ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

“EFECTO DE LA INTERACCION DE HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES (HMA) Y LA FERTILIZACION, SOBRE EL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE PLANTAS
MICROPROPAGADAS DE BANANO (Musa paradisiaca) DURANTE

LA FASE DE ACLIMATACION”

Previo a la obtencion del Titulo de:

INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA

ELABORADO POR:
ADRIANA CAROLINA TUFINO COLOMA

SANGOLQUI, 14 DE JUNIO DEL 2011



HOJA DE LEGALIZACION DE FIRMAS

ELABORADO POR

Srta. Adriana Carolina Tufifio Coloma

COORDINADOR DE LA CARRERA

Ing. Rafael VVargas

SECRETARIO ACADEMICO

Dr. Mario Lozada

Sangolqui, 14 de Junio del 2011
I



CERTIFICACION

Certifico que el presente trabajo fue realizado en su totalidad por la Srta.
ADRIANA CAROLINA TUFINO COLOMA como requerimiento parcial
a la obtencion del titulo de INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA.

Fecha
Dra. Maria Emilia Medina Dra. Karina
Proafio
DIRECTORA COODIRECTORA

REVISADO POR

Dr. Mario Lozada



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis Padres, porque este es el fruto de su esfuerzo hacia la

realizacion de un suefio, por su amor incondicional y paciencia.

A mis hermanos: Liseth, Soledad, Mauricio y Anael, por su amor y compafiia durante

todo este tiempo.

A mis sobrinos: Camila, Mariano, Emiliana y Matias, por su carifio y travesuras.

Adriana Carolina Tufifio Coloma



AGRADECIMIENTO

Quiero agradecer a Dios porque es el pilar fundamental de mi vida y El permiti6 que

conociera personas maravillosas durante este proceso.

Agradezco a la Dra. Maria Emilia Medina por sus consejos Yy ensefianzas,

principalmente por poner su confianza en mi para la realizacion de este proyecto.

A la Dra. Karina Proafio por su tiempo y conocimiento compartido para la elaboracion

de este trabajo.

A la Ing. Estefania Espin e Ing. Isabel Baroja por ensafiarme las técnicas del laboratorio
y primordialmente por formar un grupo de trabajo unido. A Tania Villareal por su

colaboracion en la elaboracion del ensayo.

A mi mejor amiga Ing. Michelle Yépez por su valiosa amistad y apoyo incondicional

durante todos estos ocho afios.
A la Ing. Silvia Pachacama por su amistad y apoyo. A las personas que forman parte del
laboratorio: Adrian, Santiago, Elsita, Daniel e Ibeth gracias por su apreciable compafiia.

Al Ing. Pablo Araujo por su carifio y principalmente por todo el respaldo brindado.

A mis amigos: Andrea, Cristina y Pablo, por su carifio, alegria y compafiia durante la
etapa estudiantil.

A mis Abuelitos: Maruja, Hildita y Guillito por su afecto y total apoyo para la

culminacion de mi carrera. A mis tios y primos por compartir conmigo esta felicidad.

Adriana Carolina Tufifio Coloma



INDICE DE CONTENIDOS

HOJA DE LEGALIZACION DE FIRMAS .......ovovriieeveeeeieeesee e sesieses s sesisss s I
CERTIFICACION ..ot s sttt s sttt Il
DEDICATORIA .t e e et e e s e e e s e e e sna e e e snreeenneeeenes v
AGRADECIMIENTO ..ttt ettt e Vv
LISTADO DE TABLAS ...ttt et be e IX
LISTADO DE FIGURAS ... oottt et et Xl
LISTADO DE ANEXOS ... .ottt sttt e X1V
RESUMEN ..ottt e e e e e s e e e st e e e st e e e nnaaeenneeas XV
A B ST RA T .ttt e e e e e e e e r e e ar e e e nnra e e naaeanaaeas XVI
CAPITULO 1: INTRODUCCION ....oivtuiiriiriiseiseissrseesssssess st 1
1.1. Formulacion del problemMa...........c.ooviiiiiiiecce e 1
1.2. Justificacion del problema ...........c.coviiii i 2
1.3. Objetivos de 1a INVESTIGACION .........cceoviiiiiiicce e 3
1.3.1. ODJELIVO GENEIAL ...ttt 3
1.3.2. ODJELIVO ESPECITICOS .vuviiriiiriririsisieieieieieteieietetstesesssses sttt es et ettt s sesesesesesnaens 3
1.4, IMIICO TEOTICO. ....ueteteeeeieet ettt bbbt b et e ettt b e en e b e 4
1.4.1. El cultivo de banano (Musa paradiSiata) ..........ccceeeeererereririririeiereseseseseeeeesesssseseseenens 4
1.4.1.1.Caracteristicas generales del cultivo de banano ..., 4
1.4.1.2. Necesidades nutricionales del cultivo de banano ... 6
1.4.1.3. Importancia del cultivo de Danano ............ccceeiviieeeniceeee e 7
1.4.2. HONQGOS MICOITICICOS ..ouvviiiiieieieieteie ettt 8
1.4.2.1. Crecimiento de los Hongos Micorricicos Arbusculares..........cccocoevvveeveieveirennee. 9
1.4.2.2. Colonizacion de los Hongos Micorricicos Arbusculares...........cccocoeeevevevevenenes 10
1.4.2.3. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares........................ 11

Vi



1.4.2.3. Dependencia micorricica relativa ...........cccveerneerneerceree s 12
1.4.3. Micorrizacion en la Fase de Aclimatacion de Banano ........cc.ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 13

1.4.3.1. Efectos de la Micorrizacion en la Fase de Aclimatacién de Banano (Musa

PAFAGISICA) ...vvivvveveicicieiceeee sttt ettt a st se et st s s s b bbb b bebeaas 14
L4 HIPOLESIS ...ttt ettt bbbt b et bt b n e 17
CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS ......ovvitiiiicieeneieesessseessseessseesssssesssenes 18
2.1, PaTICIPANTES ...ttt bbbt b bbbttt nb bbb 18
2.2. 20N T8 ESTUAIO ...t bbb 18
2.3. Periodo de iNVESTIGACION .......cciiiiiiieieceie et 18
2.4. Seleccion de material vegetal y microbiolOgICO ........c.covevveiieiiee e 18
2.5. Disefio EXPEIrIMENTAL.......cccooiiiiiiiice ettt 19

2.6. Propagacion de esporas de Hongos Micorricico Arbusculares (HMA) nativas de

CUIEIVO 0B DANANO ... e e ettt e e e e e e ee e e e e e e e 20

2.7. Aplicacién de HMA durante la fase de aclimatacién de plantulas de banano (Musa

PAFAAISTACA) ...ttt bbbttt b bbbt b et b e st b e bbbttt 22
2.7.1. Preparacion del INOCUIO ...........ccuiveveiiiccete e 22
2.7.2. PreparaCion del SUSLIALO .........c.ccucveveiiiccc ettt 23
2.7.3. Aplicacion de HMA y trasplante en plantas de banano (Musa paradisiaca) ........ 23
2.7.4. MANTENTMIENTO ...o.eiiiiiiiiieeee e 24
2.7.5. Evaluacion de las plantas de banano al finalizar la fase de aclimatacion ............. 25

2.7.5.1. Porcentaje de COlONIZACION .......c.cccvevueeiieiic e 26
2.7.5.2. Dependencia MICOMICICA ......ccecvveiieireeieciecie et 27
2.7.5.3. Procesamiento de las muestras y conteo de eSPOrasS.........ccccvevvvevveiiveesveaienens 27
CAPITULO 3: RESULTADOS......cooeieieeeeieeiessisse s tssee s ssssssesssss s sessssssssssessssssenas 28

Vil



3.1. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) nativos de
cultivo de banano (Musa paradiSIaca) ..........ccccuererierieresiesiene e

3.2. Aclimatacién de plantas micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) con

Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) .......oovoiiieiieceic e
BL2. L ATTUFA ottt bbb ene s
3.2.2. PEIMELIO .ottt bbbttt sttt sbe e ere s
KA T £=T: 1 (o] [T OO
3.2.4. BIOMASA GEMBA ...veveeveeeeerieieiestestesteasessaesaesaeseessestessessessesseesaesaeseessesessessessessessaesens
3.2.5. BIOMASa FAUICAI ......ocuveivieieciecieee ettt
3.2.6. Porcentaje de colonizacion y CONte0 A ESPOFAS .......coveeeveruereeerierieeeesieseeeseeneens

3.2.7. Supervivencia de las plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de

ACHMALACION ...ttt
3.2.8. Andlisis de nutrientes en la biomasa area............cccoeveiiiieiciniicceee
3.2.8.1. Nitr0geno (N) FOlIar .......ccoooviiiiiiee e
KT I B o 151 (0] (0 I (2 TSSO
I B B o) 7 ] (o I (- ISP
3.2.8.1. MAgNESIO (M) .ooiveeieiiieiieee e

3.2.9. ANALISIS T8 SUBIO ... et

CAPITULO 4: DISCUSION ..o e ee e er e

4.1. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) nativos de
cultivo de banano (Musa paradiSIaCa) ..........cc.uuererierierene st

4.2. Aclimatacion de plantas micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) con

Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) .......oovoiiiieiecece e
CAPITULO 5: CONCLUSIONES .........oviveeieeeeeiieeteeiesesesssesiesssesessen s sesss s
CAPITULO 6: RECOMENDACIONES........cocooiiieiieeeeeiiessieeeesesssesisnes s
CAPITULO 7: BIBLIOGRAFIA ...ttt

ANEXOS ..o



INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1 Tratamientos del BNSAYO ......cciuieiiiieiieie e
Tabla 2.2 Programa de fertilizacion para aclimatacion ............ccccccvevveviiiicsieese e

Tabla 3.1 Andlisis de varianza para la altura en plantas de banano (Musa paradisiaca)
bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de
Tl g L =t @ o TSRS

Tabla 3.2 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en la altura de plantas
de banano (Musa paradisiaca), durante la fase de aclimatacion............cc.ccoeeveveveiniieseeneen,

Tabla 3.4 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion sobre el perimetro

del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion..............c............

Tabla 3.5 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion sobre el area foliar de

plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion..............cccccevceveveiiiiniininenns

Tabla 3.6 Analisis de varianza para el peso fresco y seco de la biomasa aérea de
plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes

dosis de micorrizas. Hacienda Central de Machala-El Oro..........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee,

Tabla 3.7 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion sobre la biomasa

aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion ..................cccceeuee.

Tabla 3.8 Andlisis de varianza para el peso fresco y seco de la biomasa radical de
plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes

dosis de micorrizas. Hacienda Central de Machala-El Oro ...,

Tabla 3.9 Efecto de la interaccién entre micorrizas y fertilizacion en la biomasa radical

de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.............cccccceevveveieecieennenn,

Tabla 3.10 Efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de
colonizacion y conteo de esporas de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de

AC I MIAEACI O ..o

Tabla 3.11 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion sobre el porcentaje

de Nitrégeno foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.........

IX



Tabla 3.12 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de

Faosforo foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion................

Tabla 3.13 Andlisis de varianza para el potasio en plantas de banano (Musa

paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda

Central de MaChala-El OF0 ... ...t e e

Tabla 3.14 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de

Potasio foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion ................

Tabla 3.15 Analisis de varianza para el magnesio en plantas de banano (Musa

paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda

Central de MaChala-El OF0 ...... ..ot

Tabla 3.16 Efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de

Magnesio foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion ............



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Partes de la planta de Danano ...

Figura 1.2 Esquema de la colonizacion MiCOMTICICA.........cccvevueiiieieeie e 11

Figura 2.1 Fotografias del montaje de las camas de propagacion de esporas de HMA
nativas del cultivo de banano (Musa paradiSiaca) ...........cccccveruerieeieerieeiesee e e see e 21
Figura 2.2 Fotografias de la preparacion del indculo a base de esporas de HMA nativas
de cultivo de banano (Musa paradiSIaca)...........ccceuereriririeiieneie e 22
Figura 2.3 Fotografia de la preparacion del sustrato para ser utilizado en el transplante

de plantas micropropagadas de banano (Musa paradiSiaca)............cccceveveeieieerieeieseeseenenns 23
Figura 2.4 Fotografia del trasplante de plantas de banano .........cccecevevverveeceeceecensensensessennenne 24

Figura 3.1 Promedio del nimero de esporas de HMA por gramo de suelo de 43
muestras provenientes de cultivo de banano (Musa paradisiaca), de las 7 haciendas de
HDINEAGROS ...ttt sttt sttt st b et bbb e s eneene e 28

Figura 3.2 Crecimiento de Brachiaria en camas de propagacion de esporas de HMA

nativas de cultivo de banano (Musa paradisiaca) a.0 dias, b.45 dias y ¢.60 dias ................... 29

Figura 3.3 Numero de esporas por gramo de suelo en cultivo de banano (Musa

paradisiaca), de la cama de propagacion. Hacienda Central Machala-El Oro........................ 29

Figura 3.4 Porcentaje de colonizacion de raices de Brachiaria de la cama de

propagacion. Hacienda Central Machala-El Oro............cccccoveiiiiiiicci e 30

Figura 3.5 Estructuras flangicas en las raices de Brachiaria, de las camas de

propagacion de esporas de HMA .........ooi et 30

Figura 3.6 Efecto del porcentaje de fertilizacién sobre la altura de plantas de banano

(Musa paradisiaca) a los 0, 45 y 90 dias, durante la fase de aclimatacion ...............ccccocueune.. 32

Figura 3.7 Comparacion entre plantas micorrizas vs. plantas no micorrizadas con 100%
de fertilizacion sobre la altura de banano (Musa paradisiaca) a los 0, 45 y 90 dias,

durante 12 fase de aClIMALACION .........ueeeeeeee et e e e e e e e e 33

Figura 3.8 Efecto del perimetro del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca) con

diferentes dosis de micorrizas, en fase de aclimatacion ............ooovvvoeeeeoeooe e 34

Xl



Figura 3.9 Efecto del perimetro del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca)
sobre el porcentaje de fertilizacion, en fase de aclimatacion.............c.ccocevveveieiieicin s, 34

Figura 3.10 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con
100% de fertilizacion sobre el perimetro del tallo de plantas de banano (Musa

paradisiaca). Fase de aclimataCion ...........cccccveieiieieeie e 36

Figura 3.11 Efecto del area foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) con
diferentes dosis de micorrizas, en fase de aclimatacion ............cccocevvvvivieniieierese e 36

Figura 3.12 Efecto del area foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre el

porcentaje de fertilizacion, en fase de aclimatacion .............ccoceevveveeri s 37

Figura 3.13 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con
100% de fertilizacion sobre el area foliar de banano (Musa paradisiaca). Fase de

ACHIMALACION <.ttt e e e e e e e e ettt et e e e e e ee e e ereeeeeeeeaeeareaaeeeeeaaaas 38

Figura 3.14 Efecto de la biomasa aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre

el porcentaje de fertilizacion en fase de aclimatacion ............cccocoeveveveiiiiieiese s 39

Figura 3.15 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con
100% de fertilizacion sobre la biomasa aérea de banano (Musa paradisiaca). Fase de

G IMALACION ..ottt e e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaee——eaaeaeaaaaaas 41

Figura 3.16 Biomasa aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes
dosis de micorrizas y 100% de fertilizacion, en fase de aclimatacion............ccccccovcvvvrvrvnnenn, 41

Figura 3.17 Efecto de la biomasa radical de plantas de banano (Musa paradisiaca)

sobre la fertilizacion en fase de aCliMataCioN ............ooe e oo 43

Figura 3.18 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con
100% de fertilizacion sobre la biomasa radical de banano (Musa paradisiaca). Fase de

AC I MIAEACT O ..o 44

Figura 3.19 Biomasa radical de plantas de banano (Musa paradisiaca) a diferentes

dosis de micorrizas y bajo 100% de fertilizacién, en la fase de aclimatacion....................... 44

Figura 3.20 Efecto del porcentaje de colonizacion y conteo de esporas de plantas de

banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas, en fase de aclimatacion ...... 45

Figura 3.21 Estructuras fangicas en las raices colonizadas de plantas de banano en fase

08 ACHMATACION ..ot e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeneeaaan 46



Figura 3.22 Supervivencia de las plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de

ACHIMALACION ..ottt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e eaaaa

Figura 3.23 Nitrdgeno foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes

dosis de micorrizas, en fase de aClIMATACION ........eeeeeeee et eee e e e

Figura 3.24 Comparacion de nitrogeno foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca)

micorrizadas vs. plantas no micorrizadas, durante la fase de aclimatacion.............c..cc.ccoevne.

Figura 3.25 Fosforo foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes

dosis de micorrizas, en fase de aCliMAataACION ........co.veeeeeeeeeee et e e e e

Figura 3.26 Efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el fosforo en plantas de banano

(Musa paradisiaca) en fase de aclimatacCion .............cccccvvveiieiiiicse e

Figura 3.27 Comparacion de fosforo foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca)
micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion durante la fase de

G IMALACION ..ottt e e e e e e e e e et ettt e e e e e ee e e e ereeeeeeeeaeeareaaeeeeaaaaas

Figura 3.28 Potasio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes

dosis de micorrizas, en fase de aCliMAtACION ........eeeeeeee et

Figura 3.29 Magnesio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes

dosis de micorrizas, en fase de aCliMAtACION ........eeeeeeeee e

Figura 3.30 Comparacion de magnesio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca)
micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion durante la fase de

ACHIMALACTON ..ottt e e e e e e e e ettt et e e e e e ee e et eeeaeeeeeeaee i aeeaaeeeeeaaaas

X1



ANEXOS

Anexo 1 Analisis de nutrientes del sustrato utilizado en aclimatacion de plantas de

banano (Musa paradisiaca) CON HIMA .........cov i

XV



RESUMEN

Entre las técnicas biotecnoldgicas utilizadas para contribuir a la mejora vegetal del
banano se encuentra el uso de microorganismos benéficos del suelo, como los hongos
micorricico-arbusculares (HMA) que establecen una asociacién mutualista simbionte
con la planta, mejoran el desarrollo y nutricion de la misma. Estos hongos también
estimulan la produccién de hormonas de crecimiento e incrementan la resistencia frente
a patégenos y situaciones de estrés. Se sabe que la intervencion temprana con
micorrizas acentta los efectos benéficos en las plantas de banano, aprovechando
eficientemente los nutrientes proporcionados por la fertilizacion. Se realiz6 un muestreo
en diferentes lotes de plantaciones de banano en el que se aislaron, identificaron y
cuantificaron las esporas de HMA. Se estandarizé un protocolo de propagacion de
HMA nativos de la zona con un sustrato, compuesto por suelo de cultivo de banano,
suelo franco arenoso y turba, con el objeto de asegurar los beneficios que puede
presentar su propio biofertilizante. Se realizaron evaluaciones de la poblacién y
porcentaje de colonizacién a los 0, 45, 90 y 200 dias, en los cuales se observo un
crecimiento progresivo, incrementando de 2,8 a 36,6 esporas de micorrizas por gramo
de suelo, alcanzando un porcentaje de colonizacién del 77%. En ese sentido, se ha
estandarizado una técnica eficaz, sencilla y de bajo costo, para la multiplicacion de
micorrizas propias del cultivo de banano. Posteriormente se realizd un ensayo de
aclimatacion de plantas cultivadas in vitro cuyo objetivo fue determinar si las diferentes
dosis de HMA, en interaccion con distintos porcentajes de fertilizacion, influyen en el
crecimiento de las plantas de banano durante la fase de aclimatacién. Las plantas se
evaluaron después de tres meses y se determind que las mayores dosis del biofertilizante
con micorrizas (400-800g) con la maxima fertilizacion (100%) contribuyen al aumento
de la altura, perimetro, area foliar, biomasa aérea y radical. Los valores foliares de P, K
y Mg en plantas micorrizadas fueron significativos en contraste con plantas no
micorrizadas. En nuestro ensayo demostramos que la inoculacion temprana de
micorrizas en plantas micropropagadas de banano, puede ser utilizada como una
herramienta biotecnoldgica para el mejoramiento del desarrollo y nutricion del cultivo

de banano.
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ABSTRACT

Among the biotechnological techniques used to help improve the banana plant is the use
of beneficial soil microorganisms such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) which
establish a mutualistic symbiotic association with the plant, improve the growth and
nutrition of the same. These fungi also stimulate the production of growth hormones
and increase resistance to pathogens and stress. It is known that early intervention with
mycorrhizal emphasizes the beneficial effects on banana plants, using efficiently the
nutrients provided by fertilization. Sampling in different batches of banana plantations
that were isolated, identified and quantified AMF spores. We standardized a protocol
for propagation of AMF native to the area with a substrate consisting of banana
cultivation soil, sterilized sandy loam soil and peat in order to ensure the benefits you
can submit your own bio-fertilizer. Evaluations were conducted of the population and
colonization percentage at 0, 45, 90 and 200 days, which showed a steady growth,
increasing from 2,8 to 36,6 spores per gram of soil mycorrhizae, reaching a percentage
colonization of 77%. In this regard, we have standardized an effective, simple and low
cost to the multiplication of mycorrhizal own banana crop. Subsequently conducted a
trial of acclimation of plants cultivated in vitro whose objective was to determine
whether different doses of HMA (using the previously produced biofertilizer) in
interaction with different percentages of fertilization affect the growth of banana plants
during acclimatization. Plants were evaluated after three months and found that higher
doses of mycorrhizal biofertilizer (400-800g) with the maximum fertilization (100%)
contribute to increasing the height, circumference, foliar surface, shoot and root
biomass. The values of foliar P, K and Mg in mycorrhizal plants were significant in
contrast to non-mycorrhizal plants. Early mycorrhizal inoculation of micropropagated
banana plants can be used as a biotechnological tool to improve the development of this

crop.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

El cultivo de banano es uno de los principales productos de exportacion en el
Ecuador, ya que cuenta con una superficie cultivada de 215.521 ha en todo el pais,
ubicandolo en el primer puesto en todo el mundo por exportar 5°270.690 de toneladas al
afo (FAO, 2008).

La industria bananera es de gran importancia para el desarrollo
socioecondémico en la region de América Latina por lo que es necesario revisar y
modificar el sistema actual de produccién de banano, empleando tecnologias que
tiendan a reducir la cantidad de agroquimicos utilizados en la produccion (Riveros et
al., 2006). Por esta razon, es necesario emplear estrategias que disminuyan estos efectos
nocivos como el uso de microorganismos del suelo entre los que se destacan las

micorrizas (L6pez et al., 2005).

Los Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) son asociaciones simbidticas
mutualistas entre las raices de la planta y los hongos especificos de la tierra, formandose
en el 90% de las plantas terrestres (Smith & Read, 1997). Las micorrizas pueden ofrecer
varios beneficios a la planta huésped, incluyendo mejora de la nutricion mineral (sobre
todo de fosfato) y el crecimiento vigoroso de la planta. Los HMA crecen no s6lo dentro

de las raices de la planta sino también en la tierra circundante (Schnepf et al., 2008).

Las micorrizas al establecerse en la zona cortical del sistema radical de las
plantas tienen la caracteristica de formar estructuras internas, como los arbusculos.
Estas estructuras flngicas se generan en el interior de las células corticales y su papel es
contribuir incrementando la capacidad de absorcion e intercambio de nutrientes entre
ambos participantes de la simbiosis. Otro tipo de estructuras caracteristicas de estos
hongos son las vesiculas, cuya funcion es almacenar reservas para el hongo, las cuales
se utilizan en situaciones de limitacion de energia para el crecimiento de los mismos.

Ambas estructuras son originadas por micelio intra e intermatrical, su importancia es la



de translocar los granulos de polifosfato a los sitios de mayor demanda de fosforo
(Alarcén y Ferrera, 2000).

El caracter simbionte obligado por parte de los HMA, implica que su
reproduccion dependa del uso de plantas huésped, en las que pueda completar su ciclo
de vida y, finalmente producir esporas y otros propagulos (conjunto de esporas, raices
micorrizadas e hifas). La planta huésped debe sembrarse en un sustrato adecuado, que
presente buena capacidad de intercambio catidnico, aireacion y retencién de humedad.
Ademas el sustrato, debe permitir una produccion abundante de propagulos, ser de facil

manipulacion y de bajo costo (Usuga et al., 2008 a).

El cultivo de Banano es ideal para la aplicacion de HMA por lo que presenta
durante sus primeras fases de desarrollo una buena capacidad micotrofica y una
dependencia micorricica moderada (40-50%) (Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero,
2002). Por otra parte, se multiplica in vitro de modo rutinario y su fase ex vitro es ideal
para la aplicacion de HMA (Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero, 2004). La
micorrizacion en la fase ex vitro ha permitido registrar mejoras cuantificables en el
crecimiento y nutricién de esta especie, incluso bajo las condiciones de fertilizacién

estandar de los viveros comerciales (Jaizme-Vega, et al., 2002).

1.2. Justificacion del problema

El banano comprende uno de los mayores productos de exportacion en el pais,
por ese motivo es necesario aplicar nuevas tecnologias ambientalmente amigables y de

produccién masiva, que ayuden a cumplir con la demanda de calidad internacional.

El conocimiento de técnicas biotecnologicas en el &mbito ambiental, es en la
actualidad una de las herramientas que presenta mayor interés, ya que se estan
desarrollando biofertilizantes mediante la utilizacion de microorganismo y estas
técnicas implican mejor cuidado del suelo con altos beneficios para la produccién

agraria.



La micropropagacion es una de las técnicas usada fundamentalmente para la
propagacion comercial en vivero de plantas de interés agronémico, en el que se usan
cultivos vegetales estériles en la multiplicacion de cultivares. Aunque los beneficios de
esta técnica son varios, existen problemas en la transferencia de plantulas in vitro a
condiciones ex vitro. En esta fase se han registrado diferentes grados de mortalidad,
dependiendo del cuidado y calidad de los cultivares. Esta mortalidad se debe a las
limitaciones para resistir el estrés del transplante, cuticula poco desarrollada, estomas no
funcionales, un habito heterotrofico y un sistema radical débil. Es por esto que la
aplicacion de micorrizas arbusculares como biofertilizante en la fase de aclimatacion (ex
vitro) tiene un efecto beneficioso en el desarrollo de la planta, ya que produce cambios
fisicos, bioguimicos y fisiologicos en las raices, contribuyendo a aliviar el estrés de tipo

biotico y abiotico.

El presente trabajo permitird conocer la interaccion de los Hongos Micorricicos
Arbusculares y fertilizantes durante la fase de aclimatacion para el desarrollo,

crecimiento y adaptabilidad con plantas de banano.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general del proyecto

Estudiar el efecto de la interaccion entre los Hongos Micorricicos Arbusculares
(HMA) vy la fertilizacion, sobre el crecimiento y desarrollo de plantas micropropagadas

de banano (Musa paradisiaca) durante la fase de aclimatacion.

1.3.2. Objetivos especificos del proyecto

« Cuantificar el numero de esporas de diferentes haciendas de la Plantacion
HDINEAGROS (Machala).
» Propagar y establecer el niumero de esporas por gramo de suelo de HMA
asociados a plantas de banano, producidas en la cama de propagacion.
» Determinar la mejor dosis de in6culo de micorrizas en plantulas
micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) durante la fase de aclimatacion.
3



» Determinar la mejor dosis de fertilizante en plantulas micropropagadas de
banano (Musa paradisiaca) durante la fase de aclimatacion.

« Determinar el porcentaje de supervivencia, tamafio de la planta, biomasa aérea,
crecimiento (foliar y radical) y la capacidad de absorcion de fosforo en plantulas
inoculadas con HMA y sin HMA.

+ ldentificar y evaluar el grado de colonizacion micorricica en las plantulas
micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) mediante tincion de raices.

« Determinar el porcentaje de dependencia micorricica en plantulas

micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) durante la fase de aclimatacion.

1.4. Marco teorico

1.4.1. El cultivo de banano (Musa paradisiaca)
1.4.1.1. Caracteristicas generales del cultivo de banano

El banano pertenece a la familia Musaceae, al orden de las Zingiberales y
género Musa. La planta de banano es herbécea de tamafio variable segun la especie (2m
a bm) (Carrillo, 2004).

El cormo constituye el verdadero tallo del banano y por medio del cual se
producen los hijos o rebrotes. Los rebrotes se originan a través de una yema vegetativa
que emerge del cormo (planta madre). La zona externa o cortical del cormo cumple una
funcién de proteccion, mientras el area central o activa da origen al sistema aéreo, el

sistema radical y rebrotes (Cayon, 2004).

El sistema radicular posee raices superficiales, de color blanco cuando emergen
y se tornan amarillentas y duras con el paso del tiempo, su diametro oscila entre 5mm y
8mm, la longitud varia y puede llegar de 2,5m a 3m en crecimiento lateral y hasta 1,5m
de profundidad (Nufez, 1989).

El pseudotallo es la parte aérea de la planta (Figura 1.1), formado por las

vainas envolventes de las hojas. Las hojas nuevas son las internas, que deben abrirse



paso para salir y extender las laminas y se presentan como rollos apretados en el centro
del pseudotallo (Carrillo, 2004).

Hojas

Pseudotallo

Cormo

Raices

Figura 1.1 Partes de la planta de banano

Durante la etapa inicial de desarrollo, el banano debe construir el sistema de
raices para los procesos de absorcion y las hojas para la asimilacion fotosintética; una
vez formadas estas estructuras, almacena carbohidratos y otras sustancias en los cormos
para la emision de rebrotes, la floracion y el llenado posterior de los frutos. La planta
debe formar simultaneamente el area foliar y las raices necesarias para mantener un

balance continuo entre el desarrollo de estos 6rganos (Cayon, 2004).

El cultivo de banano se desarrolla en temperaturas que van desde los 19°C a
35°C, siendo lo Optimo 25°C. Debido a que estas plantas poseen un sistema radical
superficial, requieren una alta cantidad de agua y suelos bien provistos de potasio.
Presentan tolerancia a la acidez del suelo oscilando en un rango de pH que va de 4,5 a
8,0 (Chinchilla, et al., 2004).



1.4.1.2. Necesidades nutricionales del cultivo de banano

El banano requiere de elementos quimicos indispensables para el crecimiento y
produccién de la planta. Los elementos nitrégeno, potasio, fosforo, azufre, calcio y
magnesio son requeridos en mayores cantidades, en cambio el zinc, boro, cobre, hierro,

manganeso y molibdeno son requeridos en muy bajas cantidades (Carrillo, 2004).

El nitrogeno (N) es considerado uno de los elementos de mayor importancia en
la nutricion de banano, por su participacion en la estructura de las proteinas y la
formacion de la molécula de clorofila. Su deficiencia podria marcar un fuerte retraso en
el desarrollo de la planta, por ser componente de vitaminas de importancia

extraordinaria para el crecimiento del banano (Lépez y Espinosa, 1995).

El fosforo (P) es un elemento mévil dentro de la planta por lo que su
requerimiento es bajo, este elemento forma parte de los acidos nucléicos, los
fosfolipidos, las coenzimas NAD y NADP y, mas importante aun, forma parte del ATP.
La etapa de mas rapida absorcion de P por el banano ocurre en los primero cinco meses
de vida de la planta (L6pez y Espinosa, 1995).

El potasio (K) debido a su acumulacién en la fruta y el resto de la planta es el
nutriente mas importante en la produccion de banano, ademas cataliza reacciones dentro
de la planta como la respiracion, la fotosintesis, formacion de clorofila y la regulacion
del movimiento del agua. La deficiencia de este elemento produce clorosis en las hojas
y deformaciones del racimo, por su funcion ligada al transporte y acumulacion de
azlcares dentro de la planta permitiendo el llenado de la fruta (L6pez y Espinosa,
1995).

El azufre (S) es otro elemento importante en el cultivo de banano, por su
participacion en la estructura de las proteinas, como integrante de aminoacidos
sulfurados cistina, cisteina y metionina. Los sintomas de deficiencia aparecen en las
hojas jovenes las cuales se tornan de color amarillento, porque una de las funciones del
azufre también esta ligada con vitaminas sulfuradas como la biotina, la tiamina y la

coenzima A (Lopez y Espinosa, 1995).



El calcio (Ca) se requiere en el cultivo de banano en cantidades moderadas,
este elemento es activador de enzimas y actla en el importante proceso de division
celular, estimulando de esta forma el desarrollo de raices y hojas (LOpez y Espinosa,
1995).

El magnesio (Mg) es requerido en suelos cuyo contenido es bajo, es importante
por su presencia en el centro de la molécula de clorofila (sin Mg la fotosintesis no
podria realizarse). Ademas funciona como activador del metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas e interviene también en el transporte de los fosfatos (Lopez y
Espinosa, 1995).

Los microelementos como el zinc, cobre, hierro actian como activadores de
diversas enzimas, mientras que la funcién del boro en el metabolismo de la planta no es
muy claro aun, existe evidencia indirecta de que participa en el transporte de azUcares.
Por otro lado el manganeso participa en los procesos de respiracion y el metabolismo
del nitrégeno. EI molibdeno es necesario para la formacion de la enzima que se encarga

de reducir el nitrato a amonio en la planta (Carrillo, 2004).

1.4.1.3. Importancia del cultivo de banano

El banano es importante por su alto contenido de almiddn (80% peso seco de la
pulpa), los dos principales componentes de este almidén son la amilosa y la
amilopectina. Los azucares representan sélo el 1,3% del total de peso en seco, pero se
eleva hasta alrededor del 17% en la fruta madura. El alto contenido de azlcar en un
banano maduro es inusual en una fruta fresca, es casi el doble de la energia suministrada

de una manzana y casi tres veces mayor que la de los citricos (Sharrock & Lusty, 2000).

La pulpa del banano inmaduro tiene un total del 3,5% de fibra en la materia
seca y 3,5 % de proteina, el contenido de grasa es de 0,5%. Los bananos son una buena
fuente de vitaminas A (betacaroteno), B (tiamina, niacina y riboflavina y B6) y C (acido
ascorbico) (Sharrock & Lusty, 2000).



El Ecuador es el mayor exportador de banano del mundo y su presencia en el
comercio mundial va en aumento. Las exportaciones crecieron de un millon de
toneladas en 1985 a 3,6 millones de toneladas en el 2000. Este desarrollo se produjo por
el crecimiento de la superficie plantada y, en menor medida, por el incremento de los

rendimientos por ha (Arias, 2004).

La producciéon en el Ecuador se concentra en las provincias costeras del
Guayas, ElI Oro y Los Rios (FAO, 2004), siendo Machala la que posee la mayor

extension de cultivo de banano por lo que es llamada “La capital mundial del banano”.

1.4.2. Hongos Micorricicos

Micorrizas es una asociacion mutualista simbidtica (no patogénica) entre un
hongo del suelo y una planta superior; la palabra micorriza proviene del griego mycos
(hongo) v rhiza (raiz) fue reconocido por Frank (1885), para describir la union de dos
organismos diferentes que forman un solo érgano microbioldgicamente, donde ambos

se benefician (Aguilera et al., 2007; Salamanca y Silva, 1998).

Las micorrizas son tan antiguas como las propias plantas y se conoce su
existencia desde hace mas de cien afios; estimandose que aproximadamente el 95% de
las especies vegetales conocidas, establecen de forma natural y constante este tipo de
simbiosis con hongos del suelo (Aguilera et al., 2007).

Se conocen dos grupos de Micorrizas de acuerdo a caracteristicas morfoldgico

funcionales: Endomicorrizas y Ectomicorrizas.

Las Ectomicorrizas forman una simbiosis mutualista extracelular entre el
hongo y la raiz de plantas lefiosas, y se caracterizan por tener un manto fingico y una

red de Hartig entre las células epiteliales y corticales de la raiz (Varma et al., 1998).

Las Endomicorrizas colonizan intracelularmente el cortex radical por lo que no
hay manto externo que pueda verse a simple vista. Las hifas se introducen inicialmente
entre las celulas de la raiz, pero luego penetran en el interior de éstas. Dentro de este
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grupo se encuentran otras micorrizas: Monotropoide, Orquidiode y Ericoides (Aguilera
et al., 2007).

La micorriza arbuscular es la méas antigua y probablemente se origin6 hace 350 o
460 millones de afios (Smith & Read, 1997). Son simbiontes obligados perteneciente a
la division: Eumycota, subdivision: Zygomicotina, clase: Zygomycetes, orden:
Glomales (Aguilera et al., 2007).

La colonizacion de este tipo de micorriza es intracelular en la corteza de la raiz
por medio de estructuras especializadas denominadas arblsculos, que actian como
organos de intercambio de nutrientes entre la célula vegetal y el huésped (Aguilera et
al., 2007). Algunos géneros de estos hongos forman también estructuras almacenadoras

de energia (lipidos y azUcares) llamadas vesiculas (Salamanca y Silva, 1998).

El 80% de las especies descritas forman tanto arbdsculos como vesiculas
(Smith & Read, 1997). Por ese motivo se conocié a la simbiosis como vesiculo-
arbuscular, sin embargo no todas las especies forman vesiculas, por lo que en la
actualidad la asociacion se conoce como Micorriza Arbuscular (MA) (Aguilera et al.,
2007).

En la asociacion micorricica arbuscular se transfiere el 20% del carbono fijado
fotosintéticamente desde la planta hasta los HMA. Las hifas intrarradicales incorporan
hexosa de origen vegetal, que se convierte a las formas de almacenamiento tipica,
trehalosa y glucdgeno, pero el micelio extrarradical es incapaz de absorber estos

azucares (Declerck et al., 2005).

Los HMA ayudan a la planta a obtener nutrientes del suelo (ya que aumenta su
capacidad de absorcion al explorar mayor volumen de suelo) incrementando también la
tolerancia de la planta a estrés bidtico (patdgenos) y abiético (hidrico, salino y metales
pesados) (Smith & Read, 1997).



1.4.2.1. Crecimiento de los Hongos Micorricicos Arbusculares

Existen tres fases de crecimiento del hongo horas antes de la colonizacion de la
raiz: Germinacion de la espora, crecimiento de la hifa a traves del suelo, reconocimiento

y formacion del apresorio (Podila & Douds, 2000).

a) Germinacion de la espora
Las esporas pueden ser germinadas en el suelo o en medios de agar, y producen
un micelio. La germinacion puede producirse en tres formas diferentes: desarrollo de
“escudos de germinacion” dentro de las paredes internas de la espora, directamente a
través de la pared de las esporas y por medio de rebrote a través de la fijacion de hifas
(Smith & Read, 1997).

b) Crecimiento de la hifa
Posteriormente a la germinacién de la espora, se produce el crecimiento de las
hifas a partir de propagulos (conjunto de esporas, raices micorrizadas e hifas) que se
encuentran cerca del sistema radical susceptible. Este puede ser incrementado algunas
veces debido a que los exudados de la raiz podrian proporcionar sustratos adecuados

para el desarrollo de las hifas (Aguilera et al., 2007).

c) Reconocimiento y formacion del apresorio
El contacto entre las micorrizas y la raiz provoca reordenamientos
morfolégicos en ambos, que se caracterizan por la diferenciacion de las hifas en
apresorios Y la biogénesis en el compartimento intracelular de la epidermis, preparando
la penetracion del hongo. Los estudios de procesos celulares relacionados con esta etapa
de desarrollo, parecen involucrar al calcio en las primeras interacciones entre

simbiontes micorricicos (Azcon-Aguilera et al., 2009).

1.4.2.2. Colonizacion de los Hongos Micorricicos Arbusculares

La colonizacion (Figura 1.2) empieza una vez que haya germinado la espora,

desarrollado la hifa y formado el apresorio.
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El apresorio alargado se alinea perpendicularmente a los ejes longitudinales de
las células epidérmicas, una hifa colonizadora de gran diametro penetra en las células

epidérmicas adyacentes (Smith & Read, 1997).

Cuando la hifa penetra la raiz, generalmente entre las células epidérmicas, se
dispersa también intracelularmente a lo largo de la corteza, alcanzando la segunda capa

de células corticales (Aguilera et al., 2007).

Como respuesta de las células epidérmicas se desencadena el
reposicionamiento del ndcleo central en las cercanias del sitio de contacto, seguido por
la reorganizacion del reticulo endoplasmatico, el citoesqueleto y la polarizacién de los

microfilamentos (Azcon-Aguilera et al., 2009).

Para la formacion de la estructura del arbusculo, la hifa degrada la pared de la
célula e invagina la membrana ramificandose luego dicotomicamente muchas veces
(Aguilera et al., 2007).

Apresorio —-'":"Sl _-T‘_pidarml_\r_
|

Hifa
Hifa .
) intracelular
intracelular
Arbusculo

[—T

Figura 1.2 Esquema de la colonizacion micorricica. Adaptado de: Mark Brundrett, 2008.

1.4.2.3. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares

En la actualidad existen indculos comerciales formulados con una sola especie
de HMA o0 un consorcio de los mismos, en su mayoria originarios de la multiplicacion
en maceta. Pero estos productos no actian de manera éptima cuando se aplican bajo

diferentes condiciones agro-climaticas (Declerck et al., 2005).
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Los HMA por su caracter de simbiontes obligados, es imposible reproducirlos
en ausencia de raices vivas, lo que supone una considerable limitacion en la produccion
de in6culo a gran escala. No obstante, en los Gltimos afios, se han descrito varios
sustratos y procedimientos para la produccion de inoculos (Rodriguez-Romero y
Jaizme-Vega, 2007 b).

La planta huespéd debe sembrarse en un sustrato adecuado, que brinde buena
capacidad de intercambio, aireacion y retencion de humedad. El sustrato ademas, debe
permitir produccién abundante de propagulos y esporas nativas de cultivo de banano
(Usuga et al., 2008 a). Utilizar sustratos estériles con proporciones 6ptimas de suelo,
mezcla de materiales organicos e inorganicos, permite conseguir una mejor estructura
del suelo (Salamanca y Cano, 2005). La tecnologia es simple, barata y requiere de poca

inversion (Varma et al., 1998).

1.4.2.4. Dependencia micorricica relativa

La dependencia micorricica relativa (DMR) ha sido definida por Gerdemann
(1975) como el grado necesario de micorrizacion de las plantas para producir mayor
crecimiento o rendimiento en determinado nivel de fertilizacién del suelo (Jaizme-Vega
et al., 2002).

La magnitud de la respuesta se sabe que varia entre las diferentes especies
vegetales y se atribuye principalmente a la capacidad de las mismas para absorber
fosforo de suelos donde su disponibilidad es baja. Las propiedades morfol6gicas de la
raiz como: su geometria, tasa de crecimiento, densidad y la longitud de los pelos
radicales a menudo se han utilizado como indicadores de la dependencia micorricica en
las plantas (Declerck et al., 1995; Menge et al., 1978).

La DMR fue establecida segun la formula propuesta por Plenchette et al.
(1983) donde se expresa la diferencia entre el peso seco de la planta micorrizada y la no
micorrizada sobre el peso seco de la planta micorrizada por cien (Elsen et al., 2003;
Menge et al., 1978).
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La dependencia micorricica de plantas tropicales ha sido reportada en banano,
aguacate, papaya y pifia, estos frutos fueron sensibles a los HMA, cuando el inéculo
consistio en especies de Glomus (Elsen et al., 2003). La yuca, el frijol y el cacao
también demostraron ser altamente dependientes de los hongos micorricicos (Declerck
etal., 1995).

1.4.3. Micorrizacion en la Fase de Aclimatacién de Banano

El banano es uno de los cultivos horticolas importantes cultivados
extensamente en el Ecuador. La utilizaciéon de cultivo de tejidos vegetales forma una
herramienta importante y ventajosa para la generacion rapida de clones de élite (Thaker
& Jasrai, 2002). Aungue esta técnica tiene varias aplicaciones con éxito, aun existen
ciertos inconvenientes, en su fase post-vitro que limitan su uso generalizado,
especialmente con indices de alta mortalidad y limitaciones para resistir el estrés del
transplante, incluyendo pobre desarrollo de la cuticula, estomas no funcionales, habitos

heterotroficos y pobre desarrollo de raices (Usuga et al., 2008 a).

La inoculacion en plantas micropropagadas con HMA durante la fase de
aclimatacién, ha demostrado beneficios en numerosas especies de plantas tropicales
como: papaya, aguacate, pifia y banano (Declerck et al., 2002 a). La inoculacién con
HMA de las plantas micropropagadas mejora el crecimiento y la nutricion, asi como
también ayuda a acortar el proceso de aclimatacion. Los conocimientos recientes y la
experiencia que se han acumulado en este campo, han propuesto gque la inoculacion
debe hacerse lo antes posible para obtener los maximos beneficios a un bajo costo
(Varma et al., 1998).

La preinoculacion de plantas micropropagadas parece ser el manejo mas
apropiado para introducir HMA en el campo. Las ventajas potenciales son numerosas,
en primer lugar, los HMA ya se encuentran en las raices y, en consecuencia, tendran
una ventaja competitiva sobre los patdgenos del suelo. En segundo lugar, un mayor
crecimiento de la planta puede dar como resultado una reduccion del tiempo de la fase

de invernadero. Por ultimo, la cantidad de propagulos de HMA requeridos para inocular
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plantas jovenes (con pocas raices) es menor que para plantas mas viejas, resultando en

la reduccion de los costos del in6culo (Delvaux et al., 1998).

1.4.3.1. Efectos de la Micorrizacion en la Fase de Aclimatacion de Banano (Musa

paradisica)

La capacidad de los hongos micorricicos para mejorar la adaptabilidad y
desarrollo de las plantas, como se ha mencionado anteriormente no se debe Unicamente
al beneficio nutricional de la simbiosis, sino a la mejora del sistema fisiol6gico integral
de la planta (Salamanca y Silva, 1998; Smith & Read, 1997).

El banano es una especie micotrofica, que se beneficia de la presencia de los
hongos micorricicos arbusculares (Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero, 2004). A
continuacidn se detallan los efectos de la aplicacién de HMA en banano:

a) Efecto en el crecimiento de la biomasa aérea
Existen trabajos donde se ha evaluado el efecto de varios HMA sobre el
desarrollo y la nutricion de las variedades de banano, durante las fases de enraizamiento

y aclimatacion de este cultivo (Jaizme-Vega, 1998).

Thaker & Jasrai (2002) observaron el aumento progresivo en los niveles de
clorofila de hojas de banano en plantas con micorrizas con respecto a plantas no
micorrizadas. Este incremento junto con el mayor desarrollo del area foliar total, fue

atribuido a los HMA, que conducen a mejorar la eficiencia fotosintética de la hojas.

Barbosa et al. (2002) encontraron que la inoculacién con Glomus clarum en
plantas micropropagadas de banano, presentaban un incremento en la biomasa aérea y

aumento en el nimero de hojas, a los 65 dias de aclimatacion.

b) Efecto en la biomasa radical
Jaizme-Vega (1998) encontraron que el efecto mas importante de la
inoculacion por HMA en el sistema radicular de las plantas de banano, fue el
crecimiento de las raices adventicias y el mayor nimero de estas raices por planta. Estas
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transformaciones permiten una raiz mas densa, con mayor poder de absorcion de
nutrientes y aumentan la capacidad de explorar los horizontes fértiles asi como de anclar

la planta al suelo del cultivo.

La extension de las hifas extrarradicales de las micorrizas, ocasiona por un lado
incremento del &rea de absorcion y por otro, mayor exploracion de volumen de suelo
que por si misma no podria alcanzar. Ademas, que el sistema radical de las plantas
responde a condiciones localizadas del suelo y frecuentemente muestra incremento en la

proliferacion de raicillas en zonas ricas en nutrientes (Aguilera-Gémez et al. 2008).

c) Efecto en condiciones de sequia
Los HMA promueven resistencia a deficiencias hidricas en la planta huésped,
como consecuencia de diferentes mecanismos, que van desde una respuesta fisica hasta
una respuesta a nivel bioguimico. Las hifas extrarradicales incrementan la zona de
captacion de agua e incluso pueden tomar agua del suelo (Ramos-Zapata y Guadarrama,
2004).

Se ha observado que las plantas micropropagadas micorrizadas muestran mejor

relacién con el agua y resisten a condiciones de sequia (Thaker & Jasrai, 2002).

d) Efecto en la rizésfera y la absorcion de nutrientes

Los HMA gracias a su micelio extrarradical que crece en la rizésfera, mejoran
las propiedades fisicas del suelo (como su estructura) produciendo una glicoproteina
Ilamada glomalina, que posee caracteristicas quimicas que favorece la agregacion del
suelo (Cuenca et al., 2007). Ademéas aumentan la absorcién de nutrientes, debido a que
el micelio es méas pequefio en didmetro y puede penetrar las particulas del suelo, que no
son accesibles a los pelos radicales, de este modo los nutrientes se canalizan a la planta
(Thaker & Jasrai, 2002).

En plantas micropropagadas los HMA han demostrado mejorar la absorcion de
nutrientes, particularmente por su mayor superficie de captacion de iones de difusion
lenta como es el PO, (Stavros et al, 2010; Quilambo 2003; Smith & Read, 1997;
Blanco y Salas, 1997), nutrientes inméviles como el K (Stavros et al., 2010), Ca, Mn,
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Fe, Mg (Thaker & Jasrai. 2002), Cu y Zn (Robson et al., 1994); y nutrientes altamente
méviles como el NO™ (Quilambo, 2003; Stavros et al., 2010).

Uno de los nutrientes que mas se ha estudiado por su absorcion mediada por
micorrizas, es el fosforo. En plantas de banano micorrizadas hay estudios que muestran
mejor asimilacién de este elemento poco movil en el suelo que las plantas no

micorrizadas (Barbosa et al., 2002; Declerck et al., 2002 a; Jaizme-Vega, 1998).

Jaizme-Vega & Pinochet (1997), encontraron niveles altos de N en plantas de
banano colonizadas con G. agregatum y G. mosseae, siendo este elemento muy
importante para el desarrollo de plantas de banano micropropagadas. Por otra parte el
estudio de la interaccién entre micorrizas y rizobacterias (Bacillus) aumenta la
absorcion de N, P y K en plantas de banano en fase de aclimatacion (Rodriguez-
Romero et al., 2005).

e) Efecto en la resistencia a patdgenos
Se ha demostrado que los HMA aumentan la tolerancia del banano a los
patdégenos del suelo, nematodos y hongos. Una inoculacion micorricica temprana

acentuo la tolerancia del banano al nematodo Radopholus similis (Delvaux et al., 1998).

Jaizme-Vega & Pinochet (1997) alegan que la micorrizacién temprana parece
aumentar la tolerancia de las plantas estimulando la nutricion y reduciendo el porcentaje
de lesiones causadas por el nematodo Pratylenchus goodeyi. Por otra parte Elsen et al.
(2002) sugieren que el mecanismo de supresién de Glomus sobre el nematodo
nodulador Meloidogyne javanica en plantas micropopagadas de banano, se podria deber
a cambios bioquimicos en los tejidos de las plantas (aumento de quitinasa, aminoacidos,

peroxidasa y fitoalexinas).

En cuanto a patogenos fungicos de plantas de banano, existen estudios
realizados por Jaizme-Vega et al. (1998), en relacion con el hongo vascular Fusarium
oxysporum f. sp. cubense que confirman que la micorrizacion temprana induce un
descenso de la severidad de la enfermedad y un aumento en el desarrollo de la planta.
Por otra parte los estudios desarrollados por Declerck et al. (2002 b) con otro hongo
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productor de podredumbre de raiz (Cylindrocladium spathiphylli) demuestran que en
presencia de los HMA disminuye la intensidad de los dafios que producen.

1.5. Hipdtesis
La interaccion entre las diferentes dosis de HMA vy la fertilizacion, mejoran el
porcentaje de supervivencia, tamafio de la planta, biomasa aérea, crecimiento (foliar y

radical) y la capacidad de absorcion de fosforo en plantas micropropagadas de banano

(Musa paradisiaca) durante la fase de aclimatacion.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El ensayo de aclimatacion de plantas de banano (Musa paradisiaca) con
hongos micorricicos arbusculares (HMA) fue parte del proyecto “Aplicacion de hongos
micorricicos arbusculares para el desarrollo, estabilizacion y productividad del cultivo
de Banano (Musa paradisiaca)”, cuyo disefio se llevo a cabo en el laboratorio de
Microbiologia del Suelo (Bioquimica), del Centro de Investigacion Cientifica de la
Escuela Politécnica del Ejército y los ensayo de vivero se realizaron en las Haciendas de
HDINEAGROS, Machala. La tesis fue dirigida por la Dra. Maria Emilia Medina y la
codireccion por la Dra. Karina Proafio. El proyecto conto con la participacion de la Ing.
Estefania Espin y la Srta. Tania Villarreal.

2.2. Zona de Estudio

El ensayo fue ejecutado en la hacienda Central de HDINEAGROS, que se
encuentra ubicada 00° 20, 695S 078°12, 0520 altitud 3952m. La evaluacion de las
plantas micorrizadas se realiz6 en el Centro de Investigaciones Cientificas de la Escuela
Politécnica del Ejército que se encuentra ubicado a una latitud: S 0° 20 / S 0° 10° y

Longitud: W 78° 30’ / W 78° 15” a 2280 msnm, en Sangolqui-Ecuador.

2.3. Periodo de investigacion

La investigacion se realizo en el periodo de un afio, iniciandose el trabajo en el

mes de enero del 2010 y finalizando en el mes de diciembre de 2010
2.4. Seleccion de material vegetal y microbiologico

El material vegetal empleado fueron plantas micropropagadas in vitro de
banano (Musa paradisiaca) variedad Williams, proporcionadas por el laboratorio de

cultivo de tejidos de la Escuela Politécnica del Ejercito.
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Para la propagacion de esporas nativas de micorrizas se realiz6 un muestreo y
se selecciono el que contenia la mayor poblacion micorricica de diferentes zonas de
cultivos de Banano que posee HDINEAGROS. Las Haciendas evaluadas fueron:

Brigada, Central, Juana Fernandez, Pagua, Rosario, Herrera y Bolivar.

Se extrajeron muestras de suelo cercano a la raiz, hasta una profundidad de

30cm. Cada muestra tenia la cantidad de 1Kg aproximadamente.

2.5. Disefio Experimental

Se establecio un disefio completamente al azar (o0 Disefio de Bloques

Completamente al Azar) con arreglo factorial 4x3, los factores a evaluar fueron:
 Factor 1: dosis de indculo de micorrizas, en cuatro niveles:

o 0gramos de indculo

o 200 gramos de indculo

o 400 gramos de indculo

o 800 gramos de indculo
« Factor 2: fertilizacion, en tres niveles:

o Fertilizacion minima (50% de la Fertilizacion recomendada)

o Fertilizacion media (75% de la Fertilizacion recomendada)

o Fertilizacion recomendada (100% de la Fertilizacion recomendada)

De la interaccion de los factores se obtuvieron doce tratamientos a evaluar en el ensayo
(Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Tratamientos del ensayo

N° TRATAMIENTO

1 | 0 gramos de in6culo x Fertilizacién minima (50% de la Fertilizacién recomendada)

2 | 0 gramos de indculo x Fertilizacion media (75% de la Fertilizacion recomendada)

3 | 0 gramos de indculo x Fertilizacion recomendada 100%

4 | 200 gramos de in6culo x Fertilizacion minima (50% de la Fertilizacién recomendada)
5 | 200 gramos de inéculo x Fertilizacion media (75% de la Fertilizacion recomendada)
6 | 200 gramos de inéculo x Fertilizacion recomendada 100%

7 | 400 gramos de inéculo x Fertilizacion minima (50% de la Fertilizacién recomendada)
8 | 400 gramos de inéculo x Fertilizacion media (75% de la Fertilizacion recomendada)
9 | 400 gramos de inéculo x Fertilizacion recomendada 100%

10 | 800 gramos de indculo x Fertilizacién minima (50% de la Fertilizacién recomendada)
11 | 800 gramos de indculo x Fertilizacién media (75% de la Fertilizacion recomendada)
12 | 800 gramos de indculo x Fertilizacién recomendada 100%

El tamafio de cada unidad experimental fue de 12 plantas de banano, con tres

repeticiones por unidad experimental, con un total de 432 plantas.

Todos los datos fueron analizados por ANOVA vy las medias se compararon
por test de Duncan (p<0,05), en el programa estadistico InfoStat versién 2010 (Di

Rienzo et al.).

2.6. Propagacion de esporas de Hongos Micorricico Arbusculares (HMA) nativas

de cultivo de banano

La propagacion de las especies de HMA, se llevo a cabo en camas de
propagacion construidas con las siguientes dimensiones: 12m de largo, 1m de ancho y
0.45m de profundidad.

El sustrato consistié de los siguientes componentes:

* 50% de in6culo = 1200L (32 quintales)
» 20% de turba =480L (7 quintales)
» 30% de suelo franco arenoso= 720L (23 quintales)
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El suelo franco arenoso se esterilizd con agua hirviendo, se dejé enfriar durante
una hora y posteriormente se homogenizé con los otros dos componentes.

Las micorrizas son simbiontes obligados, y para reproducirse se necesitan de
plantas huésped. Para ello se utilizaron dos especies: Brachiaria toledo y Brachiaria
decumbens. Las semillas se desinfectaron con alcohol durante cinco minutos vy

posteriormente se enjuagaron con agua.

El sustrato se coloco en fundas negras de 9x14 pulgadas (con orificios en la
parte inferior). En cada funda se aplicaron aproximadamente 60 semillas y se cubrieron

con el sustrato.

El tiempo de propagacion de las micorrizas es de aproximadamente 3 meses.
Se realizaron evaluaciones a los 0, 45, 90 y 200 dias, donde se determinaron el nimero

de esporas por gramo de suelo y el porcentaje de colonizacion.

Figura 2.1 Fotografias del montaje de las camas de propagacion de esporas de HMA nativas del cultivo
de banano (Musa paradisiaca). a) camas de propagacion, b) esterilizacion del suelo franco arenoso, c)

siembra de semillas en maceta, d) finalizacion del montaje.
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2.7. Aplicacion de HMA durante la fase de aclimatacion de plantulas de banano

(Musa paradisiaca)

2.7.1. Preparacion del indculo

Se podaron las plantas huésped de la cama de propagacion de esporas de
micorrizas. Posteriormente se extrajeron cuatro costales de suelo, se homogenizaron el
suelo y las raices. Se pesaron diferentes dosis de inoculo (200g, 400g y 800g) y se
distribuyeron en fundas previamente etiquetadas de acuerdo al tratamiento

correspondiente.

Figura 2.2 Fotografias de la preparacion del indculo a base de esporas de HMA nativas de cultivo de
banano (Musa paradisiaca). a) cama de propagacion, b) suelo y raicillas del indculo, c) homogenizacion

del in6culo d) pesaje de las dosis de micorrizas.

22



2.7.2. Preparacion del sustrato

Se mezcl6 tamo de arroz y arena de rio en proporcion de 5:1, posteriormente se
desinfect6 el sustrato con una mezcla de 20L de agua y 25cm? del biopesticida natural
(Intercept). El sustrato se distribuyé en fundas negras de 9x14 pulgada, previamente

etiquetadas y agujereadas en el fondo.

R NS
4 gf Tufifio, 2010

Figura 2.3 Fotografia de la preparacion del sustrato para ser utilizado en el transplante de plantas
micropropagadas de banano (Musa paradisiaca). a) mezcla de tamo de arroz y arena de rio (5:1), b)

desinfeccion del sustrato, c) distribucion del sustrato en las fundas negras de 9x14 pulgada.

2.7.3. Aplicacién de HMA y trasplante en plantas de banano (Musa paradisiaca)

El indculo, previamente preparado, se mezcld con el sustrato, se humedeci6 y

posteriormente se realiz6 un hoyo en el centro de la maceta.

A continuacion se extrajeron las plantas del medio de cultivo cuidadosamente
(evitando dafiar de hojas y raiz). Finalmente se colocé la plantula en la maceta, sin dejar
las raices expuestas al ambiente. Las unidades experimentales fueron distribuidas en

tres grupos de acuerdo al porcentaje de fertilizacion.
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Figura 2.4 Fotografia del trasplante de plantas de banano. a) riego con agua para humedecer el sustrato,
b) extraccion de la planta del medio de cultivo, c) siembra de las plantas, d) arreglo de acuerdo al

porcentaje de fertilizacion.

2.7.4. Mantenimiento

Las plantas se protegieron bajo un techo de 20% claridad y 80% obscuridad,
durante las primeras 24h fueron regadas cada 2h con una solucién preparada con 80 g
de azlcar en 20 L de agua, para hidratar a las plantulas. Posteriormente continuaron con
la fertilizacion que detalla la Tabla 2.2, de acuerdo a los diferentes porcentajes de

fertilizacion.
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Tabla 2.2 Programa de fertilizacion para aclimatacion

FECHA DETALLE APLICACION
lera SEMANA | Nitro-ned” cada 2 horas todos los dias
2da SEMANA Nitro-ned” cada 2 horas todos los dias
3era SEMANA | Nitro-ned” 1 vez al dia todos los dias
4ta SEMANA Nitro-ned” 1 vez al dia todos los dias
5ta SEMANA Manrock Bioplus~ Nitroned” 1 vez al dia todos los dias
6ta SEMANA Manrock Bioplus~ Nitroned™ 1 vez al dia todos los dias
7ma SEMANA | Manrock Bioplus ™ Nitroned™ 1 vez al dia todos los dias
8va SEMANA | Manrock Bioplus ™ Nitroned™ 1 vez al dia todos los dias
9va SEMANA | Manrock Bioplus™ Nitroned™ 1 vez al dia todos los dias
10ma SEMANA | Manrock Bioplus™ Nitroned” 1 vez al dia todos los dias
11va SEMANA | Manrock Bioplus™ Nitroned 1 vez al dia todos los dias
12va SEMANA | Manrock Bioplus  Nitroned” 1 vez al dia todos los dias

Nitroned" Fertilizacion 50% = 10g/20L. Fertilizacién 75% = 20g/20L. Fertilizacion 100% = 30 g/20L.
Manrock Bioplus™ Fertilizacién 50%=20cm*/20L. Fertilizacién 75%=30cm*/20L. Fertilizacion 100%=40
cm®/20L.

2.7.5. Evaluacion de las plantas de banano al finalizar la fase de aclimatacion

Al finalizar la fase de aclimatacion con micorrizas, se evaluaron la altura, el area
foliar, el perimetro del tallo, el porcentaje de supervivencia, la biomasa aérea y radical,
el porcentaje de colonizacién, el nimero de esporas y el porcentaje de nutrientes (foliar

y en el suelo).

El crecimiento de la plantas se evalu6, determinando la altura midiendo desde
la base del tallo hasta la hoja méas baja. El crecimiento foliar se valoré contando el
numero de puntos contenidos en toda la hoja, que corresponde al area foliar. La biomasa
aérea se determind pesando hojas y tallo en una balanza electrénica constituyendo asi el
peso fresco. Posteriormente las plantas fueron guardada en fundas de papel etiquetado,
para obtener el peso seco de las mismas. La biomasa radical se determind pesando las
raices de la planta en una balanza electrénica y consecutivamente se realizo el mismo

procedimiento para la biomasa aérea.
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El contenido de nutrientes foliares fue determinado en el laboratorio de
NEMALAB (ciudad de Machala), mientras que el contenido de nutrientes del suelo se
analizo en los laboratorios de la Agencia Ecuatoriana de Seguridad de la Calidad del
Agro (Agrocalidad).

Para evaluar la presencia de los HMA se utilizaron las siguientes técnicas:

2.7.5.1. Porcentaje de colonizacion

La tincion de raices se realizd de acuerdo a la técnica estandarizada por Phillips
and Hayman, 1970, modificada para raices de banano. Las raices almacenadas se
lavaron y cortaron en pedazos de aproximadamente 1 cm de largo, se colocaron los
segmentos de raiz en cassetes de tincidén. Las raices se expusieron en peroxido de
hidrégeno al 1% durante 2,30 minutos y luego se enjuagaron en agua. Se precalentd
agua en un vaso de precipitacion hasta alcanzar los 90°C y se colocaron las raices
sumergidas en una solucion de KOH al 10% en bafio maria, durante 22 minutos.

Posteriormente se lavaron las raices con agua.

Las raices se colocaron en una solucién de HCI al 1% durante 3 minutos, luego
(sin realizar un lavado de raices) se elimind el acido, se afiadi6 azul de tripano al 0.05%
en lacto glicerol y se sometid al calor durante 20 minutos. Finalizado el tiempo de
tincion se dejaron las raices en lactoglicerol 1:1 durante 24 horas para retirar el exceso

de colorante.

Los segmentos de las raices tefiidas, se colocaron en portaobjetos, se cubrieron
y analizaron en microscopio (con el lente de 100X de aumento). Se evalud la presencia
de estructuras micorricicas (hifas, arbasculos, vesiculas) en cada campo observado y

luego se estimd el porcentaje de colonizacion mediante la siguiente ecuacion:

% colonizaci 6n = x100

Donde:
NSC = Numero de segmentos colonizados;
NTSO = Numero total de segmentos observados

26



2.7.5.2. Dependencia micorricica

La dependencia micorricica relativa (DMR), definida por Gerdeman (1975) fue

establecida segun la férmula propuesta por Plenchette et al. (1983).

Peso seco planta MA—Peso seco planta no MA
X

DMR = 100

Peso seco planta MA

2.7.5.3. Procesamiento de las muestras y conteo de esporas

El procesamiento de las muestras se realizaron de acuerdo a la técnica de
tamizado humedo y decantacion propuesta por Gerdeman & Nicholson (1963),

modificada por Herrera, et al., 2004.

Se analizaron alicuotas del 10% del peso de la fraccion C y otra
correspondiente al 20% del peso de la fraccion B del procesamiento de suelo y se
colocaron en tubos falcon de 50ml. Cada alicuota se centrifugé en un gradiente de
sacarosa 2N a 2500rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se tamiz6 y se recogid en

cajas petri cuadriculadas. Se realizé el conteo de las esporas en el estereoscopio.

Finalmente se realiz6 el promedio del conteo total de esporas, multiplicando el
namero de esporas encontradas en la fraccion B por 10 y el nimero de esporas de la
fraccion C por 20, luego se sumaron estos valores para tener el nimero de esporas en

100g de suelo.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) nativos
de cultivo de banano (Musa paradisiaca)

La poblacién inicial de esporas de HMA provenientes de las siete haciendas de
cultivo de banano fue muy baja, debido a que los suelos se encontraban desgastados
probablemente por el uso intensivo del mismo, e incluso por la aplicacion elevada de
insumos agricolas. Este deterioro paulatino conlleva en la disminucion de la presencia

de micorrizas.

El primero paso para la propagacion de esporas de HMA fue la evaluacion de
los suelos de las Haciendas de Machala, para determinar la mejor muestra de espora.
Los resultados muestran que la Hacienda Central es la que presenta mayor poblacion de
esporas 1,07 esporas/g de suelo, seguida de la Hacienda Pagua con 0,99 esporas/g de

suelo (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Promedio del nimero de esporas de HMA por gramo de suelo de 43 muestras provenientes
de cultivo de banano (Musa paradisiaca), de las 7 haciendas de HDINEAGROS.

La Hacienda Central se selecciond por presentar el mejor inoculo para el

establecimiento de las camas de propagacion de esporas. Las plantas de Brachiaria se

utilizaron como cultivo trampa, las cuales lograron desarrollarse correctamente y con un
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alto grado de infeccion por los HMA (sin el uso de fertilizantes o insecticidas) como se
observa en la Figura 3.2.

Figura 3.2 Crecimiento de Brachiaria en camas de propagacion de esporas de HMA nativas de cultivo de

banano (Musa paradisiaca) a.0 dias, b.45 dias y ¢.60 dias.

Para evaluar la propagacion de esporas e infeccion de raices, se realizaron
muestreos a los 0, 45, 90 y 200 dias. La aplicacion de turba y arena en proporcion de
20% y 30% respectivamente, favorecio la micorrizacion. Los resultados mostraron un
aumento progresivo, tanto en el nimero de esporas como en el porcentaje de

colonizacioén.

La poblacion micorricica inicial fue de 2,8 esporas/g de suelo, a los 90 dias fue
de 18,35 esporas/g de suelo y finalmente a los 200 dias se alcanz6 una poblacién de

31,35 esporas/g de suelo, como se muestra en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Numero de esporas por gramo de suelo en cultivo de banano (Musa paradisiaca), de la cama

de propagacion. Hacienda Central Machala-El Oro.
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Es importante determinar el porcentaje de colonizacién con HMA en las raices
de Brachiaria a lo largo del tiempo. En la Figura 3.4 se presenta el incremento del
porcentaje de colonizacion en relacion a los dias trascurridos, alcanzando el 77% de

colonizacién a los 200 dias.
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Figura 3.4 Porcentaje de colonizacidn de raices de Brachiaria de la cama de propagacion. Hacienda
Central Machala-El Oro.

En la Figura 3.5 se observan las raices de Brachiaria tefiidas con azul de
tripano, provenientes de las camas de propagacion, donde se observan estructuras
fangicas como: espora, hifa y vesicula.

Figura 3.5 Estructuras fangicas en las raices de Brachiaria, de las camas de propagacién de esporas de

HMA. a. espora, b. hifa c. vesiculas.
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3.2. Aclimatacion de plantas micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) con
Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA)

La fase de aclimatacion de plantas de banano (Musa paradisiaca) con HMA
abarc6 un periodo de tres meses. El indculo utilizado poseia las caracteristicas
evaluadas en la cama de propagacion a los 200 dias: 77% de colonizacion y 31,35
esporas/g de suelo (Figura 3.3 y 3.4). Los resultados alcanzados al analizar los

diferentes parametros son los siguientes:

3.2.1. Altura

Se realiz6 un analisis de varianza (Tabla 3.1) para la altura en las plantas de
banano (Musa paradisiaca), el cual mostré diferencias significativas a nivel del 1% para
las repeticiones a los 45 y 90 dias, mientras que para el factor tratamientos no hubo
diferencias. La fertilizacion influyé en la altura de las plantas ya que al realizar la
prueba de Duncan, se observé diferencias significativas a nivel del 5%, a los 90 dias. En
la Tabla 3.1 se observa la interaccion entre micorrizas y fertilizacion lo cual no mostré
significancia estadistica, por lo que posiblemente estos factores actGan de forma

independiente en el crecimiento.

Tabla 3.1 Anélisis de varianza para la altura en plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo el efecto de la
fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de Machala-El Oro.

FUENTE DE
VARIACION GL ALTURA
45 dias 90 dias
Total 35
Repeticiones 2 12,03 5,88
Tratamiento 11 0,28 ¥ 0,69 N
Micorriza (g) 3 0,07 ™ 0.68"°
Fertilizacion (%) 2 0,50 2,35
Micorriza x Fertilizacion 6 0,31™ 0,15
Error 22 0,19 0,42
Media (cm) 4,77 5,61
CV (%) 9,05 11,61

“altamente significativo con un intervalo de confianza del 99%, “significativo con un intervalo de confianza del
95%, N no significativo.

31



En la Figura 3.6 se presenta el efecto del porcentaje de fertilizacion sobre la
altura de la planta mostrando diferencias significativas. El valor mas alto se presentd a
los 90 dias con el 100% de fertilizacion y pertenece al primer rango de significancia
segun la prueba de Duncan al 5%. Los tratamientos con el 50% y 75% de fertilizacién

se ubican en el segundo nivel de significancia.

6,5
6
55
E
= 5
o
=
= 4,5
4
3,5
3
Fertilizacion Odias 45 dias 90 dias
50% 3,33 4,55 53 b
—1—75% 4,39 4,94 542 b
——100% 3,78 4,33 6,12 2

Figura 3.6 Efecto del porcentaje de fertilizacion sobre la altura de plantas de banano (Musa paradisiaca)

alos 0, 45 y 90 dias, durante la fase de aclimatacion.

Al analizar el efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion sobre la
altura de las plantas de banano (Tabla 3.2), se observa que los mayores valores de altura

se encuentran en las plantas micorrizadas con la dosis de 800g junto a una fertilizacion
del 100%.
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Tabla 3.2 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en la altura de plantas de banano (Musa

paradisiaca), durante la fase de aclimatacion.

. ALTURA

MICORRIZAS | FERTILIZACION 0 dias 25 dias 90 dfas
0g 50 % 3,75abcd | 4,90ab 5,17 bc
0g 75% 4,32 ab 4,97 ab 5,27 bc
0g 100% 3,92abcd | 456ab | 5,62 abc

200 g 50 % 3,27cd 427b 5,08 ¢
200 g 75% 4,16 abc 5,06ab | 5,36 abc
200 g 100% 3,53 bed 4,69ab | 5,91abc
400 g 50 % 3,15d 4,72ab | 5,49 abc
400 g 75% 4,54 a 4,66 ab 5,19 bc
400 g 100% 3,91abcd | 4,85ab 6,40 ab
800 g 50 % 3,16d 4,29b 5,48 abc
800 g 75% 4,53 a 508ab | 5,86 abc
800 g 100% 3,76 abcd 524 a 6,56 a

La Figura 3.7 presenta la interaccion de plantas micorrizadas y no micorrizadas
con 100% de fertilizacion. Los mayores valores de altura se presentaron con la dosis de
800g de micorrizas y fertilizacion al 100% con respecto a las plantas no micorrizadas, lo
que sugiere que estos dos factores aunque actlian independiente son necesarios para la

aclimatacion de las plantas.

6,5
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Altura (cm)
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O dias 45 dias 90 dias

Og —<—200g —#—400g —Co—800g Micorrizas
100% 100% 100% 100% Fertilizacion

Figura 3.7 Comparacion entre plantas micorrizas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion

sobre la altura de banano (Musa paradisiaca) a los 0, 45 y 90 dias, durante la fase de aclimatacion.
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3.2.2. Perimetro

Al evaluar el efecto de las dosis de micorrizas en relacién al perimetro de las
plantas (Figura 3.8), se pudo observar que el valor mas alto de perimetro obtenido
corresponde a las dosis de 800g de in6culo. Este valor corresponde al primer rango de
significancia, luego se presenta el rango que pertenece a la dosis de 400g de micorriza 'y
finalmente se encuentra las plantas control (sin micorrizas) las cuales se ubican en el
ultimo rango de significancia.
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MICORRIZAS Og 200¢g 400¢g 800g
[PERIMETRO (cm) | 3,3 ¢ 3,51b 3,65ab| 3,75a

Figura 3.8 Efecto del perimetro del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis

de micorrizas, en fase de aclimatacion.

En la Figura 3.9 se presenta el efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el
perimetro del tallo de las plantas de banano mostrando diferencias significativas. El
valor mas alto se presentd con el 100% de fertilizacion, el cual pertenece al primer
rango de significancia segun la prueba de Duncan al 5%. Finalmente, se ubican en el
segundo nivel de significancia el 50% y 75% de fertilizacion.
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Figura 3.9 Efecto del perimetro del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre el porcentaje de

fertilizacion, en fase de aclimatacion.
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El efecto combinado entre micorrizas y fertilizacion en relacion al perimetro
del tallo de plantas de banano, fue estadisticamente significativo. En la Tabla 3.4 se
puede apreciar que todas las plantas micorrizadas con fertilizacion al 100% y la mayor
dosis de micorrizas con fertilizacion al 75% obtuvieron los mayores valores de
perimetro, ubicdndose en el primer rango de significancia, mientras que los demas

tratamientos presentaron valores menores, con niveles mas bajos de significancia.

Tabla 3.4 Efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacién sobre el perimetro del tallo de plantas

de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS FERTILIZACION | PERIMETRO
0g 50 % 3,19d
0g 75% 3,25 cd
0g 100% 3,46 cd

200 g 50 % 3,32 cd
200 g 75% 3,43 cd
200 g 100% 3,79 ab
400 g 50 % 3,54 be
400 g 75% 3,45 cd
400 g 100% 3,942
800 g 50 % 3,51 be
800 g 75% 389a
800 g 100% 385a

En la Figura 3.10 se puede observar el perimetro de plantas micorrizadas y no
micorrizadas con 100% de fertilizacion. Los valores mayores del perimetro se
encuentran entre dosis de 400g y 800g de micorrizas. Estos datos sugieren que las
micorrizas aportan en el aumento del perimetro del tallo de plantas de banano en la fase

de aclimatacion.
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Perimetro en plantas de banano
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3,85
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0g 200g 400g 800g Micorrizas
100% 100% 100% 100% Fertilizacion

Figura 3.10 Comparacién de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion

sobre el perimetro del tallo de plantas de banano (Musa paradisiaca). Fase de aclimatacion.

3.2.3. Area foliar

En la Figura 3.11 se presenta el efecto de las diferentes dosis de micorrizas
sobre el area foliar de las plantas de banano, mostrando diferencias significativas. El
valor mas alto se obtuvo con la inoculacion de 800g de micorrizas y se encuentra en el
primer rango de significancia en la prueba de Duncan al 5%. Los tratamientos con 2009
y 400g de micorrizas incluyendo las plantas control, presentaron valores menores

ubicandose en el segundo rango de significancia.
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Figura 3.11 Efecto del &rea foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de

micorrizas, en fase de aclimatacion.

Al comparar el efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el area foliar de las

plantas de banano, se encontraron diferencias estadisticas significativas, como se
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muestra en la Figura 3.12. Segun la prueba de Duncan la fertilizacion del 100% se ubico

en el primer rango de significancia y en segundo rango las fertilizaciones al 50% y 75%.
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Figura 3.12 Efecto del area foliar de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre el porcentaje de

fertilizacion, en fase de aclimatacion.

La interaccidn entre fertilizacion y micorrizas para el area foliar de las plantas
de banano se presenta en la Tabla 3.5. Se puede observar que todos los tratamientos con
micorrizas y fertilizacion 100%, se situaron en el primer rango de significancia,
mientras que las plantas sin micorrizas obtuvieron los ultimos niveles de significancia.
Esto sugiere que la accion de las micorrizas sobre el &rea foliar depende de una

fertilizacion del 100% vy es independiente de la dosis de micorrizas que coloquemos.

Tabla 3.5 Efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion sobre el area foliar de plantas de
banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS | FERTILIZACION | AREA FOLIAR
0g 50 % 19,00 d
0g 75% 21,50 cd
0g 100% 28,83 bc

200 g 50 % 19,50 d
200 g 75% 18,67 d
200 g 100% 37504
400 g 50 % 23,83 bed
400 g 75% 19,33 d
400 g 100% 32,38 ab
800 g 50 % 26,00 bed
800 g 75% 28,33 bc
800 g 100% 38,17 a
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En la Figura 3.13 se puede observar el area foliar de plantas micorrizadas y no
micorrizadas con 100% de fertilizacion. El area foliar mayor se presento en las plantas
con dosis de 200g, 400g y 800g de micorrizas diferenciandose con las plantas no
micorrizas en casi 10cm?, mostrando el posible beneficio de utilizar un inéculo

micorrizado para la aclimatacion de plantas de banano.

Area foliar en plantas de banano
375 38,17
32,38
| l ' I
0g 200g 400g 800 g Micorrizas
100% 100% 100% 100% Fertilizacion

Figura 3.13 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion

sobre el area foliar de banano (Musa paradisiaca). Fase de aclimatacion.

3.2.4. Biomasa aérea

Se realizo el andlisis de varianza para el peso fresco y peso seco de la biomasa
aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca), como se muestra en la Tabla 3.6. No se
encontraron diferencias significativas para las repeticiones, mientras que para los
tratamientos hubo diferencias a nivel del 5%. El factor micorrizas no present6
diferencias significativas, mientras que la fertilizacion influy6 en la biomasa aérea de la
planta mostrando diferencias estadistica a nivel del 1%. La interaccion entre micorrizas
y fertilizacion no presentd significancia estadistica, por lo que posiblemente los dos

factores actlian de forma independiente para la biomasa aérea.
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Tabla 3.6 Analisis de varianza para el peso fresco y seco de la biomasa aérea de plantas de banano
(Musa paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de
Machala-El Oro.

FUENTE DE GL BIOMASA AEREA
VARIACION PESO FRESCO | PESO SECO
Total 35
Repeticion 2 1,31 0,05 °
Tratamiento 11 14,52 " 022"
Micorriza () 3 7,31 0,11 ™
Fertilizacion (%) 2 63,01 0,98™
Micorriza x Fertilizacion | 6 1,96 0,03
Error 22 6,4 0,10
Media (g) 7,23 0,93
CV (%) 34,97 33,15

“altamente significativo con un intervalo de confianza del 99%, “significativo con un intervalo de confianza del
95%, M no significativo.

En la Figura 3.14 se presenta el efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el
peso fresco y seco de la biomasa aérea de las plantas de banano. La fertilizacién al
100% mostrd los mayores valores para la biomasa aérea de las plantas, ubicandose en el
primer rango de significancia mediante la prueba de Duncan al 5%. En el segundo nivel

se encontraron las plantas con fertilizacion al 50% y 75%.
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Figura 3.14 Efecto de la biomasa aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre el porcentaje de

fertilizacion en fase de aclimatacion.
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El efecto combinado entre micorrizas y fertilizacion sobre la biomasa aérea de
plantas de banano no presenté diferencias significativas, como se observa en la Tabla
3.8. Sin embargo, los mayores valores para el peso fresco de la parte aérea se
presentaron en las plantas bajo una dosis de 400g con fertilizacion al 100% y para el
peso seco las plantas con dosis de 200g y 800g con fertilizacién al 100%. Esto sugiere
que la efectividad de los HMA en el incremento de la biomasa aérea de plantas de

banano, depende del porcentaje de fertilizacion aplicado durante la fase de aclimatacion.

Tabla 3.7 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion sobre la biomasa aérea de plantas de

banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

BIOMASA AEREA
MICORRIZAS | FERTILIZACION | PESO FRESCO | PESO SECO

0g 50 % 435¢c 0,59 ¢

0g 75% 5,48 bc 0,72 bc

0g 100% 8,65 abc 1,11 abc
200 ¢ 50 % 5,47 bc 0,71 bc
200 g 75% 5,23 bc 0,66 bc
200 g 100% 10,03 ab 1,33 a
400 g 50 % 6,77 abc 0,89 abc
400 g 75% 5,27 bc 0,67 bc
400 g 100% 10,78 a 1,24 ab
800 g 50 % 7,02 abc 0,93 abc
800 g 75% 7,70 abc 0,95 abc
800 g 100% 10,05 ab 1,36 a

En la Figura 3.15 se puede ver que todas las plantas micorrizadas con 100% de
fertilizacion muestran valores mayores para la biomasa aérea, en comparacion con las
plantas no micorrizadas. Esto demuestra que la aplicacion de micorrizas en plantas de

banano aumenta la biomasa aérea.
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Figura 3.15 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion

sobre la biomasa aérea de banano (Musa paradisiaca). Fase de aclimatacion.

Los HMA contribuyeron en el incremento del peso fresco de la biomasa aérea
en las plantas de banano, durante la fase de aclimatacidén, como se observa en la Figura
3.16.

Figura 3.16 Biomasa aérea de plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas y
100% de fertilizacion, en fase de aclimatacion.
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3.2.5. Biomasa radical

El andlisis de varianza realizado para la biomasa radical de plantas de banano
(Musa paradisiaca) se presenta en la Tabla 3.8. Se mostraron diferencias estadisticas
significativas para el peso fresco y peso seco en las repeticiones a nivel del 1%. En los
tratamientos y en el factor micorrizas no existen diferencias estadisticas significativas
para la biomasa radical. La fertilizacion obtuvo diferencias estadisticas significativas a
nivel del 5% para el peso fresco y el peso seco. La interaccion entre micorrizas y
fertilizacion no presentd significancia estadistica, por esta razon ambos factores acttan

de modo independiente en la biomasa radical.

Tabla 3.8 Analisis de varianza para el peso fresco y seco de la biomasa radical de plantas de banano

(Musa paradisiaca) bajo el efecto de la fertilizacion y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de

Machala-El Oro.

BIOMASA RADICAL
CXE'I\'ATCEIgE GL | PESO FRESCO | PESO SECO
Total 35
Repeticion 2 183,07 6,16
Tratamiento 11 43,52 \° 8,17 \®
Micorriza (g) 3 15,89 ° 2,18 "
Fertilizacion (%) 2 149,19 22,41
Micorriza x Fertilizacion | 6 22,11 741N
Error 22 31,89 5,27
Media (g) 17,22 5,57
CV (%) 32,80 41,19

“altamente significativo con un intervalo de confianza del 99%, " significativo con un intervalo de confianza del

El porcentaje de fertilizacidn influy6 significativamente en la biomasa radical
de las plantas de banano, cuando se aplico fertilizacion al 100% ocupando el primer

rango de significancia en la prueba de Duncan al 5%, como se presenta en la Figura

3.17.

95%, M no significativo.
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Figura 3.17 Efecto de la biomasa radical de plantas de banano (Musa paradisiaca) sobre la fertilizacion

en fase de aclimatacion.

La interaccion entre micorrizas y fertilizacién en la biomasa radical no
presentd diferencias estadisticas significativas, como se muestra en la Tabla 3.9. Sin
embargo, el mayor peso fresco y seco se presentd con 800g de micorrizas y 100% de
fertilizacion. Esto se debe a la influencia de las micorrizas en el incremento de la

densidad de la parte radical.

Tabla 3.9 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en la biomasa radical de plantas de

banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

BIOMASA RADICAL
MICORRIZAS | FERTILIZACION | PESO FRESCO | PESO SECO

0g 50 % 13,33 b 3,67Db

0g 75% 16,17 ab 5,42 ab

0g 100% 16,77 ab 5,73 ab
200 g 50 % 14,40 b 4,450
200 g 75% 14,13 b 3,97b
200 g 100% 22,77 ab 8,17 ab
400 g 50 % 15,72 ab 5,05 ab
400 g 75% 18,50 ab 7,02 ab
400 g 100% 19,27 ab 5,03 ab
800 g 50 % 14,00 b 3,98 Db
800 g 75% 15,72 ab 5,30 ab
800 g 100% 25,83 a 9,10 a

En la Figura 3.18 se muestra el efecto entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas con 100% de fertilizacion en la biomasa radical de plantas de banano. A

pesar de que estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas, se
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observa un incremento importante en las plantas micorrizadas con respecto a las plantas

control.

Biomasa radical en plantas de banano

25,83
2T

200g 400g 800 g Micorrizas
100% 100% 100% Fertilizacion

B PESOFRESCO (g)  PESOSECO (g)

Figura 3.18 Comparacion de plantas micorrizadas vs. plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion

sobre la biomasa radical de banano (Musa paradisiaca). Fase de aclimatacion.

La biomasa radical de las plantas de banano increment6 en su peso fresco, por
la aplicacion de micorrizas durante la fase de aclimatacion, como se puede observar en
la Figura 3.19.

Figura 3.19 Biomasa radical de plantas de banano (Musa paradisiaca) a diferentes dosis de micorrizas y

bajo 100% de fertilizacién, en la fase de aclimatacién.
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3.2.6. Porcentaje de colonizacién y conteo de esporas

El efecto de las dosis de micorrizas sobre el porcentaje de colonizacion y
conteo de esporas de plantas de banano, presentd diferencias significativas (Figura
3.20). Las plantas micorrizadas se ubicaron en el primer rango de significancia para el
porcentaje de colonizacion. En el conteo de esporas las plantas con dosis de 800g
obtuvieron el primer rango de significancia mostrando diferencias con respecto a las

dosis de 400g, 200g y Og de micorrizas.
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90
80
70
60
50
40
30

20
P /
0

MICORRIZAS Og 200g 400g 800g

— — PORCENTAJEDE
COLONIZACION (%)

- CONTEOQO DE ESPORAS
(esporas/g)

36,11 b 74,61 a 76,89 a 73,67 a

1,36 d 6,51 ¢ 12,03 b 19,41 a

Figura 3.20 Efecto del porcentaje de colonizacién y conteo de esporas de plantas de banano (Musa

paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas, en fase de aclimatacion.

La Tabla 3.10 presenta la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion al evaluar
la presencia de las micorrizas mediante el porcentaje de colonizacion y conteo de
esporas. En el porcentaje de colonizacion el primer rango de significancia corresponde a
las plantas micorrizadas, las plantas no micorrizadas ocuparon el segundo lugar de
significancia (prueba de Duncan al 5%). En el conteo de esporas los menores valores se
obtuvieron en las plantas sin micorrizas, mientras que los mayores valores se

observaron cuando la dosis aumento entre 400g y 800g de micorrizas.
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Tabla 3.10 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de colonizacién y

conteo de esporas de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

. PORCENTAJE DE | CONTEO DE
MICORRIZAS | FERTILIZACION COLONIZACION ESPORAS

0g 50 % 37,00 b 1,92¢g

0g 75% 37,83b 1,209

0g 100% 33,50 b 0,95¢g
200 g 50 % 65,00 a 4,45 f
200 g 75% 79,50 a 7,66 ef
200 g 100% 79,33 a 7,42 ef
400 g 50 % 79,33 a 12,84 cd
400 g 75% 79,67 a 9,29 de
400 ¢ 100% 71,67 a 13,94 ¢
800 g 50 % 75,83 a 23,03 a
800 g 75% 70,67 a 16,53 bc
800 g 100% 74,50 a 18,68 b

En la Figura 3.21 se presentan fotografias de las raices de las plantas de banano
teflidas, donde se pueden apreciar estructuras fungicas como: hifas, esporas, vesiculas y

arbusculos. Evidenciando la presencia de los HMA en las raices de banano.

X

- \ .
Figura 3.21 Estructuras flngicas en las raices colonizadas de plantas de banano en fase de aclimatacion.

a. hifa intercelular, b. hifa intracelular, c. vesiculas, d. espora e hifa, e. arblsculo e hifa y f. arblsculo.
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3.2.7. Supervivencia de las plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de
aclimatacion

La supervivencia de las plantas de banano micorrizadas fue del 100% durante
los tres meses de invernadero (Figura 3.22). Las plantas control (sin micorrizas)

presentaron 99,54% de supervivencia, esta pérdida se presentd durante el primer mes de
aclimatacion.

En el presente trabajo, se comprobd la ventaja que los HMA otorgan a las
plantas micropropagadas de banano, al resistir el estrés causado por el transplante de
cultivo in vitro a fase ex vitro.
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Figura 3.22 Supervivencia de las plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacién.

3.2.8. Andlisis de nutrientes en la biomasa aérea

3.2.8.1. Nitrogeno (N) foliar

En la Figura 3.23 se presenta el efecto de la dosis de micorrizas sobre el
nitrogeno de plantas de banano. Las plantas micorrizadas obtuvieron el primero y
segundo rango de significancia para la prueba de Duncan al 5%. Las plantas no
micorrizadas presentaron valores menores. Las diferentes dosis utilizadas muestran
niveles bajos de nitrdgeno frente a los rangos foliares normales en banano los cuales
estan entre 2,6% y 3,5%. Probablemente, esto se debe a que no se realizaron los
tratamientos adecuados de nutricion, sin embargo, las diferencias presentadas sugieren

que las micorrizas contribuyeron a la absorcién de nitrégeno.
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Figura 3.23 Nitrdgeno foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas,

en fase de aclimatacion.

La interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de nitrogeno
foliar se presenta en la Tabla 3.11. Los mayores porcentajes de nitrdgeno se presentaron
en plantas micorrizadas en las diferentes fertilizaciones. Esto nuevamente sugiere que el

efecto de la micorrizacién en plantas de banano ayuda en la absorcion de nitrégeno.

Tabla 3.11 Efecto de la interaccién entre micorrizas y fertilizacion sobre el porcentaje de Nitrégeno foliar

de plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS | FERTILIZACION NITROGENO
0g 50 % 0,77 d
0g 75% 0,82d
0g 100% 0,87 cd

200 g 50 % 1,07 ab
200 g 75% 1,06 ab
200 g 100% 1,07 ab
400 g 50 % 1,14 a
400 g 75% 1,09 ab
400 g 100% 1,05 ab
800 g 50 % 1,04 ab
800 g 75% 0,97 be
800 g 100% 0,99 be

En la Figura 3.24 podemos comparar a plantas micorrizadas y no micorrizadas

en la contribucion de nitrogeno foliar, demostrando el aumento de este porcentaje por la

aplicacion de las micorrizas en banano en su fase de aclimatacion.
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Figura 3.24 Comparacion de nitrégeno foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) micorrizadas vs.

plantas no micorrizadas, durante la fase de aclimatacion.

*Valores normales de nitrégeno foliar: 2,6 y 3,5%.

3.2.8.2. Fosforo (P)

El efecto de la dosis de micorrizas sobre el fosforo en hojas de banano obtuvo
diferencias significativas. En la Figura 3.25 se observan que las plantas micorrizadas se
encuentran en el primer rango de significancia de la prueba de Duncan al 5%, quedando
las plantas sin micorrizas en el segundo rango. Las plantas micorrizadas presentan
valores altos de fésforo y las plantas no micorrizadas tienen valores bajos de acuerdo a

los rangos foliares de banano.

0,45
0,4
0,35
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0,25
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MICORRIZAS Og 200g 400¢g 800¢g

FOSFORO
(% materia seca)

Fosforo foliar (%)

0,13 b 0,4 a 0,42 a 0,41 a

Figura 3.25 Fosforo foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas,
en fase de aclimatacién.

*Valores normales de fésforo foliar: 0,18-0,29%
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El efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el fosforo en las plantas de
banano obtuvo diferencias significativas, como se presenta en la Figura 3.26. Las
fertilizaciones de 75% y 50% se ubican en el primer rango de significancia y la
fertilizacion al 100% ocupa el segundo rango de significancia para la prueba de Duncan

al 5%. Los datos muestran valores altos de fosforo foliar en plantas de banano.

0,45
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0,05 [

0 A
FERTILIZACION 50% 75% 100%
FOSFORO
(% materia seca) e a 232 a Q2L Db

Figura 3.26 Efecto del porcentaje de fertilizacion sobre el fésforo en plantas de banano (Musa
paradisiaca) en fase de aclimatacion.

*Valores normales de fésforo foliar: 0,18-0,29%

El efecto combinado entre dosis de micorrizas y fertilizacion sobre el
porcentaje de fésforo foliar en plantas de banano, se presenta en la Tabla 3.12. Los
primeros rangos de significancia en la prueba de Duncan al 5% se encontraron en todas
las plantas micorrizadas, mientras que las plantas no micorrizadas obtuvieron niveles
menores de significancia. Esto evidencia la efectividad de los HMA para mejorar la

absorcion de fésforo en las plantas de banano durante la fase de aclimatacion.
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Tabla 3.12 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de Fdsforo foliar de

plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS FERTILIZACION FOSFORO
0g 50 % 0,16 def
0g 75% 0,14 ef
0g 100% 0,10 f

200 g 50 % 0,430
200 g 75% 054a
200 g 100% 0,23 cde
400 g 50 % 0,49 ab
400 g 75% 0,53 ab
400 g 100% 0,25 cd
800 g 50 % 0,48 ab
800 g 75% 0,47 ab
800 g 100% 0,26 ¢

En la Figura 3.27 se muestra la relacion entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas con 100% de fertilizacion. Las plantas micorrizadas presentan valores
normales de fosforo foliar, en contraste con las plantas no micorrizadas que alcanzaron
valores por debajo del nivel normal. Esto sugiere que existe una contribucién

mayoritaria de las micorrizas en la absorcion de fésforo.

Fosforo foliar

0,26
0,23 0,25

%
e
-

100% 100% 100% 100% Fertilizacion

~ 0g 200g 400¢g 800 g Micorrizas

Figura 3.27 Comparacion de fésforo foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) micorrizadas vs.
plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion durante la fase de aclimatacién.

*Valores normales de fésforo foliar: 0,18-0,29%
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3.2.8.3. Potasio (K)

El anélisis de varianza para el potasio en plantas de banano (Musa paradisiaca)
se presenta en la Tabla 3.13. No se encontraron diferencias estadisticas significativas en
las repeticiones, ni para el factor fertilizacion. Los tratamientos y el factor micorrizas
presentaron diferencias significativas, a nivel del 5% y del 1% respectivamente, en la
prueba de Duncan. La interaccion entre micorrizas y fertilizacion no mostr6 un grado de
significancia estadistica, por lo que posiblemente los dos factores actGan de forma

independiente.

Tabla 3.13 Andlisis de varianza para el potasio en plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo el efecto
de la fertilizacién y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de Machala-El Oro.

FUENTE DE
VARIACION GL | POTASIO
Total 35
Repeticién 2 0,04 ™
Tratamiento 11 0,28~
Micorriza (g) 3 0,90 "
Fertilizacion (%) 2 0,04 ™
Micorriza x Fertilizacion | 6 0,05 ™
Error 22 0,12
Media (% en materia seca) 4,61
CV (%) 7,45

“altamente significativo con un intervalo de confianza del 99%, “significativo con un intervalo de confianza del

95%, M no significativo.

En la Figura 3.28 se presenta el efecto de las dosis de micorrizas sobre el
potasio en las plantas de banano. Las plantas con dosis de 400g de micorrizas se
agruparon en el primer rango de significancia en la prueba de Duncan. Las plantas sin
micorrizas se ubican en el tercer rango de significacion, presentando el valor mas bajo

de potasio.
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Figura 3.28 Potasio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas,
en fase de aclimatacién.

*Valores normales de potasio foliar: 3,5-5%.

La interaccién entre las dosis de micorrizas y porcentaje de fertilizacion en el
potasio foliar de banano no present6 diferencias estadisticas, como se muestra en la
Tabla 3.14. Sin embargo, las plantas micorrizadas presentaron una ligera tendencia para
incrementar la absorcion de potasio, aunque las diferencias no sean marcadamente

visibles. Todos los tratamientos muestran valores normales de potasio foliar en banano.

Tabla 3.14 Efecto de la interaccidn entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de Potasio foliar de
plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS FERTILIZACION POTASIO
0g 50 % 4,38 ab
0g 75% 4,13 b
0g 100% 4,14 b

200 g 50 % 4,58 ab
200 g 75% 4,90 a
200 g 100% 4,51 ab
400 g 50 % 4,95 a
400 g 75% 5,03 a
400 g 100% 4,97 a
800 g 50 % 4,55 ab
800 g 75% 4,58 ab
800 g 100% 4,58 ab
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3.2.8.4. Magnesio (Mg)

El analisis de varianza realizado para el magnesio en plantas de banano (Musa
paradisiaca) se presenta en la Tabla 3.15. No se encontraron diferencias estadisticas
significativas para las repeticiones ni para el factor de fertilizacion. Los tratamientos
presentaron diferencias significativas a nivel del 5% y para el factor de micorrizas al 1%
en la prueba de Duncan. La interaccion entre micorrizas y fertilizacibn no mostro

significancia estadistica, por lo tanto los dos factores actuan de forma independiente.

Tabla 3.15 Andlisis de varianza para el magnesio en plantas de banano (Musa paradisiaca) bajo el efecto

de la fertilizacién y diferentes dosis de micorrizas. Hacienda Central de Machala-El Oro.

FUENTE DE
VARIACION GL | MAGNESIO
Total 35
Repeticion 2 0,00 ™
Tratamiento 11 0,00
Micorriza (g) 3 0,01
Fertilizacion (%) 2 0,00 ™
Micorriza x Fertilizacion | 6 0,00 ™
Error 22 0,00
Media (% en materia seca) 0,28
CV (%) 9,67

“altamente significativo con un intervalo de confianza del 99%, “significativo con un intervalo de confianza del

95%, M no significativo.

En la Figura 3.29 se presenta el efecto de las dosis de micorrizas sobre el
magnesio foliar en las plantas de banano. Los mayores porcentajes de magnesio foliar
se presentaron para todas las plantas micorrizadas, en contraste con las plantas no
micorrizadas. Las plantas micorrizadas muestran niveles foliares normales de magnesio

para banano, mientras que las plantas sin micorrizas muestran valores bajos.
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Figura 3.29 Magnesio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) con diferentes dosis de micorrizas,
en fase de aclimatacién.

*Valores normales de magnesio foliar: 0,25-0,3%.

El efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacién en el porcentaje de
magnesio foliar en plantas de banano se presenta en la Tabla 3.16. Todas las plantas
micorrizadas con fertilizacion del 50, 75 y 100%, se sitGan en los primeros rangos de
significancia para la prueba de Duncan al 5%. Las plantas no micorrizadas y con
fertilizacion del 50 y 75% se ubicaron en menores rangos de significancia. Esto sugiere
que la inoculacion de micorrizas en banano durante la fase de aclimatacion, también

aumenta la absorcién de magnesio.

Tabla 3.16 Efecto de la interaccion entre micorrizas y fertilizacion en el porcentaje de Magnesio foliar de
plantas de banano (Musa paradisiaca) en fase de aclimatacion.

MICORRIZAS | FERTILIZACION | MAGNESIO
0g 50 % 0,24 ¢
0g 75% 0.24c
0g 100% 0,25 bc

200 ¢ 50 % 0,30 a
200 ¢ 75% 0,29 abc
200 ¢ 100% 0,30 ab
400 g 50 % 0,32a
400 g 75% 0,30 a
400 g 100% 0,3la
800 g 50 % 0,27 abc
800 g 75% 0,28 abc
800 g 100% 0,29 abc

En la Figura 3.30 se muestra la relacion entre plantas micorrizadas y plantas no

micorrizas con 100% de fertilizacion. Las plantas micorrizadas ayudaron a mantener
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valores normales de magnesio foliar, en contraste con plantas no micorrizadas que se

encontraron en el limite.

Magnesio foliar
0,3 0,31 0,29
0,25
x
v//K I | i o ,"//
0g 200g 400g 800g Micorrizas
100% 100% 100% 100% Fertilizacién

Figura 3.30 Comparacién de magnesio foliar en plantas de banano (Musa paradisiaca) micorrizadas vs.
plantas no micorrizadas con 100% de fertilizacion durante la fase de aclimatacién.

*Valores normales de magnesio foliar: 0,25-0,3%

3.2.9. Andlisis de suelo

En el Anexo 1 se muestra el analisis de macro y micronutrientes del suelo de
los diferentes tratamientos. Los valores de pH se presentaron similares entre los
tratamientos, los cuales se encontraban en un rango de 6,41 a 6,98 ubicandose en un pH

aproximadamente neutro.

El nitrogeno del suelo alcanz6 niveles entre 0,39 y 1,09% superando los
valores normales para cultivo de banano que van de 0,16 a 0,3%. Probablemente este
aumento de nitrogeno se debe a la interaccion de las micorrizas y la descomposicion de

la materia organica.

En el analisis de fosforo se observo que las plantas con dosis de 200 y 800g de
micorrizas y fertilizacion del 50 y 75% consiguieron niveles normales de fdsforo,
mientras que plantas no micorrizadas registraron valores bajos. Esto es de especial
importancia para las micorrizas, por lo que ellas actian de mejor manera en suelos con
cantidades limitadas de fdosforo. El andlisis de potasio para todos los tratamientos
presento valores similares, mientras que el magnesio mostro valores altos en casi todos

los tratamientos.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. Propagacion de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) nativos
de cultivo de banano (Musa paradisiaca)

En la actualidad el creciente nUmero de empresas productoras de indculos de
HMA demuestra la alta demanda de este tipo de insumos (Rodriguez-Romero y Jaizme-
Vega, 2007). La utilizacion de estos indculos comerciales implica el aumento del costo
de produccion, por lo que una de las alternativas para reducir estos costos seria la
elaboracion de camas de propagacién de esporas de HMA, aprovechando de este modo

el uso de poblaciones nativas del cultivo.

El método mas conveniente para la propagacion de esporas y su produccion de
grandes cantidades de indculo, es el cultivo trampa. En esta técnica se usa un sustrato
esterilizado (mezcla de tierra, arena 0 materiales inorganicos), suelo con esporas y una

especie vegetal de rapido crecimiento, como es el pasto.

Usuga y sus colaboradores (2008 a) evidenciaron una alta colonizacién en las
raices por los HMA utilizando como cultivo trampa Brachiaria, un pasto de zonas
tropicales de Ameérica Central y del Sur. En la presente investigacion se utilizaron
Brachiaria toledo y Brachiaria decumbens obteniendo buenos resultados, inclusive la
mezcla de turba y arena utilizada para el sustrato demostré ser adecuada para la
micorrizacion, consiguiendo proporcionar aireacion y bajo contenido de nutrientes,

como se sugiere en la investigacion realizada por Jaizme-Vega (1998).

La técnica empleada para la propagacién de esporas fue practica y de bajo
costo, pudiendo obtener un indculo con alto grado de colonizacién (ver Figura 3.2 del
Capitulo 3) y elevado nimero de esporas por gramo de suelo (ver Figura 3.3 del
Capitulo 3). Estos resultados demuestran la eficiencia en la elaboracion de un inéculo
micorrizado, adecuado para su empleo como biofertilizante. Si comparamos nuestros
resultados con los obtenidos por Usuga et al. (2008 a), se observa que nuestro ensayo

logré un mayor nimero de esporas y un elevado porcentaje de colonizacion.
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Para este estudio se propagaron esporas de HMA provenientes de suelos
bananeros. El utilizar esporas nativas presentd ventajas para su empleo como inéculo,
debido a su efectiva accion bajo condiciones agro-climaticas propias del cultivo
(Declerck et al., 2005). Por otro lado, el indculo consistié en una mezcla de especies de
micorrizas (consorcio), donde algunas esporas suelen encontrarse en latencia lo que
puede incidir en la variabilidad de la germinacion (Robson et al., 1994). Las raices
pueden ser colonizadas por mas de una especie, por lo que se ha sugerido que el uso de
un consorcio de HMA, es eficaz en distintas condiciones ambientales y para el

crecimiento de la planta (Declerck et al., 2005).

4.2. Aclimatacion de plantas micropropagadas de banano (Musa paradisiaca) con

Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA)

Las plantas producidas con la técnica de cultivo in vitro requieren un periodo
de aclimatacion (ex vitro) que les permita crecer y adquirir las caracteristicas

morfoldgicas y fisioldgicas necesarias para sobrevivir en el campo.

Varma et al. (1998) sugiere que la inoculacion con HMA a plantas
micropropagadas por cultivo in vitro mejora el crecimiento y la nutricion en la fase de
aclimatacién. Este proceso ha demostrado ser beneficioso en numerosas especies de
plantas tropicales como: papaya, aguacate, pifia y banano (Declerck et al., 2002 a).
Jaizme-Vega (1998) propone que la inoculacién de micorrizas en plantas de banano se
debe hacer en la fase ex vitro, la cual puede ser una técnica facil y satisfactoria para esta

etapa de crecimiento.

La preinoculacion de los HMA en plantas micropropagadas, puede exhibir
beneficios en su traspaso a campo, entre los que se encuentran: competitividad sobre los
patdgenos del suelo y el incremento de las poblaciones naturales de HMA del cultivo
(Delvaux, et al. 1998). Es por esto, que la inoculacion durante la fase de aclimatacion en
los viveros comerciales, podria favorecer la supervivencia de las plantas para adaptarse

mejor a condiciones en la fase de campo.
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El banano al ser una especie que aprovecha la presencia de los hongos
micorricicos arbusculares (ya que es una especie micotréfica) (Jaizme-Vega y
Rodriguez-Romero, 2004), presenta numerosos beneficios especialmente en la fase de
aclimatacion como ha sido reportado por: Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero, 2002;
Jaizme-Vega et al., 2002; Barbosa et al., 2002 y Thaker & Jasrai, 2002. En el presente
trabajo, se puede comprobar que las plantas micorrizadas de banano provenientes de
cultivo in vitro se desarrollaron de mejor manera en su parte fisiologica y sobrevivieron

en la fase de aclimatacion.

En el andlisis de la altura de las plantas de banano, la interaccion entre 100%
de fertilizacion y 800g de micorrizas mostré ser el mejor tratamiento en este estudio,
con un ligero aumento del tamafio de las plantas a los 90 dias (Tabla 3.2 del Capitulo 3),
posiblemente por la baja temperatura a que las plantas estuvieron expuestas durante el
proceso de la investigacion. La temperatura es un factor importante para la aclimatacion
de banano, mientras que Declerck et al. (2002 a) y Rodriguez-Romero et al. (2005)
trabajaron en condiciones de invernadero con temperaturas que oscilan entre 27°C a
32°C, en nuestro estudio la temperatura fluctué entre 21°C a 24°C. Esta diferenciacién
en el clima pudo retrasar el crecimiento en la altura de las plantas, sin embargo, la
contribucion de los HMA se pudo evidenciar en el analisis con las plantas control (no
inoculadas) y las plantas micorrizadas con 100% de fertilizacion (ver Figura 3.7 del

Capitulo 3), donde las plantas inoculadas presentan mayor altura.

El perimetro del tallo de banano es una variable que demuestra el desarrollo de
las plantas, el cual es utilizado por los agricultores para poder predecir cual seria su
produccién, al parecer conforme aumenta el perimetro existe un incremento en el
numero de manos de banano. Es necesario conocer este valor para evaluar el efecto que
la simbiosis micorricica alcanza en las plantas de banano micropropagadas. En el
ensayo, las plantas con dosis de 800g de indculo micorricico presentaron mayor
contorno del tallo, mostrando diferencias significativas frente a las plantas no
inoculadas (ver Figura 3.8 del Capitulo 3). En cuanto a la fertilizacion, el 100%
aplicado logro aumentar el perimetro de las plantas de banano en comparacion con dosis
de 50% y 75% (ver Figura 3.9 del Capitulo 3). La interaccion entre los factores mostro
que cuando se aplica 400g de micorrizas y 100% de fertilizacion el perimetro del tallo
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se incrementa, presentando diferencias significativas con respecto a plantas no
inoculadas (con 100% de fertilizacién) (ver Figura 3.10 del Capitulo 3). Es evidente,
que el aumento del perimetro del tallo de las plantas de banano, se vio favorecido por la
presencia de los HMA, siendo esto muy importante para el desarrollo de la planta en la

fase de aclimatacion.

Los resultados de nuestro estudio coinciden con la investigacion realizada por
Barbosa et al. (2002), en donde la accion benéfica de los HMA incremento el perimetro
del tallo en los tratamientos inoculados con micorrizas, con respecto a los no

inoculados.

Las plantas producidas in vitro necesitan incrementar su area foliar en su fase
ex vitro, debido a que su aparato fotosintético estd pobremente desarrollado. Los
Hongos Micorricicos Arbusculares han demostrado producir un impacto positivo sobre
el area foliar de las hojas de banano (Declerck et al., 2002 a). En nuestro estudio, las
plantas de banano inoculadas con 800g de micorrizas presentaron la mayor area foliar
en contraste con las plantas control (ver Figura 3.11 del Capitulo 3). La fertilizacién
aplicada al 100% permiti6 que las plantas aumentaran su area foliar, con respecto a la
fertilizacion de 50% y 75% (ver Figura 3.12 del Capitulo 3). En el efecto combinado
entre micorrizas y fertilizacion, las plantas con una dosis de 800g y 100% de
fertilizacion mostraron una mayor area foliar comparada con plantas no inoculadas (ver
Figura 3.13 del Capitulo 3). Estos resultados confirman que los HMA intervinieron en
el incremento de esta variable, permitiendo que las plantas aprovechen de mejor manera

los rayos solares, debido a su mayor superficie foliar.

Thaker & Jasrai (2002) aseguran que el aumento progresivo en el area foliar de
banano en la fase de aclimatacion, es atribuido a la contribucion de los HMA, lo que
conduce a mejorar la eficiencia fotosintética de las hojas. En este estudio se evidencid
este hecho, ya que la presencia de las micorrizas ayudd a incrementar el desarrollo del

area foliar, y ademas aporta proteccion a las plantas del estrés en su fase ex vitro.

El crecimiento de las plantas puede ser evidenciado también por el peso de la
biomasa aérea. Para nuestro estudio los distintos porcentajes de fertilizacion presentaron
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diferencias significativas, mostrando un mayor aumento en las plantas bajo una
fertilizacion del 100% (ver Figura 3.14 del Capitulo 3), esto nos indica que este factor
no puede ser menor a la dosis Optima (100%), posiblemente porque las micorrizas
incrementan la absorcion de nutrientes aprovechando totalmente la fertilizacion
aplicada. La interaccion de micorrizas y fertilizacion nos revela que no es representativa
la dosis de in6culo micorricico que se coloque, este puede ser desde 200g a 800g,
mientras que el porcentaje de fertilizacion se mantenga en un 100%. Los resultados de
nuestra investigacion se asemejan a los reportados por Jaizme-Vega y Rodriguez-
Romero (2004) en plantas de banano micropropagadas, en donde la inoculacion con
Glomus mosseae (cepa nativa de banano), incrementé el peso fresco de la parte area de
las plantas, mostrando mejor capacidad para la micorrizacion. Las plantas de banano en
nuestro estudio evidenciaron el aumento del peso fresco y seco de la biomasa aérea en

contraste con plantas no micorrizadas (ver Figura 3.15 del Capitulo 3).

El efecto méas importante de la infeccion por HMA en la raiz es el incremento
en tamafio y numero de raices adventicias, resultando un sistema de raiz mas densa
(Jaizme-Vega et al., 2005). Las plantas de banano bajo una fertilizacion del 100%
presentaron el mayor peso radical (ver Figura 3.17 del Capitulo 3), lo que sugiere que la
fertilizacion es muy importante y no podria ser menor en la fase de aclimatacion. En la
interaccidon entre las dosis de micorrizas y el porcentaje de fertilizacion se pudo
observar un incremento en el peso de la biomasa radical cuando se aplicaron diferentes
dosis de HMA. El incremento fue aun mas notorio con la maxima dosis de micorrizas
(800q) v fertilizacion del 100% en contraste a las plantas no inoculadas (ver Tabla 3.9
del Capitulo 3). Al parecer el aporte de micorrizas aumenta el peso de la biomasa

radical en plantas de banano (fase de aclimatacion).

Jaizme-Vega et al. (2005) encontraron que plantas de banano inoculadas con
Glomus intraradices mostraron un sistema radical mas frondoso, esto concuerda con el
aumento de las raices adventicias que las plantas presentaron con el tiempo en nuestro
estudio (ver Figura 3.18 y 3.19 del Capitulo 3).

Para evaluar la presencia de los HMA en el presente ensayo, se cuantifico el
namero de esporas por gramo de suelo y el porcentaje de colonizacién en las raices de
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banano. Se observé que el conteo de esporas aumentd proporcionalmente con la dosis
de micorrizas (ver Figura 3.20 del Capitulo de 3), las plantas no inoculadas presentaron
un bajo nimero de esporas, debido posiblemente a que el sustrato no fue esterilizado o
se contamind, ya que el ensayo se realizd en campo y no se pudo controlar estas
condiciones. El porcentaje de colonizacion fue superior para las plantas inoculadas con
micorrizas (ver Figura 3.20 del Capitulo 3), mostrando diferencias significativas frente a
las plantas no inoculadas. El efecto conjunto entre el porcentaje de fertilizacion y las
dosis de micorrizas mostro diferencias significativas entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas (ver Tabla 3.10 del Capitulo 3). Resulta peculiar que la cantidad de
fertilizacion no influy6 sobre la infeccion y esporulacion de los HMA, es decir, las
plantas evidenciaron la presencia de las micorrizas con 50%, 75% y 100% de
fertilizacion. El porcentaje de colonizacion que las raices de banano adquirieron es
elevado, esto se debe a que el banano es considerado una especie micotrofica, es decir

que es dependiente de la inoculacién micorricica.

La Dependencia Micorricica Relativa (DMR) en este estudio no pudo ser
calculada mediante la formula propuesta por Plenchette et al. (1983), ya que las plantas
control se micorrizaron, pero el porcentaje de colonizacion fue menor que el de las
plantas inoculadas. Sin embargo, los resultados indican la dependencia de las plantas de
banano a la simbiosis micorricica, porque con pocas esporas alcanzaron un porcentaje

de colonizacion considerable.

En los resultados de Jaizme-Vega et al. (2004) y Declerck et al. (2002 b) sobre
la dependencia micorricica y porcentaje de colonizacion, se observa que probablemente
existe una relacion directamente proporcional entre ambos es decir, que al aumentar el
porcentaje de colonizacion, la dependencia micorricica relativa es mayor. Es por esta
razon, que en nuestro estudio se podria sugerir que existe una alta dependencia
micorricica relativa atribuida a un elevado porcentaje de colonizacion, a pesar de que no

es posible obtener un valor cuantitativo.

Usuga et al. (2008 a) utilizaron inoculos preparados a base de suelo de cultivo
de banano y evidenciaron un importante porcentaje de colonizacion comparado con un
indculo comercial, esto se debe al empleo de un consorcio de especies nativas de HMA,
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como ya se mencion0 anteriormente, esto presenta ventajas como indculo por su
efectiva accién bajo diferentes condiciones agro-climaticas, donde mas de una especie
coloniza las raices. En nuestro estudio la utilizacion de un inoculo con HMA nativo de
la zona, presenté un alto porcentaje de colonizacion en las plantas de banano.
Rodriguez-Romero et al. (2007) al evaluar la efectividad de productos comerciales
formulados a base de micorrizas, observd que estos indculos presentaron un bajo
porcentaje de colonizacion. Lo que contrasta con los resultados de la presente

investigacion.

La transferencia de las plantulas in vitro a condiciones ex vitro presenta
desventajas en la utilizacion de plantas micropropagadas de banano, debido al alto
grado de mortalidad proporcionado por el estrés del transplante (Jaizme-Vega, 1998).
En nuestro ensayo la micorrizacion temprana alcanzo el 100% de supervivencia en las
plantas de banano (ver Figura 3.21 del Capitulo 3), como se ha visto en otros estudios
de Jaizme-Vega et al. (2002), Declerck et al. (2002 b) y Usuga et al. (2008 b).

Los HMA intervienen de manera especial en la absorcién de nutrientes,
aumentando la capacidad de exploracién del suelo y la captacién de iones de difusién
lenta (Smith & Read, 1997; Quilambo, 2003). En el caso del nitrégeno el mayor
porcentaje foliar se presentd en las plantas micorrizadas en comparacion con plantas no
inoculadas, sin embargo estos valores no alcanzaron los rangos normales (ver Figura
3.22 del Capitulo 3). Estos resultados revelan la necesidad de incrementar la
fertilizacion foliar con nitrégeno, debido a que el nitrégeno es uno de los elementos
importantes para el desarrollo de la planta. En este ensayo resulta interesante comparar
el andlisis de nitrdgeno foliar con el del suelo. En el primero se obtuvieron niveles bajos
(ver Tabla 3.11 del Capitulo 3) y en el segundo valores altos de este nutriente (ver
Anexo 1). Al parecer el contenido alto de nitrogeno del suelo provino de la
descomposicion de la materia organica, ocasionada por la presencia de las micorrizas
(Bending et al., 2006), este nitrdgeno organico no es inmediatamente disponible para la

planta.

El fésforo es un elemento necesario para el desarrollo de las plantas de banano
en sus primeras etapas, nuestro ensayo muestra que la biomasa aérea presenta niveles
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mayores de fosforo en plantas micorrizadas, favoreciendo a la planta con valores altos
en foliares de banano (ver Figura 3.25 del Capitulo 3). Se sabe que en plantas de banano
micorrizadas se obtienen valores altos de fosforo contrariamente a lo que sucede con las
no micorrizadas (Jaizme-Vega, 1998). El efecto de la fertilizacion sobre el fosforo
obtuvo diferencias significativas siendo las dosis de 50% y 75% las que obtuvieron
mayor contenido de fosforo (ver Figura 3.26 del Capitulo 3).

En este estudio el contenido de fosforo foliar se vio favorecido por las plantas
micorrizadas con dosis de 800g vy fertilizacion del 100% (ver Tabla 3.12 del Capitulo
3), permitiendo que las plantas se mantuvieran en rangos normales a nivel foliar en
plantas de banano, por lo que la eficiencia de las micorrizas se presenta directamente en

este elemento ayudando a las plantas en su absorciéon (Smith & Read. 1997).

El analisis del fésforo en el suelo (Anexo 1) muestra que las plantas no
inoculadas poseen menor cantidad de este elemento en comparacion con plantas
micorrizadas, por lo que se demuestra el aporte de los HMA en la descomposicion de la
materia organica proveniente del sustrato empleado (tamo de arroz) incrementando el

valor del fésforo.

El potasio es el elemento mas importante en la produccion de banano, debido a
su acumulacion en la fruta y en el resto de la planta (Lépez y Espinosa, 1995). El efecto
de las diferentes dosis de micorrizas logro la asimilacion del potasio, obteniendo valores
altos en comparacion a plantas no micorrizadas (ver Figura 3.28 del Capitulo 3). La
interaccidn entre dosis de micorrizas y fertilizacion no mostré diferencias significativas,
esto nos sugiere que la fertilizacion puede estar entre 50% y 100%, siempre que las
plantas sean inoculadas con los HMA (ver Tabla 3.14 del Capitulo 3). En esta
investigacion los resultados indican que la contribucion de micorrizas ayuda a la
absorcion de potasio, algunas veces este nutriente se encuentra inmovilizado en el suelo

y su deficiencia produce clorosis en las hojas y deformaciones del racimo.

El magnesio es importante por su presencia en el centro de la molecula de
clorofila, en nuestro estudio el analisis foliar presentd mayores niveles en el contenido
de magnesio en las plantas micorrizadas, en contraste con plantas no micorrizadas (ver
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Figura 3.29 del Capitulo 3), demostrando la contribucion que tienen las hifas
extraradicales en la absorcion de este elemento. En los anélisis de suelo se observan
niveles altos de magnesio (Anexo 1), Robson et al. (1994) asegura que el magnesio no
interfiere en la micorrizacion, cuando este elemento se encuentra en cantidades mayores
a los normales, este hecho asegura que el alto contenido de magnesio no fue tdxico para
los HMA.

En esta investigacion se evidencid la absorcion de nutrientes por la aplicacion
del inéculo micorricico (en las plantas de banano durante la fase de aclimatacion). Este
poder de asimilacion de nutrientes, es ocasionado por la ramificacion de las hifas
extrarradicales de las micorrizas, en el entorno de la rizésfera (Aguilera-Gomez et al.
2008).

La mayoria de las variables evaluadas mostraron los mejores resultados cuando
se encontraban bajo una fertilizacion del 100%, esto sugiere que es posible utilizar el
plan de fertilizacion de un vivero comercial y conseguir el efecto de la micorrizacion
mejorando el crecimiento y nutricion de las plantas micropropagadas, como lo afirma

Jaizme-Vega y Rodriguez-Romero (2004).

En el presente trabajo la contribucion de los hongos micorricicos arbusculares
en plantas micropropagadas de banano durante la fase de aclimatacion, demostro la
mejor repuesta al crecimiento y desarrollo de la plantas, evidenciado por el aumento de
la altura, perimetro, area foliar, peso de la biomasa aérea, biomasa radical y absorcion

de nutrientes.

65



CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La cuantificacion del nimero de esporas de las siete haciendas de HDINEAGROS
(Machala), permitié conocer que la Hacienda Central es la que posee la mayor

poblaciéon de esporas de HMA.

La técnica empleada para la propagacion de esporas de HMA nativas de cultivo de
banano, constituyd la formacion de un inoculo micorricico con alto grado de
infeccion, poniendo de manifiesto la posibilidad de usar esta tecnologia en los

sistemas de produccion.

La micorrizacion temprana beneficid el desarrollo de plantas de banano
micropropagadas, incrementando la tolerancia de este cultivo a situaciones de
estrés, lo que constituye una medida de aplicacion practica para la adaptacion de las
plantas durante la fase ex vitro.

La inoculacion de Hongos Micorricicos Arbusculares en plantulas de banano
micropropagadas aportd beneficios significativos para el crecimiento de las plantas,
aumentando la altura, perimetro, area foliar, biomasa aérea y radical, cuando se
aplicaron 800g de micorrizas y fertilizacion al 100%. Esto comprobo la hipotesis
planteada, demostrando que la utilizacién de micorrizas ayuda al desarrollo de las

plantas de banano (Musa paradisiaca) en la fase de aclimatacion.

La dependencia micorricica relativa no pudo ser visible con la aplicacion de la
formula propuesta, a pesar de esto, se comprobé la dependencia de las plantas de
banano a la simbiosis micorricica por los altos porcentajes de colonizacidon y por

evidenciar su desarrollo y supervivencia en el ensayo.

Las plantas micorrizadas evidenciaron una mayor absorcion de fésforo, nitrogeno,
potasio y magnesio, en contraste con las plantas no inoculadas, debido a la
capacidad que presentan los HMA en la asimilacion de nutrientes y descomposicion

de la materia organica, logrando la movilidad de los mismos.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

1. Se sugiere realizar estudios sobre la evaluacion en campo del efecto de los diferente
tratamientos quimicos (fertilizantes, herbicidas y pesticidas) sobre plantas
micorrizadas de cultivo de Banano (Musa paradisiaca), para conocer como influye

estos factores sobre el desarrollo de las poblaciones micorricicas en el campo.

2. Seria importante medir variables de produccién como: el tamafio del racimo,
numero de manos, color de la fruta y el rendimiento en el campo sobre plantas
micorrizadas en la fase de aclimatacion, para determinar los beneficios que los

HMA otorga a este tipo de cultivo.

3. Se recomienda evaluar en plantas de banano durante su fase de aclimatacion, la
contribucion de los HMA como control bioldgico de patdgenos de raiz (neméatodo)
y establecer cudl es el mecanismo involucrado en este proceso de proteccién a la

plantas.
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ANEXQOS

Anexo 1 Andlisis de nutrientes del sustrato utilizado en aclimatacion de plantas de banano (Musa paradisiaca) con HMA.

MICO. | FERTI. MO | Ntotal [ P K Ca Mg Fe Mn Cu Zn B
C); (%) PH (%) (%) | (ppm) | (cmol/kg) | (cmol/kg) | (cmol/kg) | (ppm) | (ppm) | (ppm) [ (PpM) | (PPM)
0 50 685 | 873 | 044 1 0,51 6.8 2,72 14 8 1 2 0,63
0 75 641 | 1426 | 071 5 0,71 4,85 2,63 27 14 1 3 0,4
0 100 673 | 151 | 075 5 0,66 4.9 2,8 19 12 1 3 0,65
200 50 6,98 | 20,77 | 1,04 14 0,71 8 3,45 33 12 2 4 0,4
200 75 6,68 | 13,85 | 0,69 11 0,71 9,15 3,54 31 13 2 3 0,65
200 100 651 | 1057 | 053 8 0,66 7,45 3,29 31 12 1 3 0,45
400 50 689 | 11,8 | 059 6 0,61 12,4 4,03 34 10 2 3 0.4
400 75 6,95 | 10,1 05 7 0,71 9,6 3,86 38 9 2 3 0,37
400 100 6,73 | 9.2 0,46 9 0,61 10,75 3,95 38 11 2 3 0,63
800 50 659 | 9,78 | 049 11 0,71 12,6 3,87 37 8 2 3 0,45
800 75 647 | 787 | 039 11 0,81 2,55 1,32 42 7 2 3 0,63
800 100 6,76 | 12,13 | 0,61 9 0,66 12,5 3,95 33 7 2 2 0,4
VALORES
NORMALEs  |Neuro| 315 | 01603 | 1120 | 02:038 5-9 1623 | 2140 | 615 | 114 | 316 | 12
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