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RESUMEN

Las semillas de Calopogonium sp., Stylosanthes capitata y Cassia moschata presentan un estado de latencia prolon-
gada que limita su germinacion. Una alternativa de propagacion es por cultivo in vitro, y para mejorar la adaptacion al
ambiente terrestre se utiliza el procedimiento de bioendurecimiento. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
de inoculaciéon con microorganismos benéficos en la aclimatacion de esas tres especies de leguminosas. Se seleccio-
naron 16 plantas para cada tratamiento, de las tres especies obtenidas de germinacion in vitro. Para su aclimatacion se
sembraron en un sustrato, en envases de 250 mL. Los tratamientos fueron: inoculacién de hongos Glomeromycota (HMA),
inoculacién con hongos Glomeromycota y Rhizobium phaseoli (HMA + R), control sin microorganismos (SM). Se determind
la sobrevivencia en un periodo de cinco meses. Calopogonium sp. mostré un 16 % de sobrevivencia a los cinco meses y 85
nddulos.planta™ para el tratamiento HMA+R y 40 % de colonizacién micorrizica en el tratamiento HMA, lo que favorecio su
aclimatacion. S. capitata tuvo un 25 % de sobrevivencia con HMA y mostré menor cantidad de nddulos (5 nédulos.planta
con HMA + R, e insuficiente cantidad de raices para cuantificar la micorrizacién. C. moschata inoculada con HMA alcanzé
13 % de sobrevivencia, sin formacioén de nddulos. La inoculacién con microorganismos fue diferencialmente beneficiosa
en la aclimatacién de estas leguminosas y su efecto se potencié con la doble inoculaciéon HMA+ R. La aclimatacion de
plantas obtenidas in vitro es vital para su establecimiento definitivo y es diferente para cada especie.
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Acclimatization of three legume species by biohardening with beneficial
microorganisms

ABSTRACT

Calopogonium sp., Stylosanthes capitata and Cassia moschata are legumes whose seeds have high protein content and
long dormancy. In vitro culture is used as an alternative of propagation. The procedure known as biohardening is used to
improve plant adaptation to the terrestrial environment. The objective of the research was to evaluate the effect of inocu-
lation with beneficial microorganisms in the acclimatization of these species of legumes. Sixteen plants from each of
the three legume species obtained from in vitro germination were selected for each treatment. For their acclimatization,
plants were sown on a substrate, in 250 mL containers. The inoculation treatments were: Glomeromycota fungi (AMF),
inoculation with Glomeromycota and Rhizobium phaseoli fungi (AMF + R) and control without microorganisms (WM).
After five months plant survival was determined. 16 % of Calopogonium sp. plants survived after five months, showed
85 nodules.plant-!, for AMF + R treatment and 40 % mycorrhizal colonization in the AMF treatment, which favored its
acclimatization. S. capitata showed 25 % of survival with AMF, showed fewer nodules (5 nodules.plant?) with AMF + R and
had insufficient roots to quantify mycorrhizal colonization. C. moschata inoculated with AMF reached 13 % survival and
did not form nodules. The inoculation with microorganisms was differentially beneficial in the acclimatization of these
legumes and its effect was enhanced with the double inoculation HMA + R. The acclimatization of plants obtained in vitro
is vital for their definitive establishment and is different for each species.
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INTRODUCCION

Las leguminosas constituyen un grupo de plantas de
interés alimenticio, con importancia en la agricultura
y pascicultura en diferentes paises, donde se incluye
Venezuela (De Pablos et al. 2009). Proveen una fuente
sustancial de proteinas para el ganado, al utilizarse
en sistemas silvopastoriles. Entre estas, Stylosanthes
capitata Vogely Calopogonium sp. que son subfritices
nativos de las sabanas y consumidos por el ganado
durante la época de sequia (Pérez et al. 2006). Otra
de las leguminosas es Cassia moschata Benth. que
se utiliza como barrera viva en las parcelas de manejo
agroecoloégico y suministro de nitrégeno al suelo
(Toral et al. 2006). Estas especies se encuentran en
ecosistemas de suelos acidos, por lo que pueden
mostrar limitaciones en su crecimiento.

En Venezuela, alrededor del 70 % de los suelos son
acidos, de baja fertilidad natural y con limitaciones
para uso agricola (Lopez-Falcony Espinoza 2015). La
baja capacidad productiva de los suelos por manejos
inadecuados, se aborda con el uso de altos volu-
menes de fertilizantes inorganicos nitrogenados y
fosforados. Estos fertilizantes pueden ser retenidos
en el suelo, con consecuencias eventuales de conta-
minacion de los suelos y aguas (Sanchez et al. 2011).
Es necesario implementar practicas que promuevan
la sustentabilidad del suelo, como el uso de microor-
ganismos benéficos, las micorrizas arbusculares (MA)
y las bacterias promotoras de crecimiento (Marinho
etal. 2010). Estos, como biofertilizantes, constituyen
un medio econdmico por la reduccidn de la aplica-
cion de fertilizantes y favorecen el rendimiento de los
cultivos, de manera amigable al ambiente.

La mayoria de las semillas de las Leguminoseae
tienen como caracteristica la impermeabilidad del
tegumento, lo que les otorga la incapacidad de
germinar de manera rapida (Anis et al. 2012). Esta
caracteristica, conocida como latencia, representa
un mecanismo de supervivencia en climas desér-
ticos o con alternancia de épocas secas y himedas
marcadas (Sanabria et al. 2004). Pueden tener,
ademas, baja viabilidad y mediano porcentaje de
germinacion, lo que restringe su reproduccion a gran
escala (Rojas-Rodriguez y Torres-Cérdoba 2015).

Debido a la latencia de las semillas de las Leguminoseae
surge la necesidad de incrementar su propagacion y
conservacion como recurso fitogenético (Escanddn

et al. 2003). Una alternativa de propagacion es por
medio de cultivo in vitro. Sin embargo, estas plantas
presentan alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas
que hacen de su aclimatacion al exterior uno de
los principales inconvenientes de la técnica. Con
frecuencia, estas plantas poseen un escaso desarrollo
de la cuticula foliar, hojas blandas y poco activas foto-
sintéticamente. La inactividad del aparato estoma-
tico, la pobre conexidn vascular en el vastago y raices
poco funcionales, predisponen a estas plantas a una
desecacion inmediata al pasarlas a condiciones ex
vitro (Pérez et al. 2006).

Para mejorar la adaptacion al ambiente terrestre de
las plantas producidas in vitro, varios autores han
utilizado la inoculacién con hongos Glomeromycota
(Calderdn et al. 2000) y bacterias promotoras de
crecimiento (Singh et al. 2012, Muthuraj et al. 2018),
procedimiento conocido como Bioendurecimiento
o Biohardening (Singh et al. 2004). La inoculacion
de microorganismos benéficos genera efectos posi-
tivos, tanto en el incremento de la sobrevivencia de
la planta, durante la fase de aclimatacion, como en
el desarrollo del sistema radical (Anis et al. 2012).
Asimismo, las variables de crecimiento, densidad
de raices y colonizacién micorrizica mejoran en las
plantas bioendurecidas (Fernandez et al. 2002).

Las especies de la familia Fabaceae se destacan por
su asociacion simbidtica con las bacterias de la familia
Rhizobiaceae o rizobios (Weir 2016). Estas bacterias
tienen la capacidad de formar nddulos en las raices,
donde captan el nitrogeno de la atmdsfera. Cerca de
3.400 especies de leguminosas se han analizado por
su capacidad para nodular (Kumar et al. 2019).

Las especies de leguminosas se asocian a los hongos
Glomeromycota u hongos formadores de la micorriza
arbuscular (HMA) formando la simbiosis MA. Esto
permite una mejor nutricion de la planta, principal-
mente, por favorecer la absorcion del fésforo. Esas
especies pueden tener doble simbiosis, rizobio-mi-
corriza, lo que se conoce como simbiosis tripartita
(Chalk et al. 2006); esto le confiere a la planta la
capacidad de nutrirse de dos macronutrientes de
importancia, como el nitrégeno (N) y el fésforo (P).

En los suelos agricolas la asociacion rizobio-le-
guminosa provee la fuente de N mas importante
para la planta (Liriano et al. 2012). Los simbiontes
asociados son del orden Rhizobiales, que incluye
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varios géneros entre ellos Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobium, Ensifery Sinorhizobium
(Datta et al. 2015). El nitrégeno atmosférico (N,) es
fijado dentro de los ndédulos por dichas bacterias
y lo transforman en amonio (NH,), que emplea la
planta como fuente asimilable para su crecimiento;
ese proceso se denomina fijacion bioldgica del nitré-
geno (FBN) (Poole et al. 2018). El género Rhizobium es
capaz de abastecer hasta un 90 % de las necesidades
de nitrégeno en dichas plantas, a través de la FBN
(Lépez-Alcocer et al. 2017). Los rizobios son también
considerados como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, colonizadoras del sistema radi-
cular y su entorno mas cercano, descritas original-
mente por Zablotowicz et al. (1991).

La micorriza arbuscular es una simbiosis mutualista
de amplia distribucion en el reino vegetal (Barea
2015); favorece el crecimiento de la planta, ya que
participa en la absorcidn de nutrientes inorganicos
de poca movilidad en el suelo, principalmente, el
fosforo. Una abundante red de hifas del hongo que se
extiende fuera de laraizinfluye en la captacion de los
elementos de la solucidn del suelo. Esto permite que
aumente la calidad y el rendimiento de los cultivos,
se protegen las plantas de estreses bidticos y abid-
ticosy mejora la estructura del suelo (Toro y Andrade
2020). Las micorrizas arbusculares son de interés
biotecnoldgico, consideradas biofertilizantes. Su
aplicacion en sistemas agricolas, practicas de refo-
restacion y recuperacion de suelos contaminados o
erosionados son promisorias (Toro et al. 2008).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de lainoculacién con microorganismos benéficos en
la aclimatacion de tres especies de leguminosas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En una primera etapa se realizé la propagacion de las
especies Calopogonium sp., S. capitata'y C. moschata
a partir de la germinacion in vitro de semillas, segin
Maiquetia et al. (2020). Las plantas in vitro se extrajeron
del medio de cultivo y se enjuagaron con agua desti-
lada, para retirar el agar de las raices. Se seleccionaron
un total de 48 plantas por especie de leguminosa, con
una altura de 4 a 6 cm, para el proceso de endureci-
miento con microorganismos 6 bioendurecimiento.

Microorganismos

El indculo de HMA que se utilizé se multiplico en el
Laboratorio de Ecologia de Agroecosistemas del
Instituto de Zoologia y Ecologia Tropical, UCV. Es un
cultivo mixto de hongos Glomeromycota nativos de
los suelos de las sabanas de Santa Maria de Ipire,
con predominio de especimenes pertenecientes
a las familias Acaulosporaceae, Glomeraceae
y Gigasporaceae (Mora et al. 2013). Se obtuvo
mediante el uso de Zea mays como planta hospe-
dera. El uso de inéculos mixtos, multicepa o consor-
cios de hongos Glomeromycota es una practica que
permite asemejar a las condiciones del suelo rizosfé-
rico de la planta, en su ecosistema natural. Elinéculo
(20 g.planta™) consistié en una mezcla de esporas
(600 esporas.g*suelo), raicillas colonizadas (67 %
de longitud de raiz micorrizada, LRM) y micelio, y se
cuantificé segin Giovanetti y Mosse (1980) previa
tincion con azul de tripan (Phillips y Hayman 1970).

También se empled el indculo de Rhizobium phaseoli
(R) que pertenece a la coleccion de microorganismos
del Laboratorio de Ecologia de Agroecosistemas,
segln Mora et al. (2013). Este se multiplico en el
mismo Laboratorio. Es un simbionte de rapido
crecimiento que posee un amplio rango de hospe-
deros de leguminosas con diferentes grados de
efectividad y afinidad (Lloret y Martinez-Romero
2005). Se anadieron 2,5 mL.planta*directamente
en la base de la planta, a una concentracion de 10®
UFC.mL*El in6culo de HMA se aplicé para el trata-
miento solo con micorrizas (Tratamiento HMA) y en
combinacién con R. phaseoli (Tratamiento HMA + R)
al momento que se colocaron las plantas a aclimatar
en el sustrato.

Disefio experimental

La investigacion se realizé en el invernadero del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto
de Biologia Experimental de la Universidad Central
de Venezuela (UCV). El disefio experimental
empleado fue de bloques al azar, con tres trata-
mientos de inoculacion correspondientes a: control
sin microorganismos (SM), inoculacion de hongos
Glomeromycota (HMA) e inoculacién con hongos
Glomeromycota y Rhizobium phaseoli (HMA + R) con
16 plantulas o repeticiones para cada tratamiento.
Las plantas seleccionadas de las tres especies se
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trasplantaron a macetas, con capacidad de 250 mL;
se colocaron en un sustrato constituido por una
mezcla de suelo de sabana y tierra abonada (comer-
cial) en proporcion 2:1, cuya composicion segiin Mora
etal. (2017) fue: Textura: areno-francosa; pH=5,01; N
inorganico=20,36; P=11,32; K= 41,25; Ca= 57,63; Mg=
35,13; Na= 7,2 (mg.kg*); Materia Organica= 1,33 %,
CIC=3,06 (cmol*.Kg?). Las macetas con las plantas se
ubicaron dentro de propagadores con alta humedad
(80-93 % de humedad relativa) y baja luminosidad
(10 umol.m?2.s, densidad de flujo foténico fotosin-
tético, DFF), durante 21 dias. Luego de este periodo,
las macetas se retiraron del propagador y se colo-
caron en el invernadero, donde se evaluo su super-
vivencia, desarrollo y crecimiento, durante 5 meses.
Las plantas se regaron cada 3 dias con agua destilada.
Una vez por semana se regaban con 20 mL de solu-
cién Hewitt (1966) de acuerdo a cada tratamiento.

Sistema de muestreo y variables analizadas

Se realizaron medidas mensuales de altura de la planta
(cm) y didmetro (mm) basal del tallo, nimero de hojas
y area foliar. Se evaluaron mensualmente los porcen-
tajes de supervivencia de las plantas en el inverna-
dero, considerandose como 100 % la supervivencia de
las 16 plantas por cada tratamiento de inoculacion. A
los cinco meses de crecimiento se cosecharon cuatro
plantas por tratamiento, para determinar el area
foliar especifica (AFE= area hoja/masa seca hoja), la
longitud radical, la biomasa seca de hojas, vastago y
raices. Previo a las evaluaciones se realizd un lavado
con agua destilada y posterior secado del material a
60 °C durante 96 h. Se pesaron en una balanza analitica
digital marca Adventure (Ohaus, China). Este procedi-
miento, planteado para las tres especies, solo se aplicd
a Calopogonium sp. y S. capitata (Tratamientos HMA'y
SM). En el caso de C. moschata el nimero de plantas al
final del periodo de observacion fue insuficiente para
realizar estas determinaciones. De las mismas plantas,
se colectaron muestras de raices y se fijaron con
isopropanol hasta la cuantificacion de la colonizacion
micorrizica, empleando la metodologia de tincion con
azul de tripan propuesta por Phillips y Hayman (1970).
Cada raiz se observo en su longitud total y se evalud la
presencia de las estructuras tipicas de las MA, mediante
el método de interseccion de cuadrantes de Giovanetti
y Mosse (1980). En el tratamiento inoculado con R.
phaseoli (HMA + R), para cada especie, se realizé un

conteo del nimero de nédulos formados en la raiz de
cada unade las plantas. Con esto se expreso el nimero
total de nddulos por plantay el nimero promedio total
de nddulos por tratamiento. Estas mediciones se reali-
zaron para cada especie de leguminosa.

Analisis estadistico

Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA), de dos
vias para los datos que presentaban distribucion
normaly homogeneidad de varianzas. Se considerd
los factores tiempo e inoculacion para las variables
sobrevivencia y de analisis de crecimiento a través
del tiempo. El ANOVA de una via se aplico para
los analisis de biomasa y analisis de crecimiento
puntuales. En todos los casos en que las medias de
los tratamientos diferian significativamente se aplicd
la prueba de Duncan para P < 0.05. Para los analisis
se utilizé el programa Statistic 5.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobrevivencia de las plantas de las tres especies
de leguminosas en vivero

Las plantas de la especie Calopogonium sp. inocu-
ladas con HMA +R mostraron la mayor sobrevivencia
(16 %), respecto a los tratamientos HMAy SM (Figura
1A). En el caso de S. capitata se obtuvo un 25 % de
sobrevivencia en las plantas micorrizadas (HMA),
tratamiento con mayor supervivencia que SMy HMA
+R (Figura 1B). En la especie C. moschata solo con el
tratamiento HMA+R se mantuvo un 13 % de sobrevi-
vencia de las plantas (Figura 1C).

La mayor tasa de supervivencia se encontré en las
plantas inoculadas con HMA (S. capitata) o la doble
inoculaciéon HMA + R (en los casos de Calopogonium
sp y C. moschata). Resultados similares han sido
descritos por Krishna et al. (2006) y Muthuraj et al.
(2018), quienes indican que la mayor sobrevivencia
de las plantas estaria favorecida por la mayor capa-
cidad exploratoria de la raiz; por la red de micelio
que la MA establece en la rizdsfera, lo cual incide en
una mejora de la toma de nutrientes y agua para la
planta. Al interactuar las MA con R. meliloti, no solo
se mejora la nutricién de P, sino también del N, lo
cual estaria incidiendo en el mejor desarrollo de
la planta en los tratamientos HMA + R (Meng et al.
2015). La interaccion entre bacterias promotoras
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Figura 1. Variacion del porcentaje de sobrevivencia de plantas provenientes de semillas germinadas in vitro en la
inoculacion con HMA, HMA+R y SM sobre la sobrevivencia: A) Calopogonium sp., B) S. capitata y
C) C. moschata (Letras distintas letras indican diferencias significativas entre tratamientos).
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de crecimiento y las MA es sinérgica, estimulando la
nutricion de las plantas; también se ha descrito que
las bacterias promotoras favorecen la colonizacion
micorrizica y por ende del desarrollo de la planta 'y
adquisicion de nutrientes (Mora et al. 2019).

Respuesta de crecimiento de las plantas de las
tres especies de leguminosas provenientes de
semillas germinadas in vitro

Calopogonium sp.

Se observo un incremento significativo en la altura de
las plantas inoculadas con HMA+R y HMA respecto a
las de control (SM), tendencia que se mantuvo hasta
los cinco meses al finalizar la medicidn (Figura 2A). El
diametro basal del tallo fue mayor a partir del tercer
mes en las plantas con doble inoculacion (HMA+R),
respecto a las plantas micorrizadas (HMA) y (SM), las
cuales no tuvieron diferencias significativas entre si a
los cinco meses (Figura 2B). El nimero de hojas fue 46y
28 % mayor en las plantas tratadas con HMA+Ry HMA,
respectivamente, en comparacion a SM (Figura 2C). Es
claro el efecto positivo de la inoculacién con HMA + R
en los pardmetros de crecimiento de Calopogonium sp.

La masa de los compartimientos foliar, tallo y raiz de
las plantas de Calopogonium sp. mostré diferencias
significativas entre los tratamientos de inoculacion
(Figura 3), resultando mayor el efecto de la doble
inoculacion (HMA+R). La mayor cantidad de masa
puede deberse a la mejor condicién nutricional que
proveen las MA'y a un posible realce de la funcidn
fotosintética, tal como indican Rupnawar y Navale
(2000) en plantulas de granada y Decklerk et al.
(2002) en plantas de banano bioendurecidas. En el
caso de la masa del tallo, de raiz y hojas se encon-
traron diferencias significativas entre las plantas con
los tratamientos HMA+R y HMA'y las plantas control
(SM), evidenciando nuevamente el efecto positivo de
lainoculacidn de los microorganismos en la masa de
la planta. La relacion vastago/raiz mostré diferen-
cias significativas entre tratamientos para las vitro
plantas de Calopogonium sp., resultando con mayor
valor en el tratamiento SM. Este comportamiento
ha sido descrito como un efecto de estimulacion
en el desarrollo radical por los microorganismos
beneficiosos descrito por Vidal et al. (1992) quienes
observan un menor desarrollo de la raiz en las

plantas no inoculadas reflejado en una mayor rela-
cién V/R.

Tanto el area foliar total como el area foliar especi-
fica (mayor peso seco por unidad de area foliar) de
Calopogonium sp. presentaron diferencias significa-
tivas entre tratamientos, resultando mayor el efecto
positivo del tratamiento HMA+R, segln se observa
en la Figura 4. Tendencias similares fueron descritas
por Vosatka et al. (1999) al conseguir buen desarrollo
foliary de la planta por efecto de la inoculacion con
varias especies de HMA, a consecuencia de la mejor
condicion nutricional (P y N) y a actividad fotosin-
tética favorecida por las asociaciones simbioticas
(Kumar et al. 2014, Mirjani et al. 2019).

S. capitata

El tratamiento mas favorable para la aclimatacion
de esta especie fue HMA, en el que se observé un
incremento significativo en la altura de las plantas
respecto a las SM, a partir del tercer mes de trata-
miento que se mantuvo hasta el quinto mes, final
de la medicidn (Figura 5). El didmetro basal del tallo
y el nimero de hojas fueron mayores a partir del
cuarto mes en las plantas inoculadas con HMA. En
esta especie, la cantidad de raices de las muestras
finales fue insuficiente para cuantificar la coloni-
zacion micorrizica. Sin embargo, se observa que
la inoculacién con HMA favorecié los parametros
de crecimiento de S. capitata, coincidiendo con los
resultados de bioendurecimiento con micorrizas de
plantas micropropagadas obtenidos por Singh et al.
(2012), Muthuraj et al. (2018) y Mirjani et al. (2019).

Aunque las plantas de S. capitata, inoculadas con
HMA + R, alcanzaron los mayores valores de sobre-
vivencia en la aclimatacion, 63 % a los tres meses,
estas no sobrevivieron hasta los cinco meses. Esto
pudo ser causado por el desarrollo incipiente de
las raices y, posiblemente, de su aparato fotosin-
tético, incidiendo en una fisiologia disfuncional de
las plantas y baja sobrevivencia (Kumar et al. 2014).
Por esta razdn no se realizaron mediciones de los
parametros de crecimiento para este tratamiento.
Los microorganismos que se combinan o se mezclan
pueden manifestar incompatibilidad entre ellos,
dado que las interacciones mutualistas alcanzan
inestabilidad debido a diversos factores bidticos y
abidticos (Cano 2011).
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Figura 2. Evaluacion de variables de crecimiento: A) altura (cm); B) didametro (mm) basal del tallo y C) ndmero de
hojas durante cinco meses, en plantas de semillas germinadas in vitro de Calopogonium sp. inoculadas
con HMA, HMA+R y SM. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 3. Efecto de la inoculaciéon con HMA, HMA+R y Control (SM) en las plantas que provienen de semillas germinadas in
vitro de Calopogonium sp. Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos.

C. moschata

Durante la etapa de aclimatacién el nimero final (dos)
de plantas de C. moschata fue insuficiente para obtener
datos con significancia estadistica sobre las variables
estudiadas. Las plantas que se conservaron en el
proceso mostraron buen vigor, buena apariencia, sin
formacion de estructuras nodulares. Investigaciones
previas reportaron efectos beneficiosos de la inocula-
cion micorrizica en arboles micropropagados (Singh
et al. 2004); cuando se aplica la inoculacion con HMA
poco después de retirar los explantes de los vasos
de cultivo y al comienzo del inicio de la raiz. Estas

recomendaciones dependen de las especies, porque
dicho beneficio no predomind en el presente estudio.
Es conocido que la colonizacidn micorrizica tiene lugar
solo en raices jovenes y secundarias antes de la sube-
rizacion (Azcon-Aguilar et al. 1992 y 1997).

C. moschata es una especie arbdrea de lento creci-
miento y las raices finas y jovenes son producidas
tardiamente durante el desarrollo ex vitro. Segun los
resultados de la presente investigacion, puede ser
que, el establecimiento de la simbiosis micorrizica
haya sido mas lento en esta especie afectandose
su desarrollo y supervivencia. Asi mismo, para el

Figura 4. Efecto de la inoculacion con HMA, HMA+R, con respecto al control (SM) de plantas
provenientes de semillas germinadas in vitro de Calopogonium sp. sobre el drea foliar total
y el drea foliar especifica. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 5. Evaluacion del efecto de la inoculacién de plantas de S. capitata, provenientes de semillas
germinadas in vitro, durante 5 meses sobre: A) altura; B) didmetro basal del tallo y C) nimero de
hojas. Tridngulos, plantas inoculadas con HMA; cuadrados, plantas sin microorganismos inoculados
(SM). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.
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establecimiento de R. phaseolus y la formacion de
los nddulos, pues hasta cinco meses de crecimiento,
no se observaron. Las caracteristicas de lento creci-
miento de esta especie arbdrea asi lo sugieren 'y
concuerdan con los resultados de la presente investi-
gacion. El efecto beneficioso de la inoculacién mico-
rrizica en C. moschata parece ser confirmado por
nuestros resultados en las plantas restantes, solo a
nivel de crecimiento. Asi mismo, podria haber casos
en los que no se encuentren efectos significativos
de la inoculacién con hongos micorrizicos segln la
planta hospedera; por lo tanto, la combinacién de
planta-HMA debe probarse para cada cultivo en
particular antes de iniciar el proceso de bioendure-
cimiento (Vosatka et al. 1999).

Las diferentes respuestas de aclimatacién entre
las especies de leguminosas pueden ser porque la
rizosfera es un entorno dindmico, donde ocurren
interacciones importantes entre planta-planta,
planta-microorganismos y microorganismos-mi-
croorganismos. La respuesta de estas interacciones
puede representar un posible antagonismo o siner-
gismo, el cual depende de las cepas microbianas
implicadas en la interaccion, asi como, de la especie
vegetal utilizada (Perez et al. 2015). Nuestros estu-
dios continuaran evaluando estos aspectos a fin de
optimizar los protocolos de bioendurecimiento para
cada especie vegetal.

Cuantificacion de la longitud de raiz colonizada
por MAy nodulacion en las raices de las tres espe-
cies de leguminosas estudiadas

En las plantas de Calopogonium sp. inoculadas con
HMA se obtuvieron los mayores valores de coloni-
zacion por micorrizas arbusculares (40+12 %). En
el caso del tratamiento con HMA + R un 2515 %
(Cuadro 1), observandose vesiculas y arbusculos en
la tincidn de las raices (Figura 6).

Las plantas de Calopogonium sp. del tratamiento
HMA + R exhibieron un promedio de 85 nddulos
de R. phaseoli por planta, contrastando con las
plantas, HMA y SM donde no se observaron dichas
estructuras, a pesar de ser un suelo no esterilizado.
La ausencia de HMA y/o rizobios en dicho sustrato,
efectivos o afines a las especies de leguminosas
empleadas en este trabajo es evidente (Cuadro 1).

Figura 6. Raiz de Calopogonium sp. proveniente de plantas
semillas germinadas in vitro, durante cinco meses
de aclimatacién colonizada con HMA. Nétese
la presencia de arbdsculos (A) y vesiculas (V),
estructuras tipicas de la micorriza arbuscular.

Los resultados coinciden con los descritos por Meng
etal. (2015), quienes sefialan que la interaccion de los
rizobios con las MA es positiva para el crecimiento y
desarrollo de las plantas; al igual que Chikkalaki et al.
(2017), que obtuvieron eficiente bioendurecimiento
de plantas de granada utilizando HMA y bacterias
promotoras. Para Calopogonium sp., no hubo dife-
rencias significativas respecto a la colonizacion
micorrizica en la simbiosis tripartita, sin embargo
se observé un nimero importante de nédulos por
planta. Se ha descrito, Barea (2015), que la doble
simbiosis es favorable en las leguminosas, reflejando
una mejor condicidn nutricional y favorecimiento de
los parametros de crecimiento del tratamiento HMA
+R. Un efecto similar de las inoculaciones se observa
en la longitud de las raices de esta especie (Figura 7).

S. capitata no produjo suficiente cantidad de raices
para la determinacion de la colonizacién micorrizica,
sin embargo si hubo nodulacidn en el tratamiento
HMA + R (Cuadro 1). Es claro el contraste entre las
capacidades de nodulacidén y colonizacién mico-
rrizica entre las tres especies estudiadas. Esto
puede estar relacionado con las diferencias fisio-
l6gicas entre las especies y su afinidad con los
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Cuadro 1. Colonizacién micorrizica (%) y nimero de nédulos en las raices de las tres especies de leguminosas, inoculadas

con microorganismos benéficos.

Tratamientos por especies de leguminosa

Sin microorganismos

Hongos Glomeromycota

Hongos Glomeromycota

Variables + R. phaseoli
Calopogonium S. C Calopogonium S. C Calopogonium S. C
sp. capitata  moschata capitata  moschata sp. capitata  moschata
Colonizacién 0 0 IR 40412 IR IR 25415 IR IR
micorrizica (%)
Numero de 0 0 0 ND ND 85:105 53 0
nédulos

IR = Insuficiente cantidad de raices para determinar la colonizacién micorrizica o nddulos; ND = No detectado.

Figura 7. Efectodelainoculacion conHMA, HMA+Ry SM sobre
la longitud de raiz de plantas de Calopogonium sp.
provenientes de semillas germinadas in vitro. Letras
distintas indican diferencias entre tratamientos.

microorganismos utilizados (Martinez-Viera et al.
2010). También se refleja en la ausencia de nodu-
lacidon de C. moschata hasta los cinco meses de
crecimiento, justificado anteriormente. En el mismo
Cuadro 1, se observa la ausencia de nodulacién y
colonizacién micorrizica para Calopogonium sp. y
S. capitata en el tratamiento SM, corroborando la
ausencia de los microorganismos utilizados en el
sustrato empleado.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ilustran un efecto promotor
de la inoculacién micorrizica y de bacterias promo-
toras sobre la aclimatacion de plantas povenientes
de propagacion in vitro.

El uso de hongos MA efectivos es notable en el desa-
rrollo eficiente de las plantas propagadas in vitro,
reduciendo asi la mortalidad durante la aclimatacion,
particularmente para Calopogonium sp.y S. capitata.

La aplicacién de las micorrizas arbusculares y de R.
phaseoli a las plantas de Calopogonium sp. favorecid
su establecimiento y podria asumirse como una prac-
tica rutinaria en la aclimatacion de plantas de esta
especie. En el caso de S.capitata y C. moschata, es
necesario continuar con los estudios de optimizacion
de los protocolos in vitro, de aclimatacion y bioendu-
recimiento con otras especies de bacterias promo-
toras y hongos micorrizicos; esto a fin de aumentar
la supervivencia de las plantas de esas especies
obtenidas in vitro, ya que la afinidad de los microor-
ganismos puede variar con la planta hospedera.
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