporas Raices con
vesiculas

Tratamientos

Figura 4. Biomasa en plantas de morade castilla (Rubus glaucus, Benth) inoculadas con
Glomus sp. (GEV02) al momento de la cosecha (novena semana).
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Figura 5. Crecimiento de la parte aérea y radical de las plantas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) en sistema de
cultivo autotréfico (N=5).
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Discusion

En este estudio se demostré que el sistema de cultivo
autotréfico era adecuado para la micorrizacion in vitro de
plantulas de mora. La longitud del micelio extraradical
y la produccién de esporas después de 6 semanas fueron
similares a las obtenidas en plantas de papa (13). Nueve
semanas después el HFMA Glomus sp. (GEV02) habia
producido una gran cantidad de micelio extraradical y de
esporas. En presencia de las raices de mora Glomus sp.
(GEVO02) desarrollé un abundante micelio extraradical
con valores promedio de 471.56 cm para el tratamiento
inoculado con esporas libres y 538.33 cm para el tratamiento
inoculado con fragmentos de raices con vesiculas (Tabla
1). En el sistema de cultivo con plantas autétrofas se pudo
detallar la arquitectura del micelio extraradical, donde se
observaron las hifas principales y secundarias con una gran
ramificacién, asi como la formacién de BAS (del inglés
Branched Absorbing Structures, Estructuras Ramificadas
de Absorcion); estas tltimas estructuras se han propuesto
como sitios preferentes para la produccién de esporas (23).
Los resultados observados en la arquitectura del micelio
fueron similares a los observados en los primeros estudios
que se realizaron bajo condiciones in vitro en cultivo
monoxénico con raices de zanahoria transformadas (23,
32). Segtn el analisis de varianza (GLM) no se observaron
diferencias significativas (P<0,05) en el miimero de esporas

entre los dos métodos de inoculacién (esporas libres y
fragmentos de raices micorrizados) (Tabla 1), sin embargo,
el tratamiento inoculado con fragmentos de raices presenté
un mayor nimero de esporas (1351, 5), en comparacién
con el tratamiento inoculado con esporas libres (1078,0)
durante las semanas evaluadas hasta la cosecha (Figura
6). Las esporas se formaron en hifas terminales en forma
individual o en agrupaciones, fueron de un color blanco-
amarillo y contenian numerosas gotas de lipidos (Figura
7), su tamafio promedio varié de 60 a 90um

Estos estudios concuerdan con algunos realizados en cultivos
monoxénicos donde utilizaron fragmentos de raices de
Allium porrum con vesiculas o vesiculas aisladas como
indculo (17, 25, 33, 34). Declerck et al., 1996a, demostraron
que los fragmentos de raices micorrizados presentaban un
mayor potencial de inéculo que las esporas. Los fragmentos
de raiz que contienen vesiculas, producen miltiples hifas
germinadas aumentando el nimero de puntos de penetracion
en la raiz. La esporulacién en subcultivos es mayor con
fragmentos de raices micorrizadas que con esporas (17). Por
el contrario, las esporas germinadas producen un nimero
limitado de hifas infectivas y en consecuencia una tasa de
colonizacién limitada (29).

A pesar que la composicién mineral del medio MSR
(Modificado Strullu — Romand) es mds baja con respecto
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Figura 6. Dindmica de la produccién de esporas de Glomus sp. (GEV02) asociadas a plan-
tas autétrofas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) en medio MSR libre de azicar

y vitaminas (N=5).
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Figura 7. Formacion de nuevas esporas de Glomus sp. (GEV02) individualmente o en agrupaciones
bajo condicionesin vitro. Imagen tomada en microscopio éptico (40X). ay b. esporas formadas indi-
vidualmente; ¢y d. esporas formadas en agrupaciones

al medio Lepoivre utilizado en la micropropagacién de
plantulas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) (17,
14), estemedio libre de vitaminasy sacarosa permitié tanto
el crecimiento de plantulas de mora, como lamultiplicacion
de Glomus sp (GEV02), debido a que la actividad
fotosintética de las plantas le proporcionaron carbono a
HFMA para completar su ciclo de vida. Estos resultados
demuestran el efecto positivo que puede tener el sistema
de micropropagaci 6n autotroficacon respecto a sistemade
micropropagaci 6n convencional. Se hareportado (35) que
la micropropagacion con plantas autétrofas tiene muchas
ventajas sobre la micropropagacién convenciona con
respecto enlamejoradelafisiologiadelaplantaenloscuaes
incluyen: aumento en el crecimientoy latasafotosintética;
altos porcentaj es de supervivencia a condiciones ex vitro;
eliminacion de trastornos morfol 6gicos y fisioldgicos, sin
laformacién de callos en la base de los explantes (35). La
micropropagaci 6n autdtrofa se define estrictamente como
lamicropropagacion sin sacarosaen el medio decultivo, en
los que € crecimiento o la acumulacién de carbohidratos
delos cultivos dependen por completo de lafotosintesisy
de la absorcion de nutrientes inorgénicos (36-38).

El sistemade micorrizacidn in vitro con plantas autétrofas
pueden mejorar la condicion fisica de las plantas in vitro
y exvitro, reflejado en un mayor crecimiento y desarrollo
deestas, aumentando la capacidad fotosintéticaal expandir
sus hojas, mientras que los HFMA mejoran el crecimiento
y desarrollo de la planta al modificar la morfologia de la
raiz y el fortalecimiento en su funcion de absorcion (39).
Todos estos beneficiosdel sistemade cultivo autotréfico se
vieron reflgjados en este estudio, en donde losincrementos
en biomasa de las plantulas de mora fueron mayores en
los tratamientos inoculados con Glomus sp (GEV02) con
respecto al tratamiento no inoculado al cabo de las nueve
semanas del experimento; resultados similares obtuvo
Nogales (2009), en sistemas de cultivo autotréfico en plantas
de vid inoculados con Glomus intraradices, en donde al
cabo de la sexta — séptima semana las plantas produjeron
unagran biomasaaéreay radical, y lasraices ocuparon casi
latotalidad dela cajade Petri no dejando casi espacio para
seguir creciendo (27). Asi mismo, en sistemas descritos
por diversos autores (13, 26, 28), para cuando las plantas
acanzaron un nivel alto de colonizacién micorricica, estaban
précticamente desarrolladas. En estudiosrealizadosin vivo
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con mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) y Glomus
sp (MA4) en la etapa de endurecimiento, se obtuvo una
mayor acumulacion de biomasafoliar y radical, areafoliar
y mejor estado nutricional (P, N, Cay Mg) de las plantas
micropropagadas (40). Este estudio abre las puertas para
investigar varios aspectos delasimbiosis, en donde plantas
activas fotosintéticamente son necesarias.

Conclusiones

En el presente estudio, las plantulas de moramicropropagadas
se asociaron con éxito, por primera vez, con un Hongo
Formador de Micorriza Arbuscular bajo condiciones in
vitro. El sistemade cultivo autotréfico permitid el desarrollo
del sistema simbidtico HFMA- Glomus sp. asociado alas
raices de plantulas de mora castilla micropropagadas en
condicionesinvitro. Losresultados experimental es confirman
la formacion de estructuras tipicas de la simbiosis, sin la
necesidad de realizar muestreos destructivos. Ademas de
laalta produccion de propagul os (como esporas), donde a
partir de 5 esporas inoculadas se obtuvieron més de 1000
esporas en la novena semana después del establecimiento
en sistema de cultivo autotrofico con plantas de mora, lo
gue indica que esta técnica puede ser una herramienta Util
paralamultiplicacion de HFMA bajo condicionesin vitro,
con fines de investigacion.
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