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RESUMEN

Se realizé un estudio en plantas de aguacate en fase de
vivero, para evaluar la colonizacién con hongos formadores de
micorriza arbuscular (HFMA), utilizando tres suelos diferentes,
procedentes de huertos, ubicados en el departamento del
Meta, en los Llanos Orientales de Colombia. El objetivo fue
determinar el tipo de colonizacién establecida empleando dos
cepas nativas. Se aislaron, se identificaron y se propagaron
dos morfotipos de HFMA pertenecientes a los géneros Glomus
y Acaulospora, los cuales, se inocularon en tres variedades
de aguacate: Lorena, Santana y Comun. Se encontré que la
colonizacién predominante para ambos fue de tipo Paris. El
mayor porcentaje de colonizacién, se obtuvo en la variedad
de aguacate Comun, inoculada en un suelo tipo Hapludox,
con el aislamiento de Glomus sp.

Palabras clave: Hongos formadores de micorriza, suelos
acidos, tipo de colonizacién, potencial de infectividad
microbiana.

SUMMARY

In avocado plants, nursery phase, a study to evaluate the
colonization with arbuscular mycorrhiza fungi (FMA) formers,
using three different soils coming from orchard located at the
eastern plains of Colombia was conducted. The objective was
to determine the established colonization type using two native
strains. Two morphotypes of FMA belonging to the genera
Glomus and Acaulospora were isolated and identified and
inoculated in three varieties of avocado Lorraine, Santana
and Common. It was determined that the predominant

colonization for both morphotypes was the Paris form. The
highest colonization percentage was obtained in the Common
avocado variety, inoculated in a Haplodux type soil with the
Glomus isolation.

Key words: Fungi mycorrhiza formers, acidic soils, colonization
type, potential microbial infectivity.

INTRODUCCION

Conocido en el mundo como avocado, aguacate o aguacatero,
la especie Persea americana L., actualmente, se produce en
casi todos los paises de climas célido y templado, aunque los
mayores cultivos estan en paises latinoamericanos, dentro de
los que se destaca México, como primer productor mundial.
En Colombia, este arbol puede crecer desde el nivel del mar
hasta 2500m de altitud (Bernal & Diaz, 2005). De acuerdo con
CORPOICA (2008), en algunos suelos de los Llanos Orientales,
los rendimientos obtenidos son bajos (menores a 8t-ha™!), pero
se pueden incrementar con un manejo tecnolégico apropiado,
el cual, parte de la nutricién mineral. Para lograr un adecuado
balance de elementos nutricionales en el cultivo, se requiere
la aplicacién de enmiendas y fertilizantes, asi como el uso de
opciones orgéanicas y bioldgicas, como el establecimiento de
simbiosis micorricicas, que contribuyan a reducir los impactos
en el ambiente y a disminuir los costos de produccion.

El término “micorriza “ fue utilizado, por primera vez, por el
Fitopatélogo alemén A. B. Frank, en 1885, para describir las
estructuras modificadas de las raices de especies forestales y,
desde entonces, se ha extendido para referirse a un rango de
asociaciones simbidticas mutualistas, entre hongos y raices
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de plantas (Finlay, 2008). Se han distinguido siete categorias
de simbiosis micorricicas, con base en sus caracteristicas
morfoldgicas y las especies fingicas y vegetales involucradas.
La micorriza arbuscular es la forma maés antigua y extendida,
dado que la mayoria de las especies vegetales tienen la
capacidad de formar esta asociacién simbiética (Redecker et
al. 2000; Read, 2002).

Esta simbiosis, anteriormente recibi6 el nombre de “vesiculo —
arbuscular”, debido a las estructuras caracteristicas formadas
en la raiz de la planta hospedera. Las vesiculas son estructuras
fangicas intracelulares de almacenamiento, que contienen
lipidos y varios nucleos y actian como propéagalos. El hongo
nunca entra en contacto con el citoplasma de las células de la
planta hospedera; sin embargo, las imagenes de microscopia
confocal, de raices colonizadas muestran un aumento en
el tamano del nacleo de la célula vegetal, debido a la des-
condensacién de la cromatina, pero no a la replicacién del
ADN vy su centralizacién dentro de la misma (Barker et al.
1998; Sylvia et al. 1999).

Gracias a las observaciones e ilustraciones de las interacciones
de los hongos con células y con tejidos de la raiz, realizadas
por Gallaud en 1905 (Smith & Read, 1997), se han clasificado
las micorrizas arbusculares en dos grupos anatémicos,
dependiendo de la especie vegetal asociada; estos dos
patrones de colonizacién son el tipo Arum y el tipo Paris.

Muchas plantas herbéceas exhiben la colonizacién tipo Arum, la
cual, involucra el crecimiento intercelular extensivo del hongo
cuando éste penetra la corteza de la raiz, seguido después por
la formacién de arbusculos. En esta asociacién, el hongo se
dispersa, de forma relativamente répida, en la corteza de la
raiz, mediante hifas, que se extienden a lo largo de los espacios
de aire intercelulares. Las ramificaciones laterales cortas
penetran las células corticales y se ramifican dicbtomamente
para formar los arbusculos caracteristicos. Se pueden formar
enrollamientos o “coils” hifales, particularmente, en la capa
de células hipodérmicas de la raiz, pero éstos no son un
componente principal del micelio intraradical (Smith & Read,
1997).

Un nimero similar de especies herbaceas presentan el patrén
de colonizacién tipo Paris, en el cual, el crecimiento dentro de
la raiz es lento, siendo, principalmente, intracelular, el hongo
forma “coils” o enrollamientos, dentro de cada célula con
muy pocos arbuisculos o minimamente estructurados (Barker
et al. 1998). Este tipo de colonizacién, se caracteriza por el
desarrollo extensivo de hifas intracelulares enrolladas, que se
extienden directamente de célula a célula dentro de la corteza.
Los arbusculos, se forman a partir de estos enrollamientos
y existe muy poco o ningun crecimiento intercelular; como
consecuencia, la velocidad de crecimiento de las unidades

de infeccién dentro de las raices es mucho més lenta que
en la colonizacién tipo Arum (Smith & Read, 1997). Gallaud
describi6 este tipo de colonizacién en las especies forestales
europeas de Parnassia sp. y Colchicum sp. y, también, ha
sido descrito en miembros de la familia Gentianaceae y en
varias especies forestales, como Erythronium sp., Trillium sp.,
Asarum sp., Acer saccharum, Liriodendron sp., Taxus sp., y
Gingko sp. Ademas, se ha reportado en muchas familias de
pteriddfitas, gimnospermas y angiospermas (Smith & Read,
1997).

En forma generalizada, se considera que los HFMA pueden
mejorar el crecimiento de sus hospederos en suelos, donde el
estado nutrimental es bajo. Asi mismo, el efecto de la simbiosis
y el establecimiento en el sistema radical son afectados por el
estado nutrimental del suelo (Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi,
1981).

En vivero, se han tenido los mayores efectos en la
implementacién de la simbiosis de micorriza arbuscular, como
una forma de mejorar la sanidad y el estado nutricional de las
plantas, en la propagacién de algunos frutales (Clsuga et al.
2008; Monticelli et al. 2000). En el caso de aguacate, ha sido
reportado por Menge et al. (1980) y Godinez et al. (1986),
un mayor crecimiento y sobrevivencia al trasplante en plantas
micorrizadas versus no micorrizadas y, atribuyen a los HFMA,
la mayor resistencia al estrés del trasplante, debido a que éstos
mejoran la capacidad de absorcién de agua (Pimienta-Barrios
et al. 2009).

MATERIALES Y METODOS

El ensayo, se realizé bajo cubierta en la Unidad Docente-
Investigativa El Remanso, de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, que presenta una
temperatura promedio de 22°C., con variaciones diarias entre
14 y 30°C. Los suelos utilizados en este estudio proceden
de huertos de aguacate, ubicados en tres zonas diferentes
del departamento del Meta: Centro Experimental Taluma, de
la Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria
(Corpoica), tipo Hapludox (S1); Puerto Colombia, tipo
Udifluvents (S2) y Centro de Investigacién La Libertad, de
Corpoica, tipo Oxisol (S3), con base en la clasificaciéon USDA
(2010).

Con el fin de realizar el andlisis fisicoquimico, se tomaron
muestras de suelo, de acuerdo con la metodologia propuesta
por ICA (1992), enviadas al laboratorio de suelos del Instituto
Geogréfico Agustin Codazzi (IGAC). También, se colectaron
muestras de suelo para el aislamiento, determinacién del
namero y caracterizacién morfolégica de esporas de HFMA.
Este muestreo, se procedié tomando cuatro sub-muestras
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por arbol de aguacate (15 arboles por huerto), formando una
cruz y siguiendo el borde del dosel. Los arboles tenian edad
promedio de 15 anos y estaban en estado de produccién
plena. Con un palin desinfectado, se hizo un corte de 15cm
de profundidad, 20cm de ancho y 20cm de largo; a este
bloque, se le retir6 el suelo asociado a raices, se desmenuzé
y se mezclaron las sub-muestras de suelo, para obtener una
muestra compuesta de 500g, de cada uno de los arboles de
aguacate.

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con arreglo
factorial 3 x 3 x 3, para un total de 27 tratamientos. La unidad
experimental estaba representada por una planta obtenida
a partir de semilla sexual. Se efectuaron ocho repeticiones,
para conseduir, finalmente, 216 unidades experimentales.
Los factores y los niveles de cada factor fueron los siguientes:

Factor A: Tres suelos diferentes: Taluma, Puerto
Colombia y La Libertad.

Factor B: Tres variedades de aguacate: Lorena, Santana
y Comun.

Factor C. Inoculacién con HFMA: Inoculado con

Glomus sp., inoculado con Acaulospora sp.
y tratamiento control o testigo (sin inocular).

Los suelos destinados, se sometieron a andlisis fisico y quimico
(IGAC, 1990) y, de acuerdo con los resultados (Tabla 1), se
nivelé el pH de todas las muestras a un mismo valor (5,9)
mediante encalado con cal dolomita. Con el propésito de
homogenizar las condiciones nutricionales de los suelos, lo
mismo que para darantizar el crecimiento de las plantas y
favorecer el establecimiento de la simbiosis, se aplicé la mitad
de la dosis de fésforo recomendada, equivalente a 12,5kg
ha' (Gémez, 2005), en forma de P,O,, para los suelos que
presentaron bajo nivel de fésforo (Taluma y La Libertad).

Adicionalmente, a estos suelos se les practicé el proceso
de solarizacién, con el fin de reducir la carga microbiana,

incluyendo propéagulos de HFMA. Este procedimiento, se llevé
a cabo de acuerdo con la metodologia probada por Gémez
et al. (2000).

El material vegetal, se obtuvo mediante la seleccién de frutos
de un mismo éarbol procedente de un huerto, ubicado en
el municipio de Fresno, departamento del Tolima, de ocho
anos de edad y en tercer afno de produccién plena. El huerto
tiene 25 has, con la variedades Lorena, Santana y Comun,
en proporciones de 60%, 25% y 15% de éarea plantada,
respectivamente. Con el fin de reducir la heterogeneidad en el
material propagado, las semillas fueron clasificadas por peso
y se usaron las que estaban dentro del rango de 65 a 75g.

La seleccion de los géneros de HFMA, se establecié mediante
la caracterizacién morfolégica de esporas e identificacién
probable de las mismas, siguiendo las claves del INVAM
(2009), a partir de las muestras de suelo, colectadas en los
diferentes sitios de muestreo. En ellas, también se realizé
el conteo de nimero de esporas por gramo de suelo y la
cuantificacién del porcentaje de colonizacién por HFMA en
las raices de arboles de aguacate, presentes en las muestras
(Sieverding, 1983). Para la obtencién de los inéculos, se
efectud la propagacién empleando plantas de Brachiaria
decumbens, inoculadas con esporas de los géneros de HFMA,
predominantes en las muestras de suelo y comunes a las
tres procedencias, siguiendo la metodologia propuesta por
Sieverding (1983).

La siembra, se desarroll6 en la primera semana de agosto de
2008, en bolsas plésticas con 5kg de suelo; se colocé una
semilla con el indculo (seis esporas por planta), en el fondo del
hoyo de siembra. El suelo, se mantuvo durante todo el ensayo
a capacidad de campo. Las condiciones del invernadero,
fueron: humedad relativa promedio de 74%, medida con
un hidro-termémetro marca GARMIN G2009 y radiacion
fotosintéticamente activa de 1320 umol-m?s’!, registrada
mediante un sensor cuantico marca LICOR L250A. A los siete
meses después de la siembra, se determiné el porcentaje de

Tabla 1. Analisis de los tres suelos empleados en la investigacion, colectados en diferentes localidades de los Llanos Orientales

de Colombia.
pH Fésforo (ppm)
Suel Textura (B
uelo (en agua 1:1) (Bray Il extura (Bouyoucos)
Taluma 44 7,3 Arenoso Franco
Puerto Colombia 59 33,5 Arenoso Franco
La Libertad 51 No detectado Arcilloso
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colonizacién de raices por HFMA vy, para ello, se colectaron
las muestras de raices finas de 108 plantas de aguacate.

Para la determinacién del porcentaje de colonizaciéon por
HFMA en raices de aguacate, se siguié la metodologia de
aclarado y de tincién de raices, propuesto por Phillips &
Hayman (1970), con algunas modificaciones: se reemplazé
el colorante Azul de Trypan por tinta azul marca Parker ®,
de acuerdo a la metodologia propuesta por Vierheilig et al.
(1998).

El andlisis estadistico, se realiz6 mediante el programa SAS,
version 9.1 para Windows. Para dar mayor normalidad a los
datos, se transformaron a VY+1 y se efectud el andlisis de
varianza, para cada variable. También, se practicaron pruebas
de comparacién multiple, mediante el método Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de colonizacién por HFMA en raices
de aguacate presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,05), entre todos los tratamientos (Figura
1). Los mayores porcentajes de colonizacion correspondieron
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a los tratamientos inoculados; el mas alto, se obtuvo con
Acaulospora (82%), seguido por Glomus (77%) y, finalmente,
el control (3%). La colonizacién por HFMA en plantas testigo,
se puede explicar por la persistencia de esporas en el suelo
después del tratamiento de solarizaciéon. Smith & Read (1997)
afirman que en el suelo, las poblaciones de HFMA estan
compuestas de esporas de diferentes edades y en diferentes
estados de dormancia o quiescencia.

Adicionalmente, es importante resaltar que la colonizacién
de raices por HFMA, se origina de tres fuentes de inéculo:
esporas, fragmentos de raiz colonizados e hifas, las cuales, son
denominadas, colectivamente, como propagulos (Gerdemann
& Trappe, 1974; Gemma & Koske, 1992; Lemus et al. 2005).

En cuanto a los suelos evaluados, segun el andlisis estadistico,
existen diferencias significativas (P < 0,05) en el porcentaje
de colonizacién de raices, por HFMA (Figura 2). El mayor
promedio, se obtuvo en el suelo de La Libertad (63%), seguido
por el suelo de Taluma (55%) y, el menor, para el suelo de
Puerto Colombia (45%). El coeficiente de variacion fue de
6,73%, mientras que el R? fue 0,98, lo que permite afirmar
que estos resultados presentan alta confiabilidad y buen

C
/4

Glomus

Acaulospora Testigo

Tratamiento de inoculacion

Figura 1. Porcentaje de colonizacién de raices de aguacate (Persea americana L.), por hongos de micorriza arbuscular, por tratamiento de

inoculacion.

*Promedios seguidos de la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas por la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Porcentaje de colonizacion de raices de aguacate (Persea americana L.), por hongos de micorriza arbuscular, para cada suelo evaluado.
*Promedios seguidos de la misma letra no presentan evidencia de diferencias estadisticamente significativas, por la prueba de Tukey (P < 0,05).

grado de homogeneidad. Este efecto puede estar relacionado
con el contenido de fésforo en el suelo en condiciones
naturales. Segun los resultados del andlisis de suelos, en
Puerto Colombia, el nivel de fésforo es alto y el porcentaje
de colonizacién determinado fue bajo, lo que concuerda con
Rodriguez et al. (2002), quienes reportan que la micorrizaciéon
es, generalmente, inhibida en suelos, con un alto contenido
de fosforo.

En el suelo de La Libertad fue necesario aplicar una cantidad
baja de fésforo, en forma de fertilizante, debido a la baja
concentracién natural del elemento. Esta condicién pudo haber
favorecido el establecimiento de la simbiosis, lo cual, se refleja
en el alto porcentaje de colonizacién encontrado, aspecto que
concuerda con lo expuesto por Roveda et al. (2007).

En cuanto a las variedades de aguacate, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en
la colonizacién de raices por HFMA (Figura 3). El mayor
promedio se obtuvo en la variedad Comun (58%), seguido por
la variedad Lorena (54%) y, el menor, en la variedad Santana
(51%), lo cual, probablemente, se debe a que la colonizacién
es regulada, tanto por la compatibilidad de los HFMA con

las especies vegetales (Read, 2002) como por la presencia
de poblaciones microbianas del suelo, que estimulan la
germinacion de esporas y la colonizacion de raices de plantas
hospederas, teniendo en cuenta que la solarizacién no elimina
completamente las poblaciones de microorganismos del suelo
y que, ademas, el crecimiento de las mismas esté determinado
por la presencia de las raices. Asi mismo, se debe considerar
la existencia de microorganismos enddfitos trasmitidos
verticalmente, a través de las semillas, la que pueden influir
sobre el establecimiento de otras relaciones simbidticas. Es
posible, que la diferencia en los porcentajes de colonizacién
entre los tratamientos, también esté determinada por las
caracteristicas de cada variedad de aguacate. Se conoce que
la variedad Comun presenta una alta adaptabilidad a diferentes
condiciones ambientales, aspecto que correlaciona con la alta
colonizaciéon (Amértegui, 2001).

Al analizar estadisticamente las interacciones suelo-variedad-
inoculacion, se percibié que el mayor promedio de porcentaje
de colonizacién fue obtenido con la interaccién suelo de
Taluma-variedad Comun-inoculada con Glomus con 98%,
que fue superior en 96%, al tratamiento control; sin embargo,
no se presentan diferencias significativas entre ésta y las
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Figura 3. Porcentaje de colonizacion de raices de diferentes materiales de aguacate (Persea americana L.), por hongos de micorriza arbuscular.

*Promedios seguidos de la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas, por la prueba de Tukey (P < 0,05).

interacciones La Libertad-Santana-Glomus y La Libertad-
Comun-Acaulospora, con 97%, las que son mayores al
tratamiento control, en un 95%.

Respecto a los promedios més bajos, se destaca que hay una
correspondencia con los tratamientos sin inoculacién con
HFMA, siendo la interaccién Taluma-Santana-Tratamiento
control el tratamiento con promedio més bajo, 2%, seguido de
La Libertad-Comun-Tratamiento control, 2% y Taluma-Comun-
Tratamiento control, 2%. Se resalta que los promedios mas
altos, se asocian con los tratamientos inoculados con HFMA.

En cuanto al tipo morfolégico de colonizacién, se hallé que
las estructuras predominantes en todas las raices de aguacate
tenidas y observadas con el microscopio, corresponden
con la colonizacién tipo Paris, la cual, se caracteriza por el
desarrollo extensivo de hifas intracelulares, que se extienden,
directamente, de célula a célula, dentro de la corteza de la
raiz (Figura 4). En las muestras analizadas, no fue frecuente la
presencia de estructuras tipicas de la colonizacién micorricica
(arbusculos y vesiculas), por el contrario, los “coils” o
enrollamientos intracelulares caracterizaron la colonizacién en
la especie vegetal estudiada (Figura 4). Este hallazgo coincide

con lo establecido por Armstrong & Peterson (2002), quienes
sefnalan que en la colonizacién tipo Paris, los arbusculos se
extienden a partir del enrollamiento de hifas y el crecimiento
intercelular es muy escaso o ausente.

La morfologia de colonizacién, tipo Paris, consiste de “coils”
o de enrollamientos intracelulares extensivos en las células
corticales de la raiz; de estos enrollamientos, en ocasiones, se
originan pequenos arbusculos, pero no son lo suficientemente
extensos para ser completamente responsables del intercambio
de nutrientes. Se ha sugerido que la interface entre las células
corticales y los enrollamientos intracelulares puede ser
significativa en el intercambio de nutrientes (Harrison, 1999).
En el presente estudio, se observaron estructuras consistentes
con este tipo de colonizacién, cuya presencia en las raices
de las plantas estaria determinada por la interaccion entre el
genotipo de la planta y el del hongo micorricico (Cavagnaro
et al. 2001; Wu et al. 2004).

En las células corticales de las raices de aguacate, también
se encontraron estructuras correspondientes a hifas gruesas
tabicadas de color marrén y esclerocios intracelulares que,
de acuerdo con la literatura, pertenecen a hongos endéfitos
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Figura 4. Aspectos sobresalientes de la colonizacion de raices de plantas jovenes de aguacate por HMA. a) Hifas de hongos
formadores de micorriza arbuscular (HMA) en raices de plantas jovenes de aguacate; b) Coils o enrollamientos intracelulares
caracteristicos del tipo Paris de colonizacién por HMA y ¢) Esclerocios intracelulares de hongos enddfitos septados y dematiaceos.
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septados dematidceos u “oscuros”, cuya presencia ha sido
reportada en diversas especies vegetales (Urcelay, 2002;
Urcelay et al. 2005). Los hongos endéfitos septados oscuros
dematidceos son un grupo heterogéneo de Ascomycetes
anamorfos, que pueden ser patégenos o benéficos para las
plantas, dependiendo de la especie vegetal y el genotipo
fangico involucrados en la asociacién (Jumpponen, 2001).
Al presente, no existen estudios que hayan evaluado el efecto
de estos simbiontes fingicos sobre plantas de aguacate; sin
embargo, la presencia de éstos en las plantas de aguacate
estudiadas, no se relacioné con el desarrollo de enfermedad
o algin sintoma visible de dano.

Bajo las condiciones de este estudio, se aprecié una
correlacién negativa entre los contenidos de fosforo del suelo
respecto al porcentaje de colonizacién de raices por HFMA, de
los géneros Glomus y Acaulospora. En cuanto al porcentaje
de colonizacién de raices por HFMA, la variedad Comun se
destaca por revelar los mayores promedios para diferentes
interacciones de suelo y tratamiento de inoculacién.

La colonizacién micorricica de tipo Paris y la presencia de
endofitos septados dematidceos en raices de aguacate
reportadas en este estudio, sugiere que el espectro de
asociaciones con simbiontes fungicos en aguacate es amplio
y genera nuevas expectativas, en cuanto al estudio de las
relaciones filogenéticas y ecoldgicas, en las asociaciones
micorricicas, en esta especie.
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