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RESUMEN

El cocotero es un cultivo de importancia econdémica que recientemente se esta
propagando por cultivo in vitro. Sin embargo, durante la aclimatizacion, algunas plantulas
no sobreviven. Existen reportes que demuestran que la aplicacion de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) mejoran el desarrollo de las plantas. Hasta el momento no hay
reportes de aclimatizacion de plantulas de cocotero con HMA. Por lo tanto, este estudio
reporta la evaluacion de la sobrevivencia y el crecimiento de plantulas de cocotero (Cocos
nucifera L.) obtenidas por embriogénesis somatica e inoculadas con HMA nativos o
comerciales durante la etapa de aclimatizacién. Después de 180 dias, la sobrevivencia
aumento de 1.19 a 1.24 veces con HMA nativos, pero no se produjo ningiin aumento con
los HMA comerciales. Se evaluaron parametros de crecimiento y fotosintéticos y no hubo
cambios significativos entre tratamientos. Sin embargo, seis meses después hubo un
aumento significativo en la altura, el area foliar y el diametro del tallo en las plantulas
inoculadas con HMA comercial. Hubo diferencias en el desarrollo de raices secundarias
cuando las plantulas fueron tratadas con HMA comercial. La colonizacion con HMA
nativos mostré una mayor proporciéon de coils e hifas, mientras que, con los HMA
comerciales los arbusculos e hifas fueron méas abundantes. Estos resultados fueron
consistentes con el perfil de expresion de los genes NIP, LEA, PHT, AMT, HAK, donde se
reportd un alto nivel de expresion en los primeros dias de evaluacion. Segun nuestros
resultados, se puede recomendar la inoculacion de HMA para mejorar la sobrevivencia y

el crecimiento de las plantulas de cocotero micropropagadas.
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ABSTRACT

Coconut is a crop of economic importance, which is recently being propagated by in vitro
culture. However, during acclimatization, some micropropagated plants or plantlets do not
survive. There are reports that show that the application of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) improves the development of plants. So far there are no reports of acclimatization
of coconut plantlets with or without AMF. Therefore, this study reports the evaluation of
survival and growth during acclimatization of coconut plantlets Cocos nucifera L. (obtained
by somatic embryogenesis) testing inoculation with native or commercial AMF. After 180
days, survival increased from 1.19-1.24-fold with native AMF, but no increase occurred
with commercial AMF. Growth and photosynthetic parameters were evaluated and there
were no significant changes among treatments. However, six months later there was a
significant increase in height, leaf area, and stem diameter in plantlets inoculated with
commercial AMF. There were differences in the development of secondary roots when
plantlets were treated with commercial AMF. The colonization with native AMF showed a
greater proportion of coils and hyphae, whereas, with commercial AMF, arbuscules and
hyphae were more abundant. These results were consistent with the expression profile of
the NIP, LEA, PHT, AMT, and HAK genes, where a high level of expression was reported
in the first days and very low at the end of the evaluation period. According to our results,
AMF inoculation can be recommended to improve the survival and growth of
micropropagated coconut plantlets.

Xii
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INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es un cultivo importante econémicamente, debido a la
creciente demanda de sus productos de alto valor, como agua envasada, leche, aceite
virgen, copra, coco fresco o desecado y productos derivados de sus fibras (Saenz-
Carbonell et al., 2018). Sin embargo, las plagas y enfermedades, como el amarillamiento
letal (ALC), y la senescencia de las plantas ha llevado a una disminucién de la
productividad (Samosir y Adkins, 2014). Ademas, la propagacion por semilla es lenta, y
hay pocas variedades resistentes, lo que dificulta la replantacién en areas afectadas por el
ALC (Zizumbo-Villarreal et al., 2006). Por lo tanto, es necesario establecer protocolos de
multiplicacién masiva, como el cultivo in vitro. En el CICY han desarrollado un protocolo
de propagacion via embriogénesis somatica reproducible y altamente eficiente en proceso
de escalamiento (Saenz-Carbonell et al., 2016). Sin embargo, se requieren mas estudios
en la etapa de aclimatizacién de las plantulas, lo que puede ser una limitante para el éxito
del protocolo generado (Saenz-Carbonell et al., 2018). Aunque la tasa de sobrevivencia
ex vitro es de aproximadamente el 80 % en los primeros meses de aclimatizacion, desde
un punto de vista comercial, se busca una tasa cercana al 100 %. Mejorar el proceso en
un 10-20 % tendria una ventaja socioeconémica significativa. Una alternativa para mejorar
la sobrevivencia y el desempefio de las plantulas ex vitro es la aplicacién de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), debido su eficiencia en mejorar el desarrollo radicular, la
proteccién contra patdgenos y la absorcién de nutrientes (Berruti et al.,, 2016). En este
estudio, se aislaron HMA de la rizosfera de cocotero, se propagaron y se utilizaron como
fuente de in6culo mixto en la aclimatizacién de plantulas de cocotero, en comparacién con
un in6culo comercial. Se evalu6 el efecto de los HMA en términos de sobrevivencia,
parametros de crecimiento, parametros fisiolégicos, colonizacion y expresién de genes
transportadores de nutrientes inducibles en la interaccion con los HMA. También se
evalué un sistema de pre-aclimatizacion en plantulas de cocotero utilizando diferentes

mezclas de sustratos a base de fibra de coco y HMA.
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ANTECEDENTES
1.1.  Origen, distribucién e importancia econdmica del cocotero.

El cocotero es originario del Pacifico e Indo-Atlantico y forma parte de los ecosistemas
costeros en todo el mundo (Gunn et al.,, 2011). Se cultiva en mas de 90 paises de
Ameérica, Africa, Asia y el Pacifico (Pham, 2016). La distribucion de las plantaciones de
cocotero hasta 2021, se muestra en la Figura 1.1 (FAOSTAT, 2021).
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Figura 1.1. Distribucién actual del cultivo de cocotero.

La produccién mundial del cocotero alcanz6 11,575 millones de hectareas, lo que
equivale a una produccién de 57.97 millones de toneladas métricas hasta 2020. La Figura
1.2 ilustra los diez principales productores de coco y sus derivados en el mundo, donde
Indonesia, Filipinas e India lideran la produccién (FAOSTAT, 2021).
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Figura 1.2. Principales paises productores de cocotero en el mundo.

El cocotero se considera la sexta especie frutal mas cultivada en el mundo y su valor
bruto de produccién es de 9.7 millones de délares segun datos de la FAOSTAT (2020).
Los principales productos comerciales son coco fresco o desecado, agua envasada,
azlcar, aceite virgen, copra y productos derivados de sus fibras (Saenz-Carbonell et al.,
2018). México se ubica en el octavo lugar de la produccion mundial de cocotero,
representando el 1.93 % del total con una produccién de 1.12 millones de toneladas
métricas. La produccion se destina principalmente a la copra y el fruto, lo que equivale a
474 mil 139 toneladas, siendo Guerrero, Jalisco y Sinaloa los principales productores
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).

1.2. Problematica del cultivo de cocotero

La productividad del cocotero ha disminuido debido a plantaciones seniles, reduccién en
la fertilidad del suelo, desastres naturales y, al aumento en la incidencia de plagas y
enfermedades (Samosir y Adkins, 2014). Entre las enfermedades, el amarillamiento letal
del cocotero (ALC) es la que ha causado mayor dafio a las plantaciones (Oropeza et al.,
2020). En México, provoco una caida de 60,000 ha en area cultivada y una disminucion
en la densidad del cultivo de 100 a solo 60 palmas por hectérea (Zizumbo-Villarreal et al.,
2006). El control del ALC se lleva a cabo con la identificacion temprana de las plantas
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infectadas y su eliminacién inmediata, seguida de la replantacién de especies alternativas

o variedades resistentes (Oropeza-Salin et al., 2020).
1.3. Estrategias para lareplantacion del cocotero

Una de las primeras estrategias fue la seleccion de ecotipos resistentes al amarillamiento
letal, donde destacan el Enano Malayo Amarillo y el Alto del Pacifico Mexicano (MYD,
MXPT) (Zizumbo-Villareal et al., 2008). Estas variedades han sido utilizadas en
programas de replantacion y produccién de hibridos (MYD-MXPT; MXPT1-MXPT2).
Debido a que la propagacion por semilla es lenta, la tecnologia de micropropagaciéon se
ha establecido como una alternativa eficiente. Para ello, se han utilizado diferentes
protocolos y tejidos, siendo la embriogénesis somatica, el protocolo mas viable para la

produccion a gran escala (Saenz-Carbonell et al., 2016; Kalaipandian et al., 2021).
1.4. Micropropagacién de cocotero mediante embriogénesis somatica

El proceso de embriogénesis somatica del cocotero implica varios pasos, comenzando
con la induccion del callo embriogénico, la formacion y el desarrollo del embrién somético,
su maduracion, la germinacion y el desarrollo de la plantula (Saenz et al., 2018). Aunque
la micropropagacién mediante embriogénesis somatica esta disponible, el protocolo ha
mejorado significativamente para producir plantulas de alta calidad utilizando embriones
somaticos como explantes, proceso conocido como embriogénesis somatica secundaria
(Figura 1.3).

CE con Desarrollo
CE con embriones Desarrollo de planta
Embriones C.allors . embriones germinados de brotes
cigoticos embriogénicos
Plimulas H
Multiplicacion

Figura 1.3. Embriogénesis somatica secundaria de cocotero a partir de plumula.
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1.4.1. Aclimatizacién de plantulas de cocotero

La ultima fase del proceso de micropropagacion implica la aclimatizacion de las plantulas,
el éxito se logra cuando se trasplantan la mayor cantidad posible de plantulas al campo
(Chandra et al., 2010). Algunos estudios donde proponen sistemas para mejorar la

eficiencia de la aclimatizacion se describen en el Cuadro 1.1.
1.4.2. Retos en la aclimatizacion de las plantulas

El Cuadro 1.1 muestra que uno de los desafios en la micropropagacion es la
aclimatizaciéon de las plantulas antes de su siembra en campo. Aunque la tasa de
sobrevivencia ex vitro es de aproximadamente el 80 % en los primeros meses de
aclimatizacién, desde un punto de vista comercial se busca una tasa cercana al 100 %.
Mejorar el proceso en un 10-20 % tendria una ventaja socioecondmica significativa. De
acuerdo con diferentes sistemas de micropropagacion, algunos factores que pueden influir
en la pérdida de plantulas estan relacionados con el desarrollo de las plantas, factores
bidticos y abidticos. Las plantas micropropagadas son particularmente susceptibles a
varios tipos de estrés debido a que aun no han desarrollado patrones adecuados de
asignacion de recursos ni las caracteristicas morfolégicas y fisiolgicas necesarias para
sobrevivir al nuevo entorno (Chandra et al., 2010; Kumar y Rao., 2012), entonces, durante
la aclimatizacion, las plantas terminan su desarrollo, una forma de acelerar y mejorar el
desarrollo de las plantas e incrementar la sobrevivencia, es a través de la aplicacion de
microorganismos benéficos durante esta etapa, entre ellos destacan los HMA, diferentes
estudios demuestran que la inoculaciéon de los HMA en plantas micropropagadas mejora
notablemente su estado fisiolégico, morfologia, estado nutricional, sistema radicular y

proteccién contra patégenos (Chandra et al., 2008).
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Cuadro 1.1. Estrategias para mejorar la eficiencia de aclimatizacién de plantulas de cocotero.

. Protocolo in Sobrevivencia (%) Estrategia Referencia
Variedad . . .
vitro Previa Posterior
1) Cultivo in vitro de cocotero en
S condiciones de invernadero con luz natural,
Enano malayo Embriogénesis o : . Talavera et al.,
. . 40 82 2) Cultivo in vitro bajo condiciones
amarillo cigbtica . 2005
controladas de cuarto de cultivo,
3) Camara de cultivo in vitro en invernadero
Enano verde Embriogénesis Adicion de sacarosa exdgena al medio de Fuentes et al.
o 50 81 . > 1
malayo cigodtica cultivo a una concentracion de 45 g L™. 2005
Enano verde Embriogénesis 80 Adicion de &cido giberélico en medio Pech-Aké,
local cigbtica semisoélido. 2007
Enano verde Embriogénesis 10 2 40 80-90 Enriquecimiento de CO; in vitro durante la Samosir y
local cigbtica fase de luz y oscuridad. Adkins, 2014
Enano marrén Embrioaénesis Adaptacion de un sistema de enraizamiento  Sisunandar et
T 9 <30 80-90 ex vitro y adicién de IBA al medio de al., 2018
Kopyor cigotica .
cultivo.
Alto del Pacifico S Implementacion de diferentes estrategias, Oropeza,
. Embriogénesis ) "y
Mexicano - 80 cubierta de bolsa, adicion de glucosay CICY (No
o somatica .. L )
(hibrido) acido giberélico publicado)
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1.5. Hongos micorrizicos arbusculares y su interaccion con las plantas

Los HMA constituyen un grupo de microorganismos biotrofos obligados de la raiz que
intercambian beneficios mutuos con mas del 80% de las plantas. Se consideran
biofertilizantes naturales, ya que proporcionan al huésped agua, nutrientes y proteccion
contra patdgenos, a cambio de productos fotosintéticos (Berruti et al., 2016). El proceso
de interaccién con las plantas consta de tres fases: asimbiotica, presimbidtica y simbiédtica
(Souza, 2015). Durante la fase asimbibtica, las esporas empiezan un proceso de
germinacion, en la fase presimbi6tica, las hifas comienzan a explorar el suelo en busca de
una planta huésped. Una vez que las hifas encuentran una raiz del sistema radicular de la
planta, se produce la interaccién dentro de las células epidérmicas de la raiz, donde las
puntas de las hifas se diferencian para formar los apresorios que actian como puntos de
entrada a la raiz, dando inicio a la fase simbidtica (Luginbuehl et al., 2017).

Después de que las hifas penetran a la raiz, las células del apresorio se diferencian en
dos fases distintas: una fase extrarradical caracterizada por el crecimiento de las hifas en
el suelo, y una fase intrarradical caracterizada por la ramificacién en la corteza exterior
(Brundrett et al., 1985). En la primera fase, las hifas se dividen morfolégicamente en dos
tipos: hifas corredoras, que transportan activamente nutrientes y propagan la red de hifas
a través de la region rizosférica para extender la asociacién con plantas cercanas, e hifas
ramificadas, que desempefian un papel importante en la absorcién de nutrientes del suelo
(Luginbuehl et al., 2017).

De acuerdo con la distribucién de las estructuras flngicas en las raices (arblsculos o
coils), se pueden distinguir principalmente dos patrones de colonizacién micorrizica, el

tipo Arum y el tipo Paris (Figura 1.4) (Brundrett et al., 1996).
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Figura 1.4.Tipos de colonizacién micorrizica. A) Colonizacién tipo Arum, B) Colonizacién tipo Paris.

En la colonizacion tipo Paris, las hifas de los hongos se enrollan en forma de coils dentro
de las células de la raiz. En cambio, en la colonizacién tipo Arum, las hifas forman
colonias que se expanden a lo largo de los canales de aire entre las células de la corteza
de la raiz, principalmente por crecimiento lineal de las hifas dando lugar a los arbusculos.
Existe también un tipo de colonizacién intermedia en el que estdn presentes ambas
estructuras (Dickison, 2000). Es importante destacar que la morfologia de la colonizacién
depende de la combinacion de las especies de plantas y hongos, y no es necesariamente
consistente dentro de los géneros de plantas o HMA. Sin embargo, se ha observado una
tendencia en la que una determinada especie de planta favorece una morfologia de
colonizacién especifica (Feddermman et al., 2010). Los arbdculos son la estructura mas
importante en la interaccion con las plantas, ya que su principal funcién es proporcionar
los nutrientes necesarios para un mejor desarrollo de la planta, en ausencia de estas
estructuras se ha propuesto que los coils pueden cumplir esta funciéon (Jakobsen et al.,
2003).

A pesar de la importancia de la asociacion simbi6tica entre las plantas y los HMA, todavia
no se comprende completamente como las plantas reciben y perciben las sefales de los

HMA e interaccionan con ellos.
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1.5.1. Sefalizacion molecular en la simbiosis arbuscular

La interaccién simbidtica entre la planta y el hongo esta regulada de manera rigurosa por
ambas partes, en diversos niveles, celular, molecular y genético, y esta altamente

influenciada por factores biol6gicos y ambientales (Ho-Plagaro y Garcia-Garrido, 2022).

Durante la etapa presimbidtica, se produce una comunicacion molecular cruzada entre la
planta y el hongo, donde la planta secreta exudados de estrigolactonas para inducir la
germinacion de esporas fungicas (Parniske, 2008; Bonfante y Genre, 2010). Después del
reconocimiento, se establece un contacto fisico mediante la formacién de un hifopodio,
una estructura especializada de hifa a menudo ramificada e hinchada, en la superficie de
la raiz (Bonfante y Genre, 2010). Las raices laterales (secundarias) de la planta son los
sitios donde se forma el hifopodio, y este se adhiere firmemente a las células epidérmicas
(Brundrett, 1996). Posteriormente, se produce un reordenamiento del citoplasma en las
células epidérmicas para permitir la penetracion de las hifas (Parniske et al., 2008). A
partir de aqui, los HMA invaden las células corticales a través de un aparato de
prepenetracién (PPA). Las hifas ramificadas desarrollan los arbusculos en las células
corticales internas, donde se produce el intercambio de nutrientes (Parniske et al., 2008;
Ho-Plagaro) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Desarrollo de la simbiosis de micorrizica arbuscular y su regulacién molecular.
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1.5.2. Metabolismo en lainterfaz simbidtica arbuscular

Una vez que la simbiosis se ha establecido se genera una interfaz simbiética, donde se
lleva a cabo el intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo (Brundrett et al., 1996).
La planta transporta el carbono a través de la membrana plasmatica y la membrana
periarbuscular vegetal (PAM) en la interfaz simbidtica. El carbono se libera primero en el
espacio periarbuscular (PAS) en forma de sacarosa, luego se divide en hexosas y es
absorbido por los hongos a través de la membrana plasméatica. Dentro del citoplasma
fungico, las hexosas se convierten en granulos de glucégeno y gotas de lipidos de

triacilglicerol (TAG), que son transportados a larga distancia por medio de la red hifal.

Por su parte, los hongos adquieren los nutrientes del suelo al atravesar su membrana
plasmatica y los transportan a través de las hifas intrarradicales (IRH), arbusculos, hasta
alcanzar el citoplasma de la planta. Principalmente, los hongos transportan fosfato y
nitrégeno, aunque también hay evidencia de la transferencia de azufre, potasio y agua
(Lanfranco et al., 2018) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Flujos metabdlicos en la micorrizacion arbuscular.

Este proceso da lugar a adaptaciones especificas a las condiciones ambientales sin

comprometer el desarrollo y desempefio de las plantas. Algunos de los mecanismos
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modificados o influenciados por la colonizacion de hongos micorrizicos ya se han
estudiado en Solanum lycopersicum, Lotus japonicus, Solanum tuberosum, Glycine max,
Medicago truncatula, Helianthus annuus y Oryza sativa. Estos modelos de estudio
permiten elucidar que las variaciones fisiolégicas estan vinculadas a la activaciéon o
represion de diferentes genes, principalmente aquellos involucrados en la simbiosis
arbuscular, por ejemplo, genes transportadores involucrados en la absorcién de nutrientes
(Anexo 1) (Sawers et al., 2008; Courty et al., 2016).

1.6. Hongos micorrizicos arbusculares en sistemas de micropropagacion

El uso de HMA puede mejorar la calidad biolégica de las plantas micropropagadas, ya que
influye en su nutricion, desarrollo y sobrevivencia de manera directa o indirecta (Kapoor et
al., 2008). Los HMA se han inoculado indistintamente en plantas monocotiledéneas y
dicotileddneas, al parecer el grado de colonizacion es mayor en plantas dicotiledéneas
(Anexo 2). Esta diferencia se puede explicar por la presencia de un aerénquima mas
extenso en las raices gruesas de algunas monocotiledéneas, lo que les permite
transportar oxigeno con mayor eficacia que las dicotiledéneas y explotar un mayor
volumen del suelo (Cornwell et al., 2001). En cuanto a la fuente de inoculacién, algunos
autores sugieren que el uso de especies exéticas de HMA puede alterar las comunidades
nativas, mientras que el uso de HMA nativos tiene menos consecuencias ecoldgicas
negativas, ya que estan mejor adaptados a las condiciones edafoclimaticas del area
favoreciendo el éxito de la simbiosis, el desarrollo de las plantas y la conservacion de las
comunidades nativas de HMA (Harikumar, 2013; Eman, 2016; Torres-Arias et al., 2017).
Adicionalmente, el uso de mezclas de HMA puede favorecer de mejor manera a las
plantas, debido a que se puede generar una complementariedad funcional con cada una

de las especies integradas (Crossay et al., 2019).
1.7.  Hongos micorrizicos arbusculares y su interaccion en el cultivo de cocotero

Existen reportes de interacciones micorrizicas con plantas de cocotero propagadas por
semilla, con la finalidad de conocer la diversidad micorrizica en las plantaciones
(Karunasinghe et al., 2009; Ambili et al., 2012a; Rajeshkumar et al., 2015; Nivedha et al.,
2019), encontrando una gran diversidad de especies que no se habian descrito en otros
estudios y con un alto nivel de colonizacion, sugiriendo que la colonizacion por HMA esta

influenciada por los niveles de nutrientes en el suelo y el tipo de fertilizante aplicado a las
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palmas. En otro estudio se encontré que las bacterias asociadas a las esporas tienen un
efecto benéfico en el crecimiento y productividad de las plantas cuando se usan como co-
inoculantes (Ambili et al., 2012b). También se han realizado estudios sobre comunidades
micorrizicas nativas en suelos de duna costera de Yucatan, México, con resultados
prometedores como fuente de inéculo para las plantas (Ek-Chim, 2019). Un estudio
reciente sobre comunidades de HMA en la rizosfera de cocotero en la Peninsula de
Yucatan, en las estaciones lluviosa y seca, identificaron diferentes especies con especial
interés en Septoglomus constrictum y Sclerocystis sinuosa que podrian considerarse
especies con potencial biotecnoldgico (Lara-Pérez et al., 2020). Aunque la evidencia en el
uso de HMA como inoculante en plantas de cocotero es limitada, Senarathne y
llangamudali (2018) realizaron un estudio en vivero y campo, utilizando plantas de semilla
donde inocularon un producto comercial de HMA mezclado con fertilizante y midieron su
efecto en el crecimiento de las plantas, sus resultados mostraron que después de siete
meses del trasplante, hubo un efecto significativo en el desarrollo radicular, circunferencia

de tallo y area foliar.
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JUSTIFICACION

El cocotero es un cultivo de gran importancia econémica en América Latina y el Caribe. Sin
embargo, la productividad de las plantaciones ha disminuido severamente debido a la senilidad
de las plantas y al aumento en la incidencia de plagas y enfermedades. Por lo tanto, es
necesario realizar una replantacién masiva del cultivo. Debido a que la propagacion por semilla
es un proceso muy lento y poco factible, en la actualidad una de las alternativas es el cultivo in
vitro. El Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) ha desarrollado un protocolo de
micropropagacion en etapa semi-comercial a partir de diferentes explantes, teniendo mayor
éxito en el uso de la plumula a través de embriogénesis somatica. Si bien es un proceso que
sigue en continua mejora, las primeras etapas de induccion y desarrollo del proceso
embriogénico ya se han estudiado a profundidad. Sin embargo, la etapa de aclimatizacién de
las plantas requiere de mas estudios. Durante esta etapa, las plantas cultivadas in vitro sufren
diferentes tipos de estrés durante el trasplante y, en consecuencia, la tasa de sobrevivencia se
ve afectada. A pesar de ello, se ha logrado una tasa de sobrevivencia alrededor del 80 %.
Incrementar este valor seria benéfico en términos econémicos y comerciales. El uso los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), es una opcidon para mejorar la sobrevivencia. La
incorporacion de HMA en la etapa de aclimatizacién representa una solucion biolégica para
mejorar el desarrollo radicular, la capacidad fotosintética, la asimilaciébn nutricional, la
proteccion contra patégenos, y la reduccion del estrés bibtico y abibtico. Los HMA pueden ser
una herramienta adecuada para facilitar la adaptacion de las plantulas a condiciones de campo.
De hecho, las especies de HMA nativas representan una opcién alin mas viable en términos de
mejor adaptabilidad al momento de su transferencia. En la presente investigacion, se evaluoé la
capacidad de respuesta de plantulas de cocotero a la inoculacién de HMA en la etapa de
aclimatizaciéon en términos de sobrevivencia, parametros fisiolégicos y de crecimiento, asi como
el perfil de expresion de genes involucrados en la absorcion de amonio, potasio, fosfato y

transporte de agua (acuaporinas y deshidrinas).
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HIPOTESIS

La tasa de sobrevivencia de las plantulas micropropagadas de cocotero mejorara con los

tratamientos de inoculacién con HMA.

El crecimiento y desarrollo fisiolégico de las plantulas micropropagadas de cocotero mejorara

con los tratamientos de inoculacién con HMA.

Los genes AMT, HAK, PHT, PIP y LEA modificardn su perfil de expresion en respuesta a los

tratamientos de inoculacién con HMA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inoculacion de HMA nativos y comerciales en la sobrevivencia,
desarrollo fisiolégico y perfil de expresion de genes trasportadores de nutrientes en plantulas de

cocotero micropropagadas durante su aclimatizacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Identificar morfolégicamente los in6culos de HMA empleados en la aclimatizacién de
plantulas de cocotero, asi como determinar el nimero de esporas y el porcentaje de
colonizacién micorrizica.

ii. [Establecer un sistema de aclimatizacién utilizando HMA en plantulas de cocotero
micropropagadas bajo condiciones de invernadero.

iii. Determinar la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo fisiolégico de plantulas de
cocotero inoculadas con HMA.
iv.  Evaluar la expresién de los genes AMT, HAK, PHT, PIP y LEA en respuesta a los

tratamientos de inoculacién con HMA.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo experimental se dividid en cinco etapas, las cuales se describen a continuacion.

[ Estrategia experimental ]
Adicién exdgena de reguladores de Aclimatizacion de plantulas de cocotero de
crecimiento in vitro para promover el dos etapas de crecimiento en cultivo in vitro
desarrollo radicular en plantulas de menor para seleccionar aquellas con mejor
tiempo en cultivo in vitro. respuesta ex vitro.
[ Plantulas con mejor respuesta a los tratamientos ]
Experimentos de aclimatizacion para Experimentos destructivos para colecta
monitoreo y medicion de sobrevivencia, de raices para estimacién micorrizicay
pardmetros de crecimiento y fisioldgicos. expresion de genes.

l

Uso de diferentes sustratos a base de
fibra de coco para la aclimatacion.
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CAPITULO I

EFECTO DE LA ADICION EXOGENA DE REGULADORES DE CRECIMIENTO IN
VITRO EN PLANTULAS DE COCOTERO

2.1. INTRODUCCION

La adicidon de reguladores de crecimiento es una practica habitual en el cultivo in vitro de
plantas (Gaspar et al., 1996). Particularmente, en el cultivo in vitro de cocotero, se han utilizado
diversos reguladores de crecimiento, como los brasinoesteroides, acido gibérelico, 2,4-D, 6-
BAP, poliaminas y &cido abscisico (Saenz et al., 2018). Sin embargo, hasta ahora no se han
utilizado, para mejorar el desarrollo radicular de las plantulas. La iniciacién de las raices in vitro
es muy importante en cualquier protocolo de micropropagacion (Bandupriya et al., 2016), ya
que contribuye directamente en la sobrevivencia ex vitro de las plantulas. Una forma de mejorar
el desarrollo radicular es la manipulacion del medio de cultivo y sus componentes (Phillips y
Garda, 2019). Por ejemplo, el papel de las auxinas en el desarrollo de raices es un hecho
conocido (Bandupriya et al., 2016). El acido a-naftalenoacético (NAA) es una de las auxinas
mas utilizadas en los cultivos de enraizamiento (Phillips y Garda, 2019). Segun estudios
previos, se ha encontrado que la adicién de NAA en concentraciones de 100-300 uM estimula
la elongacion de raices primarias de cocotero y la produccion de raices adventicias a 200 uM
(Ashburner et al., 1993). Vidhanaarachchi et al. (2016) observaron que la adicion de NAA a 200
MM, favorece el crecimiento de raices primarias de plantulas micropropagadas de cocotero del

cultivar "Sri Lanka Red Dwarf".

Estudios recientes han demostrado que el nitroprusiato de sodio (SNP), donador de Oxido
nitrico también tiene efectos positivos en la organogénesis de raices (Pagnussat et al., 2002).
Se ha demostrado que la acumulacion de NO en las raices media la formacién de raices
laterales (secundarias) y el crecimiento de raices adventicias en plantas de tomate (Correa-
Aragunde et al., 2004). En un estudio realizado por Pandey et al. (2020), se encontrd que la
suplementacién del medio de cultivo con agua de coco (10 %) y SNP (15 uM) fue suficiente
para producir un enraizamiento profuso en las plantas regeneradas in vitro de Valeriana

jatamansi.

A pesar de que se ha estudiado el efecto del SNP sobre el desarrollo radicular en diferentes
plantas no se han realizado estudios previos en cocotero y no hay suficiente informacién sobre

los efectos de NAA en el desarrollo radicular de plantulas de cocotero micropropagadas. Por lo
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anterior, el objetivo de esta investigacidon fue determinar la relacion en la adicion de NAA y SNP
simple o en combinacién, en el crecimiento de raices primarias y secundarias de plantulas de

cocotero micropropagadas.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Sitio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de cocotero del Centro de Investigaciéon
Cientifica de Yucatan, A.C. durante el periodo comprendido de abril-noviembre 2021. La
temperatura promedio del cuarto de cultivo fue de 27 + 2.0°C y la humedad relativa fue 65-75 %
con fotoperiodo de 16 h (45-60 pmol-m? - s1 PPFD).

2.2.2. Material vegetal

Se utilizaron plantulas en desarrollo de la variedad Alto del Pacifico Mexicano, las cuales se

seleccionaron considerando al menos una raiz primaria inicial y 1-2 hojas bifidas.

2.2.3. Preparacion de medios de cultivo

Se utilizé6 medio Y3 como base para la integracion de SNP y NAA, el medio se suplementé con
2.5 gL de carbdn activado y 5 % p/v de sacarosa (Cuadro 2.1). El pH se ajust6 a 5.4, previo a
la adicién de sacarosa y carbén activado. Se utilizaron plantulas que previamente estaban en
medio Y3 con gelrite, las cuales se subcultivaron en medio Y3 liquido (control), la aplicacién
exégena de los reguladores de crecimiento fue simple o en combinacién, para ello, se adicion6
NAA Yy SNP a 1y 10 pM, respectivamente al medio Y3, durante tres dias como pretratamiento.
Trascurrido el tiempo, las plantas se transfirieron a medio Y3 y se colocaron en el cuarto de
cultivo, durante un periodo de seis meses. El NAA se esterilizo por filtracibn en una membrana
PVDF (0.22 um) y se adiciond al medio de cultivo ya esterilizado. EI SNP se adiciono previo a
la esterilizacion del medio de cultivo, las condiciones de esterilizacion fueron 121 °C durante 20

minutos.
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Cuadro 2.1. Componentes del medio de cultivo Y3.

Componente Cantidad (gL™)
NH4CI 26.8
KNO3 101.2
KCI 149.6
H.NaPO, 27.56
H3BO03 0.3092
MgSO, - 7TH0 24.8
MnSO. 0.848
Kl 0.832
CuSO.4 0.0248
ZnS0O4 - 7TH0 0.72
NiCl2-6H20 0.0024
CaClz-2H20 29.4
CoCl 0.024
Na:Mo0QO4-2H20 0.024
C10H14N2Na,0g-2H,0 3.724
Fe>S04-7H,0 15
Tiamina 0.1012
Piridoxina 0.1028
Acido nicotinico 0.1
Mioinositol 10
L-Asparagina 8.8
L-Arginina 10
L-Glutamina 10

2.2.4. Evaluacion del crecimiento de raices

Cada 30 dias, se monitored la formacion de raices primarias y secundarias, y se midi6 la

longitud de raiz primaria. Se registré la presencia de raices terciarias en su caso.
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2.2.5. Disefio experimental

Se establecieron cinco tratamientos con cinco réplicas biolégicas y tres repeticiones por
pretratamiento, es decir 15 plantulas por cada pretratamiento. Los pretratamientos se describen
a continuacion:

T1: Control negativo (Medio Y3)

T2: Control con transferencia (Medio Y3)

T3: Medio Y3 + SNP (10 uM)

T4: Medio Y3 + NAA (1 uM)

T5: Medio Y3 + SNP (10 puM) + NAA (1 uM)

Como variables de respuesta se midié el desarrollo radicular de las plantulas con monitoreo

mensual, durante un periodo de evaluacion de seis meses.

2.2.6. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con un andlisis de varianza simple y se compararon las medias por una

prueba de Dunnett.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del efecto de la aplicacion exdgena del SNP y NAA en el desarrollo de raices se
presentan en Cuadro 2.2. Los resultados no mostraron diferencias significativas con la
aplicacién de los reguladores de crecimiento en el desarrollo de raices primarias, secundarias y
longitud de raices primarias. Sin embargo, si hubo un incremento en el crecimiento de las
raices a los seis meses de evaluacion en cultivo in vitro con respecto a los valores iniciales
(Figura 2.2).

2.3.1. Formacion de raices primarias

Las plantas iniciaron con 2 + 1 raices primarias, durante los primeros 60 dias no hubo cambios,
a partir del dia 90, incrementd en al menos una raiz primaria en todos los tratamientos y se
mantuvo sin mayores cambios hasta el final del periodo. Es posible que los reguladores no
tengan efecto sobre la formacion de raices primarias, debido a que es mas comdn que estos
reguladores se asocien con raices adventicias (Correa-Aragunde et al., 2004; Rout, 2006). Sin
embargo, esperabamos observar algin cambio en el crecimiento, como sucedi6é en el estudio
de Arun et al. (2017), donde la adicién de SNP a 1.67 uM promovio el crecimiento de raices en

plantas de crisantemo; en contraste, otros autores afirman que la adicién de SNP a 10 uM tuvo
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una mejor respuesta en la formacién de raices adventicias en plantas de pepino (Pagnussat et
al., 2002).

2.3.2. Formacioén de raices secundarias

Las plantulas no presentaron raices secundarias al momento del trasplante y continué asi hasta
el dia 30. A los 60 dias hubo diferencias significativas entre los tratamientos en la formacién de
raices secundarias, siendo mas alto en el tratamiento con NAA (18 * 4 raices secundarias).
Para el dia 90, el incremento fue de 1-10 raices secundarias en los diferentes tratamientos,
periodo donde se observé mayor desarrollo de raices secundarias. A los 120 dias se observé
un incrementé de 1-2 raices secundarias, sin embargo, en promedio hubo 17.2 + 5.0 raices
secundarias, después de este periodo el incremento fue de 3-4 raices secundarias en cada
tratamiento sin cambio significativos al finalizar el tiempo de evaluacion con un maximo de 26 +
6.0 raices secundarias. A pesar de no haber mayores cambios entre tratamientos, al parecer
las raices secundarias se ven favorecidas por el uso de ambos reguladores, esto podria
explicarse considerando que estos reguladores estan asociados al desarrollo de raices

laterales o secundarias.

2.3.3. Longitud de raices primarias

La longitud de raiz primaria al inicio del experimento fue de 1 cm los primeros 30 dias de
desarrollo. Al dia 60 hubo el mayor incremento en la longitud de las raices primarias de las
plantulas, particularmente en aquellas tratadas con los reguladores de crecimiento, sin
embargo, a partir de los 90 dias, se mantuvo sin mayores cambios, el incremento fue de 1-2 cm

en todos los tratamientos.

2.4. CONCLUSION

Las plantulas de cocotero bajo los diferentes tratamientos como promotores de crecimiento no
promovieron el desarrollo radicular. Es posible que las concentraciones de cada promotor no

sean adecuadas.
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Cuadro 2.2. Perfil de crecimiento de raices en plantulas de cocotero pre-tratadas con NAA y SNP.

Raices primarias

Raices secundarias

Longitud de raiz

Tiempo (dias) 0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 920 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
g:gn;ﬂo 241 241 241 31 3+x1 3+x1 3+1 00 00 5+3 1545 1645 1947 21+6 1+1 1+1 442 442 512 612 512
Control con

transferencia 1+1  1+1 1+#1 2+1 2+1 3+1 3+1 0+0 O0+0 11+2 16+4 1846 21+12 24+4 1+1 1+1 3+2 3+2 442 74 916
(Medio Y3)

Medio Y3 + + + + + + + + + + +. +! + + + + + + + + + +
NAA 1 uM 1+1  1+1 241 2+1 2+1 3+2 4+2 00 O0+0 18+4 195 1846 22+12 25+8 1+1 1+1 5+2 63 51 53 614
Medio Y3 +

SNP (L1 uM) 241 241 241 241 31 3+2 3+1 00 00 15+6 174 1845 2248 266 11 1+1 441 442 442 63 613
Medio Y3 +

SNP + NAA (1 1+1 11 241 2+1 3+1 3+1 3+1 00 00 9+3 164 16+3 20+9 2443 1+1 1+l 442 442 442 4412 442
uM)

Figura 2.1. Crecimiento radicular de plantulas de cocotero micropropagadas después de 180 dias.

Los valores expresados son la media de 5 réplicas biolégicas con 3 repeticiones + D.E.
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CAPITULO Il

ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE ACLIMATIZACION CON HMA
EN PLANTULAS DE COCOTERO

3.1. INTRODUCCION

La aclimatizacién de las plantulas es una etapa previa a la transferencia a campo, durante
esta etapa, las plantas terminan su desarrollo (Mahendra et al., 2020). ComUnmente se
sugiere que el proceso de aclimatizacion de plantulas de cocotero se lleve a cabo en
invernadero por un periodo corto de tiempo (tres meses), luego, se transfieran a vivero o
casa sombra por un periodo de 6 meses y finalmente se siembren en campo (Saenz-
Carbonell et al., 2016). Sin embargo, el tiempo total desde el establecimiento de los
explantes hasta la obtencion de las plantas es superior a 2 afios, sin embargo, seria ideal
implementar un protocolo mas eficiente en términos de menor tiempo de produccion, esto
seria una ventaja desde el punto de vista econémico (menores gastos de produccién y
mano de obra). Por ello, se estableci6 un sistema experimental de aclimatizacion con
plantulas de cocotero de menor crecimiento en cultivo in vitro comparado con plantulas
mas desarrolladas, es decir, aquellas que se consideran listas para su aclimatizacion. El
objetivo fue conocer la capacidad de respuesta a las condiciones ex vitro y a la interaccién
micorrizica con HMA de ambos grupos de plantas. Estudios previos demuestran que el
periodo de aclimatizacion de las plantulas micropropagadas puede acortarse mediante la
aplicacion de HMA (Kapoor et al., 2008).

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Material bioldgico

Se utilizaron plantulas de cocotero de la variedad Alto de Pacifico Mexicano
micropropagadas por embriogénesis soméatica seleccionadas por altura uniforme vy
namero de hojas bifidas de cuatro y nueve meses en cultivo in vitro (Figura 3.1), la edad
de las plantulas fue aproximada y se estableci6 a partir del desarrollo de las plantulas y

sus posteriores subcultivos.
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Figura 3.1. Plantulas utilizadas en los ensayos de aclimatacion. A) Plantulas de cuatro meses en
cultivo in vitro, B) Plantulas de nueve meses en cultivo in vitro.
Se utilizaron dos inéculos, HMA nativos y HMA comerciales (Endo Rhize Mini Plug®). El
in6culo nativo fue aislado de duna costera de Yucatan a partir de la rizosfera de cocotero
y propagado por cultivos trampa a partir de semillas de Panicum maximun (Ek-Chim,
2019; Lara-Pérez et al., 2020). El in6culo nativo contenia 13 especies (Dominikia aurea,
Entrophospora infrequens, Glomus aff. glomerolatum, Claroideoglomus etunicatum,
Acaulospora sp. 1, Glomus sp. 1, Acaulospora sp. 2, Acaulospora sp 3, Rhizoglomus
aggregatum, Glomus sp. 2, Rhizoglomus sp. 1, Sclerocystis sp. 1, Racocetra gregaria,
Septoglomus sp. 1). Y el in6culo comercial estuvo integrado por A. colombiana y G.

intraradices.

3.2.2. Aclimatizacién y tratamientos de inoculacion con HMA

Las plantulas se transfirieron individualmente a bolsas de vivero de polietileno negro (21 x
35 cm, calibre 600) que contenian aproximadamente 2.5 kg de sustrato compuesto (arena
de playa, suelo regional y turba de esfagno (Premier®) en relacion 1:1:1, previamente
esterilizado a 120°C durante 1 h tres veces sucesivas. Los inoculos se aplicaron al
momento del trasplante (10-15 g) que contenian 240 + 15 esporas. La mezcla de sustrato
se rego con 0.5 L de agua un dia antes de sembrar las plantulas. Las bolsas negras se
perforaron con pequefios agujeros en la base para drenar el exceso de agua. Finalmente,
se cubrié con una bolsa de polietileno transparente (calibre 400) con cortes de 1.5
cm/lado/centro, con 2 cm de distancia entre cada corte. Las plantulas se mantuvieron
durante dos semanas sin riego, bajo una malla sombra y ventilacion, luego, se retird la
bolsa superior transparente y partir de ese momento, las plantulas se regaron con un
sistema de microaspersion automatico cada tres dias durante cinco minutos y se

mantuvieron en invernadero durante seis meses bajo evaluacion.
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3.2.3. Evaluacion del crecimiento y sobrevivencia de las plantulas

La sobrevivencia se monitore6 mensualmente por conteo directo, para evaluar el
crecimiento de las plantulas se midio la altura de planta (cm), el diametro del tallo (cm), el
numero de hojas, el area foliar (cm?), la capacidad fotosintética y la fluorescencia de la
clorofila. Para medir la fotosintesis se utilizé un sistema portatil de intercambio gaseoso
(LICOR LI-6400XT) y la fluorescencia de la clorofila se cuantificé en un analizador de

sistema modulado por fluorescencia (MPEA, Hansatech).

3.2.4. Estimacién de la colonizacién micorrizica

Previamente, las raices se colectaron en el invernadero y se conservaron en etanol (70
%), posteriormente, se clarearon y tifieron de acuerdo con el método de Phillips vy
Hayman, (1970).

Se utilizaron raices de 1 cm de longitud clareadas y tefiidas, se montaron en un
portaobjetos y se observaron en microscopio (Zeiss) a 40x, la presencia de las diferentes
estructuras (arbusculos, vesiculas, hifas y/o coils) de acuerdo al protocolo de McGonigle
et al. (1990). Finalmente, se estimé el porcentaje de colonizaciébn de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Numero de campos micorrizados

% de colonizaciéon de HMA = ( ) x 100

Numero total de campos observados

3.2.5. Disefio experimental

Los experimentos se realizaron con un disefio experimental de medidas repetidas. Se
consideraron tres tratamientos, a) Plantulas sin HMA (Control), b) Plantulas inoculadas
con HMA nativos c) Plantulas inoculadas con HMA comerciales. Se utilizaron 15 plantas
por cada tratamiento y se colocaron en el invernadero aleatoriamente. El analisis de
resultados se evaltio por un ANOVA de medidas repetidas seguido de una prueba de
Dunnett.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Sobrevivencia de plantulas

La sobrevivencia de las plantulas de cuatro meses inoculadas con HMA nativos fue de 5
%, mientras que, en las plantulas de nueve meses fue de 92 % (Figura 3.2A). Las

plantulas tratadas con HMA comerciales de cuatro meses tuvieron una sobrevivencia de 5
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% y para las de nueve meses fue 77 % (Figura 3.2B). En la Figura 3C muestra la
sobrevivencia de las plantas consideradas como control, se encontré que a los 180 dias
las plantas de cuatro meses tienen una sobrevivencia inferior al 20 % y las plantas de
nueve meses tuvieron una sobrevivencia del 77 %.

Con estos resultados se puede demostrar que los primeros dos meses de aclimatizacion,
es la etapa mas critica en el acondicionamiento ex vitro de las plantulas, a partir de este
momento no hubo mas pérdidas significativas en las plantas, sin embargo, las plantulas
de cuatro meses tuvieron una sobrevivencia inferior al 50 % al final de los 180 dias. Todas
las plantas de este grupo tuvieron de 3-4 cm de longitud de raiz y 1-2 raices primarias al
inicio del trasplante, esto podria explicar la baja sobrevivencia en estas plantulas. En
cambio, las plantulas de nueve meses respondieron mejor a la etapa de aclimatizacion

con y sin inoculacién de HMA. Los mejores resultados se encontraron en las plantulas
inoculadas con HMA nativos.
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Figura 3.2. Sobrevivencia de plantulas de cocotero micropropagadas de cuatro y nueve meses de
edad en cultivo in vitro aclimatadas en invernadero. A) Plantulas inoculadas con HMA nativos, B)
Plantulas inoculadas con HMA comerciales, C) Plantulas sin HMA (control). Cada linea representa
la media de 15-20 plantas por tratamiento + D.E.

De manera preliminar es evidente que los HMA nativos confieren una mejor respuesta a la
sobrevivencia de las plantulas, esto podria estar relacionado con la fuente de aislamiento

de los HMA, debido a que se aislaron a partir de plantaciones de cocotero.

3.3.2. Crecimiento de plantulas de cocotero aclimatadas en invernadero

De acuerdo con los datos obtenidos en las plantulas de cuatro meses, se observé que no
hay diferencias en el crecimiento entre las plantas inoculadas y no inoculadas hasta los
180 dias (Cuadro 3.1). Se obtuvo un incrementé maximo en la altura de las plantas de 29
cm. El didmetro de las plantas increment6 1.3 veces de su valor inicial. El area foliar de
las plantas incrementd en promedio 133 cm? después de los 180 dias de crecimiento, y el
namero de hojas aumentd 2 hojas por tratamiento.

Por su parte, las plantulas de nueve meses tuvieron una respuesta similar a las plantulas
de 4 meses, no se encontraron diferencias significativas a los 180 dias, sin embargo, de
acuerdo con los resultados, se observa un mejor crecimiento en las plantas inoculadas
con HMA comerciales. La altura maxima de las plantas fue de 37 cm, el diametro del tallo
increment6 1.1 veces del valor inicial. El area foliar aument6 al doble del area foliar inicial,

y el nimero de hojas increment6 en promedio a 6.3 hojas por planta (Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1.Parametros de crecimiento de plantulas de cocotero micropropagadas de cuatro y nueve meses después de un periodo de 180 dias

en invernadero.

Parametros Altura de planta (cm) Diametro de tallo (cm) Area foliar (cm?) Numero de hojas

Tiempo 0 dias 180 dias 0 dias 180 dias 0 dias 180 dias 0 dias 180 dias
Plantulas de cuatro meses en cultivo in vitro
Plantulas sin HMA 13.4+23 38 +0.0 094+02  1.03+0.0 24.7+6.8 34.1+8.2 3.9+ 0.7 6.0 + 0.0
E;?i'\‘,gjs'as con HIVIA 145+ 2.4 28+ 0.0 0.99+0.2 1.01 0.0 20.9+5.7 33.1+5.3 46+1.0 4.0+0.0
Plantulas con HMA 15, 35 34 + 10 001+01  135+06  21.7+7.9 46.7+120  45+15  55+0.7
comerciales
Plantulas de nueve meses en cultivo in vitro
Plantulas sin HMA 208+26  359+54  132+02  095+0.1 37.3+7.6 51.6 + 6.9 5.9+ 1.3 6.3+ 1.3
r'::t‘i'\‘/tgs'as con HMA 203+20  348+51  1.09+02  1.30+03 31.3+6.0 50.2 + 12.6 5.4+1.9 6.3+1.3
Plantulascon HMA 51 5 57 373481  1.20£02  119+03  32.6+56 705+274  62+03  6.4+08
comerciales
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Los resultados obtenidos de ambos grupos de plantulas se muestran en el Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Parametros fisioldgicos de plantulas de cocotero micropropagadas aclimatadas en

invernadero.

p Fotosintesis .
Parametros (Mol CO%m-2.s%) Fu/Fm Piabs
Tiempo 0 dias 120 dias 0 dias 120 dias 0 dias 120 dias
Plantulas de cuatro meses en cultivo in vitro
E'ﬁf“'as sin 15402 351+09 0777+0.1 0.749+0.0 3.33+05 3.49+0.3
Plantulas con 14+02 324+00 0.715+00 0.798+0.0 3.16+0.0 3.69+0.0
HMA nativos

Plantulas con

. 1.7+03 321+05 0.790+0.0 0.812+0.1 348+08 3.78+0.1
HMA comerciales

Plantulas de nueve meses en cultivo in vitro

ﬁ'ar:“'as sin 368+04 624+09 0789+00 0800+00 3.97+06 456+1.1
Plantulas con 4.04+07 7.66+1.1 0.788+0.0 0.800+00 3.69+09 3.90+17
HMA nativos

Plantulas con

. 343+0.7 6.88+06 0.763+0.1 0.777+x0.0 366+04 489+21
HMA comerciales

Fv/Fm: Fluorescencia de la clorofila (flourescencia variable y fluorescencia maxima; Piabs: Indice de
rendimiento.
En general, la tasa de crecimiento fue mejor en las plantas de cuatro meses, sin embargo, la
sobrevivencia de las plantulas inoculadas no fue superior al 20 %, esto podria indicar que las
plantulas en esta etapa no estan fisiolégicamente bien desarrolladas para hacer frente al estrés
post trasplante, es importante mencionar que las plantulas carecian de un sistema de raices
abundante. Es evidente que es necesario someter a las plantulas a un pre tratamiento para
mejorar el desarrollo radicular y posteriormente, su aclimatizacion. En el caso de las plantas de
nueve meses, su crecimiento fue mas lento, y esto es comparable con estudios de
aclimatizacion de cocotero que indican que esta especie es de crecimiento lento (Talavera et
al., 2015), sin embargo, se llevaron a cabo mas experimentos por periodos mas prolongados y
en diferentes condiciones para validar el efecto de los HMA sobre el crecimiento, debido a que
diferentes estudios mencionan que los cambios en el desarrollo de las plantas bajo

tratamientos con HMA es mas evidente en pruebas de campo (Berruti et al., 2016).

En los parametros de fluorescencia de la clorofila y fotosintesis no se observaron cambios

(Cuadro 3.2). Esto significa que a pesar de que no hubo un incremento en estos valores se
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mantienen en buen estado las plantas, ya que estos parametros son indicadores del estado de
estrés de las plantas.

3.3.3. Colonizacion micorrizica de plantulas de cocotero inoculadas con HMA
aclimatizadas en invernadero

En la siguiente figura (Figura 3.3), se muestran los resultados del porcentaje de colonizacion
total de las plantulas inoculadas con HMA de nueves meses en cultivo in vitro, después de un

periodo de seis meses en invernadero.

100 4
80 -
60 -

HMA nativos

40 -

Colonizacion total (%)

HMA comerciales

20 A

Control

T T T T T T

30 60 90 120 150 180

o 4

Tiempo (dias)

Figura 3.3. Porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos en plantulas micropropagadas de
cocotero inoculadas con HMA y adaptadas en invernadero durante un periodo de 6 meses. n=3 réplicas
biolégicas.

Como se muestra en la Figura 3.3, las plantulas inoculadas con HMA nativos de nueve meses
de edad tienen un porcentaje de colonizacion superior al 50 %, esta informacion sugiere la
posible efectividad del inéculo. La colonizacion por HMA comerciales fue menor a la

colonizacién de las plantulas micorrizadas con HMA nativos.

En el Cuadro 3.3, se muestran los resultados de colonizacién de estructuras micorrizicas

observadas en las raices de cocotero de plantulas de nueve meses.
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Cuadro 3.3. Colonizacién por estructura de plantas micropropagadas de cocotero adaptadas en

invernadero.

Tratamiento Arbusculos Vesiculas Hifas Coils
Control 0.0+0.0 1.74+£0.0 9.57+0.0 0.87+£0.0
HMA nativos 34.69+5.1 2705 444 +2.1 6.15+0.0
HMA comerciales 157+ 4.6 41+1.0 27.8+04 3.2+0.2

Valores medios de 3 réplicas biologicas por tratamiento, expresados en porcentaje.

Las estructuras micorrizicas con mas presencia a los 180 dias de crecimiento de las plantulas

fueron las hifas, seguido de los arbusculos (Figura 3.4).

Figura 3. 4. Representacién de estructuras micorrizicas encontradas en los diferentes tratamientos. A)
arbusculo, b) coils formando arbusculos, c) vesiculas, d) hifas.
Con respecto a las plantulas de cuatro meses de edad no se observé colonizacion micorrizica,
esto podria estar relacionado con la escasez de raices secundarias y terciarias en las plantulas
al momento del trasplante. Se sabe que las micorrizas se desarrollan en raices secundarias y
terciarias (Dreyer et al., 2010). La alta colonizacion de las plantulas inoculadas con HMA

nativos podria explicar los resultados de la sobrevivencia de las plantulas.

3.4. CONCLUSION

Se establecié un protocolo de aclimatizacion con la inoculacion de HMA en plantulas de
cocotero de cuatro y nueve meses en cultivo in vitro. La sobrevivencia de las plantulas de
cuatro meses no fue exitosa. Las plantulas de nueves meses respondieron a la inoculacion de
los HMA, siendo significativamente mejor aquellas inoculadas con HMA nativos, esto es el
primer ensayo que demuestra que las plantulas de cocotero no solo albergan especies de HMA

nativos del entorno, sino que ademas promueven su sobrevivencia y desarrollo.
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CAPITULO IV

LOS HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES AUMENTAN LA
SOBREVIVENCIA Y EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS MICROPROPAGADAS DE
COCOTERO (Cocos nucifera L.)

GOmez-Falcon N.2, Sdenz-Carbonell L.A.2, Andrade-Torres A. °, Lara-Pérez L.A. ¢, Narvaez M.

a Oropeza C.2*

In vitro Cellular & Developmental Biology — Plant. Articulo enviado (15 de diciembre 2022),
aceptado (26 de marzo de 2023).

4.1. INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es un cultivo de importancia econémica en varios paises,
contribuyendo al aumento de la seguridad alimentaria y a la generacibn de empleos
(Karandeep et al. 2019). En los dltimos quince afios, la demanda de productos del cocotero ha
crecido de manera significativa (Prades et al., 2016), en particular, el agua envasada, el aceite
virgen, la leche, el azucar, el biodiesel como aditivo y derivados de fibra (Roolant, 2014; Pham,
2016). Sin embargo, la produccibn de coco en la mayoria de las plantaciones esta
disminuyendo, principalmente debido a la senescencia de las palmas, a plagas y
enfermedades. Especificamente, la enfermedad del amarillamiento letal (LY) asociada a
fitoplasmas, ha ocasionado la pérdida de millones de palmas en varios paises de la regién del
Caribe y Africa, asi como, en paises de Asia y el Pacifico sudoccidental (Gurr et al., 2016;
Oropeza et al., 2020). En este sentido, para sostener el crecimiento de la industria del cocotero
en beneficio de toda la comunidad cocotera, es necesario llevar a cabo una replantacién
extensiva en todo el mundo, la cual debe ser con genotipos seleccionados por su resistencia a

LY y otras caracteristicas como un alto rendimiento.

La deteccion de genotipos resistentes a LY comenzé en el siglo XX identificando ecotipos
‘enano malayo” y los ecotipos “alto del pacifico” (Been, 1991; Zizumbo-Villareal et al., 2008) y
aun se estan investigando nuevos genotipos (Garavito-Guyot et al., 2022; Castillo et al., 2022).
Entonces, es necesario la produccién masiva de estas plantulas, sin embargo, es dificil lograrlo
a través de la propagacion por semilla, por lo que, el uso de la micropropagacion a través de la
embriogénesis somatica se esta convirtiendo en una alternativa importante (Kalaipandian et al.,

2021). Dicho proceso ya esta disponible, puede producir miles de embriones sométicos a partir

33



CAPITULO IV

de un solo explante de plimula a través de la formacién y multiplicacion de callos
embriogénicos, y la mayoria de estos embriones se convierten en plantulas (Pérez-Nufiez et al.
2006; Oropeza et al. 2016). Sin embargo, es necesario mejorar el proceso para hacerlo mas
competitivo (Sdenz-Carbonell et al. 2016). Una de las mejoras que se necesitan es aumentar la
sobrevivencia ex vitro de las plantulas después de la aclimatizacion, lo que facilitaria su

adaptacion cuando se transfieran a campo (Hazarika et al., 2006).

Estudios previos evaluaron la supervivencia ex vitro de plantulas de coco que fueron
producidas por germinacion in vitro de embriones cigoticos reportando inicialmente bajos
porcentajes. Sin embargo, después de varias estrategias, la sobrevivencia incremento
significativamente a 90 % (Cuadro S1; Talavera et al., 2005; Fuentes et al., 2005; Pech-Aké et
al., 2007; Samosir y Adkins, 2014; Sisunandar et al., 2018).

Algunos estudios en palmeras, como Phoenix dactylifera y Elaeis guineensis obtenidas por
embriogénesis somatica han logrado tasas de sobrevivencia entre 60-84 % y 58-63 %,
respectivamente (Shoutlz, 2001; Al-Khayri y Naik, 2017). Hasta el momento no existen estudios

previos de la micropropagacion y aclimatizacion de cocotero mediante embriogénesis somatica.

Durante la transferencia a condiciones ex vitro, las plantulas enfrentan un shock al trasplante,
exposicion a temperatura e intensidad de luz elevadas, asi como, una fisiologia y morfologia
alteradas (Chandra et al., 2010; Kumar y Rao, 2012). Por lo tanto, una estrategia prometedora
para la adaptacion a las nuevas condiciones es el uso de HMA que contribuyen a mejorar la
sobrevivencia de las plantulas producidas in vitro. Algunas caracteristicas de los HMA es que
promueven un crecimiento mas vigoroso, una mejora en el sistema radicular, un aumento en la
eficiencia fotosintética, mejora en la capacidad de conduccién de agua, mejora en la absorcion
de nutrientes, previenen el ataque de patégenos transmitidos por el suelo y protegen del estrés
ambiental durante la transicion de condiciones in vitro a ex vitro (Kapoor et al., 2008; Soumare
et al., 2021).

Diferentes reportes mencionan la importancia de utilizar HMA mixtos ya que se sugiere que
algunos taxones de HMA estan asociados a funciones especificas y permiten una
complementariedad funcional que se refleja en un mejor beneficio para las plantulas a
diferencia de los HMA exdticos (Crossay et al., 2019). Ademas, el cocotero ha sido durante
mucho tiempo una especie naturalizada, se espera que la asociacion entre las plantulas de

cocotero y los HMA nativos tenga un efecto positivo en la sobrevivencia, crecimiento y
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desarrollo de las plantulas durante la aclimatizacion y, eventualmente, cuando se establezcan
en campo. Por otro lado, las especies nativas de HMA podrian ser simbiontes mas efectivos
gue las especies comerciales debido a que se desarrollan en condiciones especificas

(Guadarrama y Ramos-Zapata, 2020).

Hasta donde tenemos conocimiento, no existen reportes del uso de HMA en plantulas de
cocotero producidas in vitro, sin embargo, existe evidencia en la efectividad en el uso de estos
microorganismos, en P. dactylifera (ElI Kynani et al., 2019) y en Elaeis guineensis (Schutlz,
2001). Por lo tanto, este estudio reporta por primera vez la evaluacién de plantulas de cocotero
micropropagadas inoculadas con HMA nativos, aislados de la rizosfera de cocotero de
diferentes sitios de la duna costera de Yucatan en México, comparados con HMA comerciales,
para determinar su efecto sobre la sobrevivencia y comportamiento de las plantulas durante la

etapa de aclimatizacion.
4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Sitio experimental y material vegetal

El presente estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C.
México, en las instalaciones del invernadero 1 (temperatura y humedad fueron 27.6 + 2.5°C y
51.7 + 3.1 %, respectivamente). Las plantulas de cocotero hibrido Alto de Pacifico Mexicano
(ecotipos MxPT1 x MxPT2) se obtuvieron por micropropagacion segun Pérez-Nufiez et al.
(2006) y Saenz et al. (2018). Brevemente, la produccion de plantulas se realiz6 a través de la
embriogénesis somatica, lo que implica la formacion de callos embriogénicos y su
multiplicacién, seguida de la formacion de callos embriogénicos sométicos. Finalmente, los
embriones germinaron y se desarrollaron en plantulas. Al final del proceso se seleccionaron
plantulas uniformemente de acuerdo a altura (20 = 3 cm), 2-3 hojas bifidas y la presencia de

raices secundarias.
4.2.2. Hongos micorrizicos arbusculares utilizados

Se utilizaron dos diferentes mezclad de HMA nativos y comerciales. El primero corresponde a
un HMA comercial (PHP® Endo Rhyze Mini Plug, México) que incluye dos especies
(Rhizoglomus intraradices y Acaulospora colombiana), con vermiculita como soporte inerte y

propéagulos infectivos (fragmentos de micelio y raices micorrizadas). El segundo corresponde a
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una mezcla de HMA nativos con 13 especies aisladas de suelo asociado con la rizosfera de

cocotero.

Para la obtencion de HMA nativos, se colectd suelo de seis sitios representativos de zonas
cocoteras (Lara-Pérez et al., 2020). Después de la recoleccién, los HMA se multiplicaron por
cultivos trampa utilizando Panicum maximum como planta hospedante en condiciones de
invernadero durante 6 meses, previamente, las semillas de P. maximum se desinfectaron con
NaClO al 0.5 % durante 15 min y se sembraron en tierra y arena estéril (121 °C, 1 h, 3 veces).
Las plantas fueron fertilizadas (solucion de Hoagland al 15 %, sin fésforo) una vez por semana
en los dos primeros meses y luego dos veces por semana. Los HMA nativos fueron una mezcla

de arena y fragmentos de raices colonizadas (60-80 %).

4.2.3. Identificacion de HMA

Para la identificacién a nivel de especies de los HMA nativos, las esporas se montaron en un
portaobjetos usando polivinil-alcohol-lactoglicerol (PVLG) y una mezcla de PVLG mas reactivo
de Melzer y se examinaron bajo un microscopio (Zeizz Primo Star) de acuerdo con color,
tamafo, forma, estructura de la pared, decoracion, tipo de hifas, modo de germinacion y
diferentes estructuras subcelulares (Blaszkowski, 2012).

4.2.4. Cuantificacién de esporas

Se cuantifico la abundancia de esporas de acuerdo con el protocolo de Genderman y Nicholson
(1963) y Walker (1997). Para ello, se mezclaron 10 g de sustrato con 1 L de agua y, pasados
10 segundos, se tamizaron por diferentes tamices (1000, 500, 150, 73, 38 uM). Luego, se
recuperaron los soélidos del tamiz de 38 uM y se centrifugé a 3000 rpm durante 3 min
(centrifuga Eppendorf 5804R). A continuacion, se descart6é el sobrenadante y el sedimento se
centrifugd a 1000 rpm durante 1 min en una solucién de sacarosa con gradiente de 15 % y 60
% p/v. Luego se tamizé (38 uM), y se lavd con agua para eliminar los restos de sacarosa.
Finalmente, las esporas se contaron en un microscopio estereoscopico (Nikon SWZ800) a 40X.

Se estimo el nUmero de esporas por cada 10 g, utilizando cinco repeticiones.

4.2.5. Inoculacién y aclimatizacion de plantulas de cocotero con HMA

Las plantulas se transfirieron individualmente desde condiciones in vitro a bolsas de vivero de
polietileno negro con fuelle (21 x 35 cm, calibre 600) que contenian aproximadamente 2.5 kg de

sustrato compuesto (arena de playa, suelo regional y turba de esfagno, relacion 1:1:1)
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esterilizado a 120°C durante 1 h tres veces consecutivas cada dia. Los HMA nativos y
comerciales se inocularon al momento del trasplante (10-15 g con 240 + 15 esporas). La
mezcla de sustrato se hidraté con 0.3 L de agua un dia antes de sembrar las plantulas. Las
bolsas negras tenian 12 pequefios orificios en la base para drenar el exceso de agua.
Finalmente, este montaje con la plantula se cubrié con una bolsa de polietileno transparente
(calibre 400) con cortes en los lados y en medio (Talavera et al., 2005; Pech-Aké et al., 2004).
Las plantulas se colocaron aleatoriamente en el invernadero. Los experimentos y el
seguimiento comenzaron en esta etapa después de que las plantulas se mantuvieran durante 2
semanas sin riego adicional, bajo una malla de sombra con ventilacién en el invernadero.
Luego se retiraron las bolsas superiores transparentes y las plantulas se mantuvieron en
invernadero durante 6 meses, se regaron con un sistema de microaspersion automatica cada 3

dias durante 5 minutos.
4.2.6. Experimentos realizados

Hubo tres experimentos en este estudio con tres tratamientos en cada experimento: (a)
plantulas no inoculadas (control), (b) plantulas inoculadas con HMA nativo y (c) plantulas
inoculadas con HMA comercial. El experimento 1 comenzd en octubre de 2019 y se llevd a
cabo para evaluar la tasa de supervivencia durante 6 meses después del trasplante con un
seguimiento mensual. Se utilizaron quince plantulas para cada tratamiento. El experimento 2
comenzd en octubre de 2020 y se llevé a cabo para evaluar la tasa de supervivencia, el
crecimiento y los parametros fisiol6gicos durante 6 meses con seguimiento a los dias 0, 30, 90
y 180 después del trasplante. Se utilizaron treinta plantulas para cada tratamiento. Finalmente,
se llevo a cabo el experimento 3 para evaluar el crecimiento de raices (longitud de raices
primarias y secundarias) y la colonizacién de raices. Se utilizaron tres plantulas por cada

tratamiento y los muestreos fueron a los 0, 15, 30, 60, 90 y 180 dias.
4.2.7. Parametros de crecimiento

Para determinar el crecimiento de las plantulas, se midi6 la altura de las plantulas (en cm) con
un flexémetro (1,2 mm), el nimero de hojas por plantula por conteo directo, el diametro del
tallo (en cm, tomado 2 cm por encima del nivel de la superficie del sustrato) con un vernier (x
0,0381 mm), el area foliar (en cm?) a partir de la hoja joven usando en ImageJ (EE.UU.), como

medida de referencia se considerd la longitud de la hoja.
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4.2.8. Parametros fisiolégicos

Las mediciones se tomaron entre las 12:00-14:00 h. La capacidad fotosintética se determiné a
30°C y 60 % de humedad relativa, 1000 pmol PPFD-m~ 2.s de intensidad de luz y 400
umol-mol! de CO, como referencia, utilizando un sistema fotosintético portatil (LICOR LI-
6400XT, Lincoln, Nebraska, EE. UU.) (Fuentes et al., 2005). Esta evaluacion se llevé a cabo
colocando la hoja expandida mas joven fijada sobre la camara con la superficie adaxial hacia
arriba. La fluorescencia de la clorofila se determind a partir de la relacion de fluorescencia
variable/fluorescencia maxima (F./Fn) y el indice de rendimiento (Plags) con un analizador de
sistema modulado por fluorescencia (mMPEA, Hansatech Norfolk, Reino Unido). Esta evaluacion
se realiz6 en la hoja expandida mas joven, la cual se adapté en oscuridad durante 20 min, con
un pulso de saturaciéon de 3000 pmol m? sty 70 % de intensidad (Fuentes et al., 2005;
Talavera et al., 2005).

4.2.9. Crecimiento de raices y colonizacién

Para determinar el crecimiento de las raices durante la aclimatizacion, se contaron
manualmente las raices primarias y secundarias y se midié la longitud de las raices primarias.
Para la colonizacién, muestras de raices (20 segmentos de 1 cm por muestra) se clarearon con
KOH al 10 % y H20, al 5 % a 120°C durante 20 min, luego se lavaron con agua de grifo y se
acidificaron con HCI 0.1 N durante 10 min, se tifieron con azul de tripano (0.05 %) a 120°C
durante 20 min (Phillips y Hayman, 1970). Para identificar y contar las estructuras de los HMA
dentro de la raiz, las raices se montaron en un portaobjetos con PVLG. Los segmentos de
raices con estructuras micorrizicas (arbusculos, vesiculas, hifas, coils) se estimaron segun el

método de McGonigle et al. (1990) utilizando la siguiente ecuacion:

(Numero de segmentos con HMA)

Colonizacion de HMA = x 100

(Numero total segmentos contadas)

4.2.10. Analisis estadistico

El efecto de las variables de respuesta sobre los tratamientos de HMA se analizaron con un
ANOVA de medidas repetidas seguido de una prueba de Dunnett con una P < 0.05. Se
realizaron las pruebas de Lilliefors, Cochran y Bartlett para validar la normalidad y la
homogeneidad de varianzas. Los datos porcentuales se transformaron con arcoseno V(x/100)

antes de las pruebas estadisticas. Todos los andlisis se realizaron con Minitab® 17.1 (EE. UU.).
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4.3. RESULTADOS
4.3.1. Sobrevivencia de las plantulas

Los resultados de sobrevivencia de las plantulas después de la transferencia a condiciones ex
vitro se muestran en la Figura 4.1. En el experimento 1 (Figura 1A) la tasa de sobrevivencia a
los seis meses fue de 92 + 0.3 % para las plantulas inoculadas con HMA nativos y de 77 +
0.4 % tanto para las plantulas inoculadas con HMA comerciales, asi como para el tratamiento
control (sin inoculacién) (Figura 1A) con diferencias significativas (P < 0.05). En el experimento
2 (Figura 1B), la tasa de sobrevivencia después de seis meses fue de 87 + 0.2 % para las
plantulas inoculadas con HMA nativo, 67 % para el indculo comercial y 70 % para el control. La
diferencia fue significativa entre el tratamiento con HMA nativos y los otros dos tratamientos,
entre el tratamiento con HMA comerciales y control, no fue significativo. En ambos
experimentos, la tasa de sobrevivencia con el tratamiento de HMA nativos fue mayor que con

los otros dos tratamientos, 1.2 veces y 1.3 veces, en el experimento 1 y el experimento 2,

respectivamente.
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Figura 4.1. Sobrevivencia de plantulas de cocotero durante 180 dias inoculadas con HMA. A)
Experimento 1. B) Experimento 2. Letras diferentes en cada linea muestran diferencias significativas (P <
0.05) entre tratamientos con un test de Dunnett.
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4.3.2. Altura de plantulas y diametro de tallo

La respuesta de crecimiento en altura de las plantulas durante la aclimatizacibn a los
tratamientos HMA nativos, HMA comerciales y control (Figura 4.2A), no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05). La altura de las plantulas aumenté a partir de los 90

dias. En promedio aumenté de 19.5 a 34.4 cm durante los 180 dias del experimento.

El patrén de respuesta para el crecimiento del diametro del tallo de las plantulas fue muy similar
a la altura y cuantitativamente con los tres tratamientos (Figura 4.2B). Mostré una ligera
disminucion a los 30 dias; a partir de entonces aumentd constantemente durante el resto del
experimento. Hubo diferencias cuantitativas entre tratamientos, particularmente a los 90 y 180

dias, pero no fueron significativas (P < 0.05).
4.3.3. NUmero y area foliar de hojas

Con los diferentes tratamientos de HMA, el nimero de hojas (Figura 4.2C) por plantula no
mostré una diferencia significativa. Aument6 en promedio una hoja por plantula al dia 90, pero
luego a los 180 dias, disminuyé. Esto debe ser el resultado de la poda, que es una practica

regular que se debe hacer en estas plantulas durante la aclimatizacion.

En el area foliar de las plantulas, la respuesta fue similar en los tres tratamientos (Figura 4.2D).
Hubo un aumento constante a lo largo del experimento, aproximadamente de 22.8 a 132.4 cm?.
Las diferencias dentro del primer periodo de 90 dias fueron pequenas y no significativas (P <
0.05) y se observé una mayor diferencia a los 180 dias, con un area foliar de 145.3 cm? para
plantulas bajo el tratamiento comercial de HMA y de 126.9 cm? para plantulas inoculadas con

HMA nativos y 124.8 cm? para el control.
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Figura 4.2. Parametros de crecimiento en plantulas micropropagadas de cocotero durante la
aclimatizacion, bajo tres tratamientos diferentes (HMA comercial, HMA nativo, control sin HMA). Cada
linea representa la media de 30 plantulas por tratamiento + D.E. (error estandar) durante 180 dias bajo

condiciones de invernadero. A) Altura de planta, B) didmetro de tallo, C) nUmero de hojas y D) &rea foliar.
Letras diferentes en cada linea muestran diferencias significativas entre tratamientos (P < 0. 05, test de
Dunnett).

Las plantulas se mantuvieron durante mas tiempo bajo resguardo, antes de transferirlas al
campo. Esta situacién permitié realizar una evaluacién a los 360 dias en altura de planta,
diametro de tallo y area foliar (Figura 4.3A). Los resultados mostraron que la altura de la planta
y el diametro del tallo fueron significativamente mayores (P < 0.05) en las plantulas inoculadas
con HMA comerciales, en comparacion con las plantulas de los otros dos tratamientos (Figura
4.3B). El area foliar fue significativamente mayor (P < 0.05) en las plantulas inoculadas con

HMA comerciales y nativos en comparacién con las plantas no inoculadas (Figura 4.3B).
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Figura 4.3. Crecimiento de plantulas de cocotero inoculadas con HMA 360 después del inicio de la
aclimatizacion. A) Plantulas de cocotero con los diferentes tratamientos: inoculacién con HMA nativo, con
HMA comercial y control sin inoculacién). B). Evaluacion del crecimiento en altura de planta, diametro de

tallo y area foliar, de plantulas con los diferentes tratamientos. Cada barra representa la media de 30
plantulas por tratamiento + D.E. (error estandar). Letras diferentes muestran diferencias significativas
entre tratamientos (P < 0. 05, test de Dunnett).

4.3.4. Fluorescencia de la clorofila

Durante la aclimatizacién, la fluorescencia de la clorofila (F/Fm) de las hojas, varié de 0.735 a
0.801 al momento del trasplante, luego disminuy6 a los 30 dias 0.739, luego aumentd a 0.753 a
los 90 dias para permanecer con muy pocos cambios después (Figura 4.4A). Hubo diferencias
entre los tratamientos, pero no significativas (P < 0.05). El indice de rendimiento (Plags)
inicialmente oscild entre 3.95 y 4.32 y aument6 de 4.78 a 4.96 a los 180 dias de aclimatizacion
(Figura 4.4B). Las diferencias observadas entre tratamientos no fueron significativas (P < 0.05,

prueba de Dunnett).
4.3.5. Capacidad fotosintética

En el caso de la capacidad fotosintética, los valores iniciales oscilaron entre 7.26 y 7.65 pmol
CO2m™2.s? para los tres tratamientos. Luego mostré un aumento a los 90 dias que va desde
10.67 a 12.24 pmol CO?m=2-s, con muy pocos cambios a los 180 dias (Figura 4.4C). Las

diferencias observadas entre tratamientos no fueron significativas (P < 0.05).
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Figura 4.4.Parametros fotosintéticos de plantulas de cocotero inoculadas con HMA. Cada linea
representa la media de 30 repeticiones + D.E. (error estandar). A) Relacion Fu/Fm. B) indice de
rendimiento (Plans) C) Capacidad fotosintética. Letras diferentes en cada linea muestran diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05 test de Dunnett).

4.3.6. Crecimiento de raices

Durante la aclimatizacién, el numero de raices primarias en las plantulas de cocotero mostro
muy pocos cambios en los diferentes tratamientos, al principio el numero fue de 3 a 3.5y al
final del periodo de 180 dias, vari6é de 3 a 4 (Figura 4.5A). Las diferencias entre tratamientos no

fueron significativas.

En el caso de la longitud, se observé un incremento de raices primarias en las plantas con los
tres tratamientos. Vario de 3 a 4.5 cm al principio, y esto aument6 de 9 a 19 cm (Figura 4.5B).

Hubo diferencias entre los tratamientos, pero no fueron significativas.
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El nimero de raices secundarias en las plantas no mostr6 incremento durante los primeros 60
dias con los tres tratamientos. Pero, después de 90 dias aumenté significativamente (P < 0.05).
A 109 + 14.1 en plantas bajo el tratamiento con HMA comerciales y 61.5 + 4.13 para el
tratamiento con HMA nativos en comparacién con plantas no inoculadas con 38.3 + 17.5
(Figura 4.5C). No se considerd la longitud de la raiz secundaria por presentar mucha

variabilidad en su desarrollo.
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Figura 4.5. Parametros de crecimiento de raices de plantulas micropropagadas inoculadas con
diferentes tratamientos de HMA. A) Nimero de raices primarias, B) Longitud de la raiz primaria, C)
Numero de raices secundarias. Cada valor representa la media de tres réplicas independientes + D.E.
Letras diferentes en cada linea muestran diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos con un
test de Dunnett.
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4.3.7. Identificacion de especies de HMA nativos

Se identificaron 13 especies de HMA, enlistadas a continuacion (Figura 4.6).

. "/
¥
100 m { >
z L x\:’; 10 |

Figura 4.6. HMA nativos de la rizosfera de cocotero. 1) Acaulospora sp. 1, 2) Acaulospora sp. 2, 3)
Acaulospora sp. 3, 4) Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schifiler, 5)
Dominikia aurea (Oehl & Sieverd.) Btaszk., Chwat, G.A. Silva & Oehl, 6) Entrophospora infrequens (I.R.
Hall) R.N. Ames & R.W. Schneid, 7) Glomus aff. glomerolatum Sieverd, 8) Glomus sp. 1, 9) Glomus sp.
2, 10) Rhizoglomus aggregatum (N.C. Schenck & G.S. Sm.) Sieverd., G.A. Silva & Oehl, 11) Racocetra

gregaria (N.C. Schenck & T.H. Nicolson) Oehl, F.A. Souza & Sieverd, 12) Sclerocystis sp. 1,13)
Septoglomus sp. 1.

4.3.8. Colonizaciéon de raices

La frecuencia de micorrizacion estimada en raices de las plantulas inoculadas con HMA nativos
se muestra en la Figura 4.7A. La colonizacién de HMA nativos comenz6 a los 15 dias con la
formacion de hifas (6.8 % de frecuencia). Luego disminuy6 el dia 30 al 1.2 % y volvio a
aumentar al 10.4 % al dia 60. Al dia 90 volvi6é a disminuir y aumento al 7.9 % al dia 180. Hubo
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formacion de vesiculas a los 30 dias, alcanzando un maximo del 10.6 % al dia 60 y disminuyé
al dia 90 a casi el 0.6 %. Finalmente, aumentd a 1.2 % a los 180 dias. Los arbusculos
aparecieron al dia 60 con una frecuencia del 3.1 %, disminuyeron a casi el 0 % al dia 90 y
volvieron a aumentar al 1.8 % a los 180 dias. En el caso de los coils, aparecieron al dia 30 al

2.4 %, luego disminuyeron al 0.6 % al dia 60, para volver a aumentar al 10.2 % al dia 180.

La frecuencia de micorrizacién en raices de plantulas inoculadas con HMA comerciales se
muestra en la Figura 4.7B. La colonizacion comenzé con la formacion de hifas con una
frecuencia del 8.4 % al dia 15, disminuy6 alrededor del 5.9 % al dia 30. Luego se duplico al
18.3 % al dia 90 y disminuy0 ligeramente al 16.1 % al dia 180. Las vesiculas y los coils fueron
casi inexistentes (= 1 %) a lo largo de los 180 dias. Los arbusculos aparecieron al dia 60 con
una frecuencia del 12.1 % y disminuyeron al 4.1 % al dia 90. Posteriormente aumentaron al 9

% a los 180 dias. Por el contrario, las plantulas sin inoculacion no mostraron colonizacion
micorrizica.

20 - A B

HMA nativos HMA comerciales

Colonizacion (%)

Colonizacién (%)

_ _  Arblsculos i Coils
—_— =T ; [T

: . Vesiculas G R
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0 30 &0 80 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4.7. Formacién de estructuras micorrizicas en raices de plantulas de cocotero, 180 dias
posteriores al trasplante. Los valores son el promedio de tres réplicas independientes. A) Colonizacién
con HMA nativos. B) Colonizacion con HMA comerciales.

4.4. DISCUSION

La aclimatizacion de las plantulas micropropagadas es la Ultima etapa antes de que estén listas
para su establecimiento en el campo y es esencial para asegurar su sobrevivencia en
condiciones ex vitro. En el caso de las plantulas micropropagadas de cocotero, no existen

reportes en la literatura sobre su aclimatizacion, evaluaciones no publicadas de nuestro
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laboratorio (Oropeza C, CICY) mostraron una sobrevivencia del 80 % para plantulas
micropropagadas de cocotero (obtenidas mediante embriogénesis somatica). Sin embargo,
existen reportes para plantulas micropropagadas de otras especies de palmeras de 60 a 84 %
para P. dactylifera (El Kinany et al., 2019) y 55 % para E. guineensis (Schultz, 2001). Sin
embargo, también descubrieron que estas respuestas podian mejorarse hasta en un 100 %
cuando las plantulas se inoculaban con HMA. Por lo tanto, el presente estudio reporta el efecto
de los HMA nativos y comerciales en el desempefio y sobrevivencia de plantulas de cocotero
obtenidas por embriogénesis somética durante la aclimatizacion. Se realizaron dos
experimentos, en los que se evaludé la sobrevivencia. En el primero, el porcentaje de
sobrevivencia fue del 77 %, similar a las observaciones anteriores y cuando las plantulas se
inocularon con HMA nativos, la sobrevivencia aumento 1.19 veces. En el segundo experimento,
la sobrevivencia fue menor (67 %), pero nuevamente cuando se trat6 con HMA nativos,
aumento 1.24 veces.

La sobrevivencia reducida en el segundo experimento podria deberse a que el experimento se
llevé a cabo durante la pandemia y las condiciones de aclimatizaciéon no se pudieron mantener
Optimas, particularmente con respecto a la frecuencia de riego, mientras que, para el primer
experimento las condiciones fueron Optimas. Esto significaria que, incluso en condiciones
subdptimas, el tratamiento con HMA nativos promueve la sobrevivencia. Sin embargo, en
ambos experimentos, los HMA comerciales no aumentaron la sobrevivencia. Aunque no hay
informes en la literatura que prueben comparativamente el uso de mezclas de HMA nativos y
comerciales en plantulas micropropagadas, un informe sobre plantulas de yuca (Munihot
esculentu Crantz) (Azcon-Aguilar et al.,, 1997), mostr6 que la especie de HMA Glomus
deserticola aumentd supervivencia del 75 % a mas del 90 % durante la aclimatizacion, de

manera similar a los presentes resultados.

El caso de los pardmetros de crecimiento, se observaron patrones muy similares para los tres
tratamientos sin diferencias significativas, pero la altura, el diametro del tallo y el area foliar
fueron ligeramente superiores en las plantulas tratadas con HMA comerciales. Entonces, para
estos parametros, hubo una evaluacion adicional a los 360 dias cuando las plantulas crecian
en el vivero antes de ser transferidas al campo con valores significativamente mayores para las
plantulas tratadas con HMA (comerciales o nativos) que en las no tratadas. De manera similar,
en un estudio con plantulas de cocotero, el volumen y peso seco de raices primarias,
secundarias, terciarias y cuaternarias aumentaron después de 5 a 7 meses de crecimiento en

vivero, con una tasa de produccion de hojas y circunferencia del tallo significativamente mas
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altas después 12-18 meses en el campo (Senarathne e llangamudali, 2018). Cuando se evalu6
el crecimiento en raices, no hubo diferencia significativa en el nidmero y longitud de raices
primarias entre tratamientos. Sin embargo, el nUmero de raices secundarias en el dia 90 y el
dia 180 fue significativamente mayor en las plantulas tratadas con HMA comercial que con los
otros tratamientos. Senarathne e llangamudali (2018) también reportaron un mayor crecimiento
de raices de plantulas de coco luego de 5-7 meses de aplicar un tratamiento comercial de
HMA. Asimismo, El Kinany et al. (2019) observaron que después de doce meses de
crecimiento, el nimero de raices de las palmeras datileras mejoré significativamente después

de la aplicacion de HMA y compost.

En los pardmetros fotosintéticos de las plantas, no hubo variaciones significativas cuando las
plantulas fueron tratadas con HMA, sin embargo, no se observé un efecto negativo, lo que
indica que las plantas no estaban estresadas (F./Fm) ¥y que el rendimiento de los valores del
indice Plags fueron tipicos. Se observaron resultados similares en palmeras datileras después
de 3 a 4 meses de crecimiento en condiciones de aclimatizacién cuando se trataron con
Rhizoglomus irregulare y un consorcio nativo (Anli et al., 2020a, 2020b). En el caso de la
fotosintesis, fue baja al principio, lo que se esperaba ya que las plantulas provenian de un

ambiente in vitro.

En un tercer experimento que realizamos, se evalud la colonizacién de raices cuando las
plantulas se trataron con HMA comerciales o nativos y hubo diferencias. Se encontrd
colonizacién en todas las raices de las plantulas muestreadas. Habia dos patrones de
colonizacioén claramente definidos, de acuerdo con las estructuras micorrizicas encontradas, se
podria inferir que la morfologia de las raices de cocotero mostré una colonizacién de tipo
intermedia entre los tipos Arum y Paris, similar a otras especies de palmeras (Brahea armata,
Chamaerops humilis L., Phoenix canariensis, Phoenix dactylifera L.) (Dreyer et al., 2010). Los
patrones fueron diferentes en cantidad y tipo de estructuras, pero también hubo un incremento
mas temprano en todas las estructuras con HMA nativos. Dentro de este periodo de 60 dias,
hubo una caida en el porcentaje de plantulas sobrevivientes de alrededor del 10 % o menos
con HMA nativos, pero fue del 20 % o mas con HMA comerciales o sin tratamiento con HMA.
Entonces, tratar las plantulas con HMA nativos ayudé a reducir el nivel de pérdida de plantulas
durante la aclimatizacion y esto parece estar asociado con el patrén de colonizacién en los
primeros 60 dias de la etapa de aclimatizacion. Esta diferencia en la sobrevivencia asociada
con los HMA nativos podria deberse al hecho de que las especies de HMA nativos estan mejor

adaptadas a las condiciones climaticas y del suelo locales, por lo tanto, es mas probable que
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sobrevivan y se propaguen mejor después del trasplante que los HMA comerciales (Davidson
et al., 2016). Se ha informado que varias especies de plantas mono y dicotiledéneas
experimentan un aumento en su sobrevivencia cuando se tratan con HMA (nativos o
comerciales), un promedio de 1.31 y 1.50 veces (Cuadro S2), siendo 1.26 veces en plantulas

inoculadas con HMA nativos.

Estas diferencias podrian ser el resultado de las mezclas de especies de los HMA nativos o la
mezcla de los HMA comerciales. Los HMA comerciales contienen G. intraradices y E.
colombiana, estas especies han favorecido la altura de las plantas y el diametro del tallo en
diferentes plantas huésped (Vazquez-Hernandez et al., 2011; Vafadar et al., 2014). Los HMA
nativos contienen principalmente los géneros Glomus y Acaulospora, que son las especies mas
comunes Yy ricas, especialmente en la regién Neotropical de México, donde existe una
codominancia genérica (Polo-Marcial et al.,, 2021), tanto en ambientes naturales como
transformados por el hombre, capaces de adaptarse a una amplia gama de condiciones
ambientales y de suelo, asi como conferir un mejor efecto a sus huéspedes (Nobre et al., 2018;
Estrada et al., 2013). Se ha demostrado que el uso de una mezcla de HMA nativos confiere una
compatibilidad hongo-planta y complementariedad funcional, lo cual es esencial para la

eficiencia simbidtica de las plantas hospedantes (Goetten et al., 2016; Crossay et al., 2019).

Ademas, las diferencias observadas en los patrones de colonizacién podrian estar relacionadas
con el papel de las estructuras involucradas en el proceso de colonizacion. En este proceso, la
red de hifas es un elemento clave en la interconexion de las raices de las plantas en el suelo
(Baslam et al., 2014; da Silva et al., 2021). En el caso de los arbusculos, se les considera el
principal sitio de intercambio simbiético con la planta huésped (Brundrett et al., 1996),
principalmente fésforo inorganico que es captado por las hifas de los HMA vy transferido a las
estructuras fungicas intrarradicales (Wipf et al., 2019). También se propone que los coils
representan una gran superficie de una interfase intracelular similar a un arbusculo, entonces
en ausencia de arbasculos la planta debe usar a los coils de manera similar a los arbusculos, y
tienen una mayor vida que los arbusculos (Brundrett y Kendrick, 1988; Brundrett y Kendrick,
1988; Brundrett et al., 1996; Jakobsen et al., 2003; Feddermann et al., 2010; Smith y Smith,
2011). Ademas, las vesiculas son fundamentales en la generacién de propagulos y reserva de
nutrientes (Willis et al., 2013). Klironomos (2003) proporcionaron evidencia que sugiere que las
vesiculas por si solas son infectivas, sugiriendo que la presencia de vesiculas puede favorecer
la colonizacién exitosa de mas raices. Todas las respuestas reportadas aqui en plantulas de

cocotero tratadas con HMA, son el resultado de la interaccion HMA-planta, y segun lo
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informado por Bahadur et al. (2019), estas respuestas mediadas por las plantas incluyen la

induccién de genes y la induccion de vias metabdlicas vy fisiolégicas.
4.5. CONCLUSIONES

El presente estudio mostré que el uso de HMA nativos incrementd la sobrevivencia de las
plantulas de cocotero producidas in vitro mediante embriogénesis somatica, ademas los HMA
comerciales mejoraron la altura de la planta, el area foliar, el didmetro del tallo y el nimero de
raices secundarias. Entonces, considerando este efecto diferencial de las mezclas de HMA
nativas y comerciales probadas, sera muy importante probar ambos tratamientos de HMA
aplicados juntos de forma simultanea o secuencial, aplicando primero HMA nativa y luego HMA
comercial, para evaluar si los efectos son aditivos. Ademas, serd necesario determinar el
comportamiento y la sobrevivencia de las plantas aclimatadas tratadas con HMA después de
establecerlas en campo. Finalmente, otra area de investigacion que debe considerarse es el
estudio de los mecanismos subyacentes de la interaccion de los HMA con las plantulas de
coco, para comprenderlo mejor. Los resultados de ambos tipos de investigacion, bésica y
aplicada, seran de utilidad para sentar las bases para la mejora del uso de HMA para la

aclimatizacion y desempefo en campo de las plantas micropropagadas.
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4.7. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Cuadro S1. Aclimatizacion de plantulas de cocotero micropropagadas bajo diferentes

estrategias para mejorar la sobrevivencia ex vitro (Cuadro 1.1).

Cuadro S2. Sobrevivencia de diferentes plantas micropropagadas inoculadas con HMA (Anexo
1).
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CAPITULO V

PERFIL DE EXPRESION DE GENES TRANSPORTADORES INDUCIBLES EN LA
SIMBIOSIS DE HMA Y PLANTULAS DE COCOTERO

5.1. INTRODUCCION

La simbiosis entre las raices de las plantas y los HMA produce un efecto favorable en el
crecimiento de las plantulas al incrementar la disponibilidad de nutrientes (Saia et al., 2015).
Los HMA son capaces de mejorar la absorcion de nutrientes minerales en las plantas,
principalmente, en condiciones pobres de nutrientes, a través de transportadores de minerales.
Las plantas poseen genes que codifican transportadores, los cuales ayudan a absorber los
nutrientes del suelo, como, fosfato, nitrégeno, potasio, azufre, carbohidratos y agua cuando
interaccionan con los HMA (Lanfranco et al., 2018; Sawers et al., 2008; Berruti et al., 2016;
Courty et al., 2016).

La adquisicion de Pi en plantas esta asegurada por miembros de la familia 1 de transportadores
de Pi de la membrana plasmatica (PHT1) (Kobae et al., 2010). Diferentes analisis de expresion
revelaron que los transportadores de fosfato (PT) son inducibles a la interaccién con los HMA
en diferentes plantas huésped, como StPT3 en papa, MtPT4 en M. truncatula, OsPT11 en arroz
y LePT3, LePT4, y LePT5 en tomate (Harrison et al., 2002; Nagy et al., 2005 Javot et al., 2007).

Dentro de las familias de transportadores de nitrégeno, los transportadores de amonio (AMT)
inducidos por HMA en plantas han sido bien caracterizados en Medicago truncatula (Gomez et
al., 2009). Koegel et al. (2017) estudiaron el transporte de amonio de los genes SbAMT3;1 y

SbAMTA4, estos se expresaron en las células corticales de la raiz.

Otro nutriente mineral importante para el crecimiento de las plantas es el potasio (Nieves-
Cordones et al., 2016). La familia HAK es una de las mas numerosas y donde se localiza el
principal transportador de K* de alta afinidad involucrado en la absorcion de K+ del suelo
(Santa-Maria et al., 2018). Liu et al. (2019), demostraron que la inoculacion con Rhizophagus
irregularis mejor6 el crecimiento de las plantas de tomate y la adquisicion de K*. De acuerdo
con sus resultados identificaron un transportador de K* de tomate especifico de micorriza,
SIHAK10 (Solanum lycopersicum High-affinity Potassium TransporterlQ0), que se expresaba

exclusivamente en células que contenian arbusculos.
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Entre los genes involucrados en el transporte de agua inducible por HMA a través de las raices
se localizan las acuaporinas (Kikuchi et al., 2016). Se sabe que la simbiosis arbuscular altera la
expresion de diferentes familias de las acuaporinas (Yadav et al.,, 2017). La familia de las
proteinas NIP estan involucradas en el transporte de diversos solutos, sus genes se inducen
para mejorar el transporte de agua, lo que resulta en un aumento de la conduccién hidraulica
de la raiz (Uehlein et al., 2007).

Algunos estudios demostraron que los genes LEA involucrados en el proceso de desecacion de
semillas (Kumar et al., 2019) aumentaron su expresion durante el estrés salino en plantas
inoculadas con HMA, asi como un mejor crecimiento y productividad de las plantas (Jahromi et
al., 2008; Saxena et al., 2022).

Existe evidencia de la interaccion ex vitro con hongos micorrizicos arbusculares y plantulas de
cocotero para mejorar la sobrevivencia y el crecimiento de las plantulas de cocotero, y esto se
asocia al patréon de colonizacion observado por los tipos de HMA (nativos o comerciales)
(Gbmez-Falcon et al.,, 2023). Sin embargo, se requieren mas estudios para profundizar los
mecanismos bajo los cuales los HMA actlan en la interfaz hongo-planta. Por lo tanto, se
seleccionaron genes asociados a transporte de nutrientes y agua inducibles en la interaccién
micorrizica y se midi6 su expresion, utilizando plantulas de cocotero inoculadas con HMA

nativos y comerciales durante su aclimatizacién en invernadero.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material vegetal y tratamientos de inoculacion con HMA

Se utilizaron plantulas de cocotero del hibrido Alto del Pacifico Mexicano (ecotipos MxPT1 x
MxPT2) micropropagadas por embriogénesis somaticas, se seleccionaron plantulas de acuerdo
con una altura uniforme, 2-3 hojas bifidas, 2-5 raices primarias y presencia de raices
secundarias. Las plantulas se transfirieron individualmente a invernadero utilizando sustrato
compuesto por arena, suelo y turba de esfagno (1:1:1), previamente, esterilizado a 120 °C
durante 1 h tres veces sucesivas. Los HMA se aplicaron al momento del trasplante con 10-15 g
(240 %15 esporas). Los HMA nativos se obtuvieron a partir de suelo de la rizosfera de cocotero
en Yucatan, México, y los HMA comerciales de PHP® Endo Rhyze Mini Plug, México. Se
consideraron tres tratamientos: (a) plantulas no inoculadas (Control), (b) plantulas inoculadas

con HMA nativos y (c) plantulas inoculadas con HMA comerciales. Todas las plantulas se
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colocaron aleatoriamente en el invernadero. Se colectaron raices de tres plantulas para cada

tratamiento a los 0, 15, 30, 60, 90 y 180 dias para el analisis de la expresion de genes.

5.2.2. Seleccion de genes inducibles a lainteraccion simbiotica

Para medir la intensidad de la micorrizacién de los HMA, se seleccionaron genes asociados a
la captacion de nutrientes, con base en la literatura y de acuerdo con el transportoma de
simbiosis micorrizica, donde se han evaluado genes flngicos y vegetales involucrados en el
transporte de fosfato, sulfato, azlcar, potasio y agua, en Lotus japonicus, Medicago truncatula,
Oryza sativa, Glycine max y Lactuca sativa. A partir de entonces se trabajé con cinco genes
transportadores, fosfato (PHT), amonio (AMT), potasio (HAK) y agua (NIP y LEA).

Para ello, se realiz6 la busqueda de las secuencias por familia de los genes (NIP, PHT, AMT,
HAK y LEA) en un transcriptoma de plantulas in vitro de cocotero expuestas a SA, el cual se
construy6 mediante la tecnologia de secuenciacion lllumina RNA-Seq, donde se obtuvieron
150,486 transcritos con aproximadamente 809 pb de longitud (Datos no publicados). Luego, se
compararon con el genoma de accesiones de otras arecaceas (E. guineensis y P. dactylifera),
usando el software BLASTN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_T
YPE=BlastSearch, consulta el 17 de enero de 2020) (Anexo 3). Finalmente, la identificacion de
motivos conservados se realizo utilizando la herramienta ScanProsite del Portal de recursos de
Expasy Bioinformatics (https://prosite.expasy.org/scanprosite/, consulta el 28 de enero de 2020)

se descartaron aquellos bajo esta condicidn y sé6lo se considerd un gen por cada familia.

5.2.3. Analisis de expresion de genes

Se realiz6 un analisis de PCR en tiempo real (RT-qPCR) para evaluar la expresion de genes de
plantulas micropropagadas de cocoteros en respuesta a la inoculacion de HMA nativos vy

comerciales.

Para cada gen, se disefiaron dos pares de oligonucle6tidos especificos (A y B) de los genes
NIP, PHT, AMT, HAK y LEA en el software OligoPerfect Primer Designer, y se usaron para las
reacciones de amplificacion con Sybr Mix (Thermo Scientific, Luthuania). Para las
amplificaciones de los genes se utilizO DNA genomico y cDNA de tejido de cocotero. Se
evaluaron diferentes temperaturas de alineamiento para cada gen y se realizd6 una curva
estandar en cada par de oligonucleétidos para determinar la eficiencia y especificidad de cada

uno de éstos (Anexo 4-5), luego, se seleccion6 en cada par aquel con el mejor CT, y éstos se
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utilizaron en el andlisis de expresion (Cuadro 5.1). Se incluyé una curva estandar del gen

constitutivo 18S, como control interno.

Cuadro 5.1. Oligonucledtidos especificos de genes utilizados en el analisis de expresion de genes.

Gen Forward primer (5°-3") Reverse primer (5°-3")

NIP1-A ATGTAAGTGATGGCGGGCAA  TCTTGCCCTCTGTGCAGAAG
PHT1;5-B CAGAGACGGTGATGGCTACC ACCATCATGTCGGAGTACGC
AMT3;3-A GAATGCGGAGTTCAAAGCCC GCGTACCAGGGGAGTAACAC
HAKZ1;1-A AGCAGCGATGACAAGTGGAA AATGCTGTTGGTATGGCGGA
LEA1;4-B CCCACCCGCATCTCATAGTC ACGACCAAGTTGGACATCCC
18S CGGCTACCACATCCAAGGAA  GCTGGAATTACCGCGGCT

Para la extraccion de RNA, se utilizé el kit de Plant/Fungi total RNA purification (Norgen,
Canadd), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y la pureza del RNA total
se determinaron utilizando un espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific, EE. UU.).
La integridad del RNA total se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %
teflido con gel red. El extracto de acido nucleicos se tratd6 con TURBO DNasa-free (Invitrogen,
Luthuania) y la sintesis de cDNA se realiz6 con 1 ug de RNA total con el protocolo de Maxima
H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, Luitania) de acuerdo al protocolo del
fabricante. Las amplificaciones se realizaron en un Rotor-GenQ (QUIAGEN) usando diferentes
condiciones de amplificacion (Cuadro 5.2). Todas las reacciones de PCR se realizaron por
triplicado. Los resultados de RT-qPCR se analizaron mediante el método comparativo de 2724CT
(Schmittgen y Livak, 2008).

Cuadro 5.2. Programas de amplificacién de genes.

Programa Gen Condiciones de amplificacion
1 NIP, LEA 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 15 s a 95 °C (35 ciclos), 30 s a
PHT 61°C
2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 15 s a 95 °C (35 ciclos), 30 s a
2 AMT, 18S
55°Cy30sa72°C
3 HAK 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 15 s a 95 °C (35 ciclos), 30 s a 60

°Cy30sa72°C
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5.2.4. Andlisis estadistico

Se utiliz6 una prueba T-student para comparar la expresion entre los dos tratamientos (HMA
nativos y comerciales). El analisis estadistico de los datos se realiz6 con Minitab® 17.1 (EE.
UU.). Se realizaron pruebas de Lilliefors, Cochran y Bartlett para normalidad y homogeneidad

de varianzas.
5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Perfiles de expresiéon de los genes HAK, PHT, AMT, LEA y NIP en respuesta a los

tratamientos con HMA

Para determinar si los genes HAK, PHT, AMT, LEA y NIP respondian a la interaccién con los
HMA realizamos un analisis RT-qPCR. Los cinco genes respondieron a la inoculacién de HMA
nativos (Figura 5.1). En todos los casos el perfil de expresion de las plantas inoculadas con
HMA nativos presentaron los niveles mas altos a los 15 dias después del trasplante. La
expresion de PHT, AMT y HAK incrementé a 105.66, 139.7 y 359.5 veces, mientras que, los
niveles de expresion de LEA y NIP aumentaron 9-22 veces respecto al control. Después la
expresion de todos los genes disminuy6 drasticamente. Al dia 30, la expresion de LEA y NIP
increment6 de 16-23 veces. En el caso de HAK, AMT y PHT increment6 hasta 10 veces. A los
60 dias no hubo un cambio significativo en la expresién en los cinco genes con respecto al
grupo control. Para el dia 90, el nivel de expresién de HAK y PHT fue de 2-4 veces y en el caso
de AMT no hubo cambios. En el caso LEA y NIP, su expresiéon incrementd 5 veces. A los 180

dias, la expresiéon de los cinco genes disminuyé con respecto al control.

En el caso de las plantas inoculadas con hongos comerciales éstas presentaron un patréon
diferente. Su expresion fue menor que el de los hongos nativos y se presento a los 60 dias de
iniciado el trasplante. La expresion de HAK incrementd 2.8 veces, en PHT increment6 2.2
veces, y, en AMT 4.2 veces. La respuesta a la inoculacién de HMA comerciales en LEA y NIP
fue de 5-7 veces. Después de este periodo la expresion de los cinco genes disminuy6 por

debajo del grupo control.
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Figura 5.1. Perfil de expresion de los genes asociados a transporte de nutrientes. A) PHT, B) HAK, C)

AMT, D) LEA, y E) NIP asociados a transporte de nutrientes y agua. El gen 18S ARNr se utilizé como

gen de referencia para el analisis RT-gPCR. El nivel de expresion del tratamiento de control se fijo en
uno. El valor de expresion relativa se calculé con tres réplicas independientes mediante el método 2-2ACT
(Schmittgen y Livak, 2008). La media de tres réplicas técnicas + D.E. se representa con lineas.
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Nuestros resultados mostraron que la expresion relativa de los cinco genes, en plantulas
inoculadas con HMA nativos, se increment6 a 15 dias, mientras que, se induce mas tarde en
plantulas inoculadas con HMA comerciales (60 dias). La expresién temprana, en plantulas
tratadas con HMA nativos podria asociarse con el patrén de colonizacion en plantas con HMA
nativos, donde durante los primeros 30 dias hubo una mayor colonizacidon asociado a una
mayor (Figuras 5y 6, capitulo 1V). En el caso de la expresion de genes que interaccionaron con
los HMA comerciales, respondieron hasta los 60 dias coincidiendo también con los datos de
colonizacion, lo que podria estar indicando que los HMA comerciales promueven cambios mas

tardiamente.

En estudios previos se ha encontrado una regulacion positiva de los genes transportadores de
fosfato, nitr6geno, sulfato, potasio y agua durante el proceso de colonizacién. De hecho, se ha
correlacionado un crecimiento mejorado en diferentes especies de plantas (Saia et al., 2015;
Liu et al., 2019) tras el incremento en la expresion de estos genes.

AMT es un gen detectado Unicamente en células con arbusculos. La presencia de este
transportador en el micelio intrarradical sugiere que los HMA pueden proporcionar un
mecanismo para la eliminaciéon de cualquier exceso de NH4* acumulado en el espacio
periarbuscular y pueden compartimentarlo en estructuras como las vacuolas, neutralizando un
posible efecto fitotdxico de este nutriente en la planta huésped (Calabrese et al., 2016). En el
caso de la expresién regulada positivamente de genes acuaporina, podria asociarse a que la
planta aumenta su permeabilidad al agua y esto permite una mayor tasa de flujo de agua
transcelular (Kikuchi et al., 2016). Ademas, la expresion de NIP potencialmente puede actuar
como un sistema de transporte de baja afinidad para el nitrégeno en forma de amonio o
amoniaco (Uehlein et al., 2007). Evaluar la expresion de los genes LEA permite determinar si la
simbiosis con los HMA puede alterar el patrén de acumulacion de estas proteinas bajo estrés
por sequia y si tales alteraciones funcionan en la proteccién de las plantas huésped (Kumar et
al., 2019).

5.4. CONCLUSION

Los genes HAK, PHT, AMT, LEA y NIP presentaron su pico de expresion a los 15 dias de la
inoculacion con los HMA nativos, y en las plantulas tratadas con HMA comerciales presentaron
el pico de expresion a los 60 dias de aclimatizacion. Estos resultados sugieren que la simbiosis
con los HMA mejora la absorcion de nutrientes y transporte de agua y esto se traduce en un

mejor desempenfio en las plantulas y en una mejora en la sobrevivencia.
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CAPITULO VI

ACLIMATIZACION DE PLANTULAS DE COCOTERO CON DIFERENTES MEZCLAS
DE SUSTRATO A BASE DE FIBRA DE COCO Y HMA

6.1. INTRODUCCION

La etapa de aclimatizacién implica la transferencia de las plantulas a un ambiente de transicion,
donde un aumento en la luz o temperatura y bajos porcentajes de humedad provocan efectos
adversos para los procesos fotosintéticos y de desarrollo de las plantulas (Kumar y Rao, 2012).
Por lo que, un modo para disminuir estos efectos es la implementacion de una etapa de pre-
aclimatizacion utilizando un sustrato con alta capacidad de retencion de humedad, es decir,
primero un periodo de adaptacion ex vitro seguido de un periodo de aclimatizacion (PospiSilova
et al., 1999). El sustrato utilizado para la aclimatizacion de plantulas de cocotero
micropropagadas estd constituido por arena, suelo y turba (Saenz-Carbonell et al., 2016), y
recientemente sustratos micorrizicos (Gomez-Falcon et al., 2023), sin embargo, debido a que la
turba es un recurso limitado, el uso de sustratos a base de coco (polvillo y fibra) est4 cobrando
cada vez mas importancia en la agricultura por sus multiples ventajas, entre ellas, una mayor
retencion de agua, a diferencia de otros sustratos (Masquelier et al., 2022). Este sustrato esta
hecho de cascara y fibras cortas del mesocarpio de la nuez de Cocos nucifera, siendo un
subproducto de la industria del cocotero (Mariotti et al.,, 2020). Diferentes autores han
comparado los sustratos de coco con otros sustratos (perlita, lana de roca, aserrin) utilizados
en el cultivo de hortalizas en invernadero, encontrando mejores resultados en el rendimiento y
productividad de los cultivos, asi como, una mejora en la estructura del suelo, almacenamiento
de agua y nutrientes (Mastouri et al., 2005; Gomez-Bellot et al., 2020). Existe evidencia que
indica que el uso de diferentes mezclas de sustratos a base de fibra de coco también favorece
la sobrevivencia, por ejemplo, en la aclimatizaciéon de Elaeis guineensis Jacq. se observaron
mejores resultados con mezcla de un sustrato comercial a base de coco con vermiculita y turba
comercial (Sparjanbabu et al., 2020). Adicionalmente, los sustratos pueden verse favorecidos
por el uso de microorganismos como mejoradores (Cortés-Patifio et al., 2015). Entre los
microorganismos del suelo, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) establecen relaciones
simbidticas con las plantas, mejoran las propiedades del suelo, promueven el desarrollo
radicular, la adquisicion de nutrientes y las propiedades fisioldgicas de la planta, confiriendo

incluso cierta tolerancia a la planta frente a estrés ambiental (Berutti et al., 2016). Por lo tanto,
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en este trabajo se evaluaron diferentes mezclas de sustratos a base de coco y HMA en el

establecimiento de un sistema de pre-aclimatizacion de plantulas de cocotero en invernadero.
6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Sitio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del invernadero 1 del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. en Mérida Yucatan y en el laboratorio de cocotero
durante el periodo de noviembre 2021-enero 2023. La temperatura del invernadero fue de 30.4
+ 2.0 °C y la humedad relativa fue de 53.9 + 17.2 % con picos de temperatura de hasta 45 °C y
humedad inferior al 30 %. Para este experimento, se colocé una malla sombra en la parte
lateral del invernadero. Las condiciones del cuarto de cultivo fueron, temperatura 27 = 2.0 °C,
humedad relativa (65-75 %) y fotoperiodo de 16 h (45-60 pmol-m2.s’* PPFD).

6.2.2. Material vegetal y biolégico

Se utilizaron plantulas de cocotero de la variedad Alto de Pacifico Mexicano seleccionadas por
altura uniforme (10-12 cm), 3-5 hojas bifidas y 2-5 raices primarias con presencia de raices

secundarias.
Se utilizé un ind6culo de HMA nativo de la rizosfera de cocotero.

Se utilizaron dos sustratos comerciales de coco (Hydroenviroment), el primero fue polvillo de
coco al 100 % y el segundo fue fibra de coco (50% fibra, 50% polvillo) y un sustrato local

compuesto por turba, arena y suelo.
6.2.3. Pre aclimatizacion de plantulas de cocotero
Experimento 1.

Se establecié un sistema de pre-aclimatizacion, durante 30 dias en cuarto de cultivo bajo
condiciones controladas, utilizando charolas forestales y polvillo de coco estéril (100 %),
previamente hidratado en una solucion mineral (Anexo 6) durante 20 minutos. Posteriormente,

se transfirieron a bolsas de vivero utilizando un sustrato compuesto por arena, suelo y HMA.

Se utilizaron 20 plantulas en cada caso, para el grupo control, las plantulas se trasplantaron en

charolas durante 30 dias en condiciones de invernadero y luego se trasplantaron a bolsa de
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vivero. Para la aclimatizacién de las plantulas se utilizé el procedimiento descrito en el capitulo
Il con algunas modificaciones; en este caso, no se realizaron los cortes a la bolsa que se
coloca como cubierta, al momento del trasplante, se realizaron progresivamente y se
mantuvieron cubiertas durante 3 semanas. El seguimiento al crecimiento y sobrevivencia de las

plantulas se realizé durante seis meses.

6.2.4. Aclimatizacion de plantulas de cocotero con diferentes mezclas de sustratos a

base de fibrade coco y HMA
Experimento 2.

Para este experimento, las plantulas se aclimatizaron directamente en el invernadero. Se
utilizaron 10 plantas por cada tratamiento, donde se monitore0 el crecimiento y la sobrevivencia
de las plantulas. Se consideraron cuatro tratamientos, 1) Sustrato compuesto, 2) Sustrato
compuesto y fibra de coco (1:1), 3) Fibra de coco, sustrato compuesto y HMA y 4) Sustrato
compuesto modificado (arena, suelo, fibra de coco). El seguimiento se realiz6 durante seis

meses en invernadero.
6.2.5. Evaluacién del crecimiento y sobrevivencia de las plantulas

La sobrevivencia se monitore6 mensualmente por conteo directo, y para el crecimiento de las

plantulas se midié la altura de planta (cm), el diametro del tallo (cm) y el area foliar (cm?).
6.2.6. Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron con un disefio experimental completamente aleatorio. El

analisis de datos se evallo por un ANOVA simple y andlisis de medias por Fisher.
6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Previo a los resultados que se presentan en este capitulo, se realizaron tres experimentos para
establecer las condiciones de aclimatacion (establecimiento de trasplante en charola, riego,

selecciéon de mezclas de sustratos, entre otras variables) (datos no mostrados).
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6.3.1. Efecto de la pre-aclimatizacion en la sobrevivencia y crecimiento de plantulas de
cocotero

Los resultados de la sobrevivencia de las plantulas de cocotero pre-aclimatizadas se muestran
en la Figura 6.1.
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Figura 6.1.Sobrevivencia de plantulas después de 6 meses del trasplante. Cada linea representa la
media de 20 plantas por tratamiento. Letras diferentes representan diferencias significativas. Ambos
grupos de plantulas se colocaron en charola durante 30 dias, un grupo bajo condiciones controladas y el
otro grupo en el invernadero.

A los 30 dias, las plantulas pre-aclimatizadas presentaron una sobrevivencia de 100 %, y las
plantulas que no se pre-aclimatizaron tuvieron una sobrevivencia de 90 % (Figura 6.1). Reyes-
Lopez et al. (2016), reportaron resultados similares de sobrevivencia (93.6 %) en las plantulas

de vainilla planifolia pre-aclimatizadas bajo condiciones controladas de luz, temperatura y

humedad, sin embargo, durante la aclimatizacion, reportan una sobrevivencia de 88.18 %.

Durante la aclimatizacion (trasplante a bolsas de vivero), las plantas pre-aclimatizadas
presentaron una sobrevivencia de 80 %, resultados similares se obtuvieron en otros
experimentos de aclimatizacion donde se obtuvo una sobrevivencia de 80 % en el grupo
control, sin embargo, se considera que esta etapa promueve una mejor robustez en las plantas

y un rapido crecimiento de raices (Figura 6.2). Las plantulas que no se pre-aclimatizaron
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presentaron una sobrevivencia del 40 % después de cinco meses de aclimatizacién. Esta
diferencia podria asociarse a las condiciones bajo las cuales se realiz6 el proceso de
aclimatizacion, debido a que las plantulas primero se trasplantaron en charola en invernadero,
posteriormente, se trasplantaron a bolsas de vivero, lo que pudo ocasionar algun tipo de estrés.
Después del trasplante a bolsa, en las plantulas que se mantuvieron en charola durante 30 dias
en el invernadero se observaron hojas secas y marchitez, en contraste, las plantulas que se
pre-aclimatizaron en charola bajo condiciones controladas se observaron con una mejor

robustez y sin dafo aparente.

Figura 6.2. Plantulas de cocotero con raices. A) Al momento del trasplante en charola. B) Crecimiento
después 30 dias de pre-aclimatizacion en charola utilizando polvillo de coco como sustrato.
Respecto al crecimiento de las plantulas, no hubo diferencias significativas en la altura y
didmetro de las plantas. A los 180 dias, las plantulas pre-aclimatizadas presentaron una altura
de 25.9 = 8.5 cm (Figura 6.3A) y un diametro del tallo de 0.86 - 0.93 cm (Figura 6.3B). El area
foliar, increment6 significativamente (69.0 + 18.5 cm?) en las plantulas pre-aclimatizadas a
diferencia de las plantulas que se mantuvieron en invernadero desde el dia 0 (34.0 + 13.2 cm?)

(Figura 6.3C).
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Figura 6.3. Evaluacion de parametros de crecimiento de las plantulas después de 180 dias de
trasplante. Cada linea representa la media de 20 plantas por tratamiento + D.E. A) Altura de planta, B)
Diametro de tallo, C) Area foliar. Letras diferentes representan diferencias significativas.

6.3.2. Efecto de las diferentes mezclas de sustrato de coco en la aclimatizacion de

plantulas de cocotero

En las plantulas donde se utiliz6 sustrato compuesto (control) la sobrevivencia fue de 80 %,
para el caso de las plantas con fibra de coco y sustrato compuesto la sobrevivencia fue de 90
%. La sobrevivencia de las plantulas donde se uso fibra de coco, sustrato compuesto y HMA
fue 90 % y las plantulas con sustrato compuesto modificado fue de 80 % (Figura 6.4).
Resultados similares de sobrevivencia se obtuvieron en otros experimentos donde se
inocularon HMA (87-92 %), esto valida los resultados obtenidos cuando se utilizan HMA y se
demuestra el efecto benéfico del uso de fibra de coco en la aclimatacion de plantulas.
Hernandez-Meneses et al. (2018), reportaron resultados similares de sobrevivencia (93 %) en
las plantulas de Vriesea heliconioides adicionando fibra de coco al sustrato. Sin embargo, en el

grupo control (sustrato compuesto) se habia reportado una sobrevivencia maxima de 67 a 77
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%, a diferencia de este experimento, esto podria atribuirse a un mejor control de las plantas y
de mantenimiento en las instalaciones del invernadero, debido a que se colocé una malla
sombra en la parte lateral.
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Figura 6.4. Sobrevivencia de plantulas de cocotero aclimatizadas en invernadero con diferentes mezclas
de sustratos. Letras diferentes representan diferencias significativas. El sustrato compuesto se consideré
el grupo control.

La altura de las plantas incrementé en promedio a 19.37 cm, siendo el sustrato compuesto
(21.0 £ 3.98 cm) y la fibra de coco con sustrato compuesto (20.0 + 5.01 cm) los mejores
tratamientos (Figura 6.5A). El diametro de tallo inicial fue de 0.87 cm e increment6 1. 23 veces
durante los seis meses en invernadero, siendo el tratamiento de fibra de coco mas sustrato
compuesto el de mayor incremento (1.48 veces) (Figura 6.5B). El area foliar fue el parametro
con mejor respuesta respecto al valor inicial, en este caso, el tratamiento de fibra de coco mas
sustrato compuesto y fibra de coco mas sustrato compuesto mas HMA tuvieron un incremento

superior a los otros tratamientos, 3.83 y 3.88 veces, respectivamente (Figura 6.5C).
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Figura 6.5. Pardmetros de crecimiento de las plantulas después de 6 meses de aclimatizacion. Cada

columna representa la media de 10 plantas por tratamiento + D.E. A) Altura de plantas, B) Diametro de

tallo, C) Area foliar.

Sparjanbabu et al. (2020) realizaron un estudio en Elaeis guineensis a partir de embriones
cigo6ticos maduros, donde las plantulas fueron aclimatizadas utilizando ocho medios sin suelo y
sus combinaciones, después de 60 dias de crecimiento en el medio sin suelo (vermiculita,
cocopeat y soilrite) no encontraron efectos significativos entre tratamientos, sin embargo,
mostraron mejores resultados en términos de caracteres morfolégicos de la planta como
longitud del brote, longitud de la raiz, nimero de hojas, largo de hoja y ancho de hoja. En un
estudio realizado por Gomes et al. (2015), evaluaron la sobrevivencia de plantulas de Elaeis
guineensis obtenidas de embriones somaticos que carecian de raices para mejorar los niveles
de enraizamiento, las cuales aclimatizaron en una mezcla de sustrato comercial, constituido por
fibra de coco y turba, suplementadas con acido indol-3-butirico (IBA), en sistema bifasico de
medio de cultivo y sin carbon activado obteniendo una sobrevivencia de 82.1 % similar a
nuestros resultados. Rabeh et al. (2021) menciona un estudio de aclimatizacién en Phoenix
dactylifera, bajo tres sistemas de cultivo, aspersion foliar y riego con sorbitol y acido salicilico,

usando como sustrato una mezcla de fibra de coco y tierra suave, la tasa de sobrevivencia fue
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de 91 % después de 3 semanas, momento en el cual las plantas tenian hojas bien
desarrolladas. En otro estudio donde utilizaron hongos micorrizicos y sustratos a base de fibra
de coco y polvillo de coco, en plantulas de Zingiber spectabile Griff, midieron el potencial de
HMA aislados y combinados Glomus etunicatum y la mezcla de G. etunicatum con Gigaspora
margarita, demostrando que la sobrevivencia incremento después del periodo de aclimatizacion
casi al 100 %, pero el desarrollo de las plantulas fue menor que el grupo control (Oliveira et al.,
2010).

6.4. CONCLUSION

La etapa de pre-aclimatizacion en charola bajo condiciones controladas promovié 100 % de
sobrevivencia en las plantulas de cocotero micropropagadas, después de 30 dias y una mejor
respuesta en el area foliar después de 180 dias.

Las plantulas de cocotero que se aclimatizaron con las diferentes mezclas de sustratos tuvieron
una sobrevivencia de 90 % en los tratamientos donde se integr6 fibra de coco y HMA, sin

embargo, no hubo cambios significativos en el crecimiento de las plantulas.
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CAPITULO VII

DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
7.1. DISCUSION GENERAL

El objetivo de este trabajo fue evaluar un inéculo de HMA nativos (de duna costera de la
peninsula de Yucatan), compuesto por arena, raicillas y propagulos infectivos en el desarrollo
de plantulas de cocotero en invernadero, comparado con un indculo comercial (Endo Rhyze,
Mini Pug, México). Con anterioridad se han realizado estudios para evaluar la sobrevivencia de
plantulas de cocotero a partir de embriones cig6ticos. En general, aunque se han hecho
esfuerzos para aumentar la tasa de sobrevivencia, no se ha establecido un protocolo eficiente
de aclimatizaciéon en términos econdémicos y comerciales. Por lo que, la inoculacion de HMA
durante la etapa de aclimatizacién incrementa la sobrevivencia y el acelera el crecimiento de
las plantulas de cocotero, resultados similares han reportado en otras palmeras como E.

guineensis y P. dactylifera (Schultz, 2001; El Kinany et al., 2019).

En una primera etapa evaluamos la adicién exdégena de reguladores de crecimiento in vitro
para la promover un mejor desarrollo de raices en plantulas de cocotero con la finalidad de
lograr una interaccion funcional con los HMA. Los reguladores de crecimiento juegan un papel
esencial en el crecimiento y desarrollo de raices, principalmente en raices laterales. Sin
embargo, a pesar de que hubo una promocién en el crecimiento de raices primarias y laterales,
entre los tratamientos con NAA, SNP y controles, no sucedié un cambio significativo. Durante la
discusion del capitulo Il, sugerimos de acuerdo con otros estudios, que la concentracion de
ambos reguladores fue un factor que influy6é en el desarrollo de las raices, sin embargo, otros
factores asociados a este proceso estan relacionados con el pH del medio de cultivo, debido a
que puede afectar la respuesta de enraizamiento, segun Evans et al. (1980) y Pan y Staden
(2002), el pH acido promueve el alargamiento de las raices. Por otro lado, los medios de cultivo
en los que se subcultivan los diferentes tejidos durante el proceso de micropropagacion,
contienen otros reguladores de crecimiento (2,4-D, BA y GAs) que son de utilidad en otras
etapas, pero, pueden inhibir la formacién de raices, principalmente raices laterales (Gou et al.,
2010; Mao et al., 2020), este fendbmeno se asocia a una liberacién de estas sustancias ain en
los medios libres de reguladores de crecimiento (Meijer et al., 1999). Hasta ahora, se conoce
gue el NAA y el SNP promueven el crecimiento de raices, sin embargo, aun no se ha elucidado

la relacion entre 2,4-D, BA, GAs, - NAA 'y SNP en el crecimiento de raices, entonces, es posible
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gue la liberacion de estas sustancias haya interferido negativamente el efecto de los

reguladores evaluados.

Previo a los experimentos de aclimatizacidn, realizamos algunas evaluaciones a los HMA
nativos que incluyeron la abundancia de especies, el potencial infectivo, porcentaje de

colonizacién y la validacion taxénomica de las especies.

El porcentaje de colonizacion de las raices en los HMA nativos al momento de la aclimatizacion
fue 60.6 + 3.21 %, de acuerdo con Torres-Arias et al. (2017), se considera un valor alto cuando
supera el 50 %. El tipo de morfologia de colonizacion que se observo posiblemente esté
asociado al tipo Paris-Arum, debido a que se encontraron pocas estructuras arbusculares y
mayor presencia de coils, resultados similares se han reportado en otras especies de palmeras
(Dreyer et al., 2010).

Se encontraron 13 especies de HMA, Dominikia aurea, Glomus glomerulatum, Rhizoglomus
microaggregatum y Sclerocystis sinuosa se consideran nuevos registros para el cultivo de
cocotero y recientemente se reportaron por Lara-Pérez et al. (2020); particularmente, G.
glomerulatum se considera una especie generalista debido a que se ha detectado en diferentes
hospederos y condiciones ambientales (Torres-Arias et al., 2018). Con anterioridad se han
evaluado en diferentes cultivos (Quifiones-Aguilar et al., 2016; Hibilik et al., 2018). Las especies
Glomus aggregatum y Claroideoglomus etunicatum son conocidas como especies generalistas,
ampliamente distribuidas en sistemas de cultivo mixto, incluido cocotero (Rajeskumar et al.,
2012). Entrophospora infrequens y Acaulospora alpina también han sido reportadas en algunos
ecosistemas (Polo-Marcial et al., 2021). La diversidad especies encontradas podria atribuirse a
la diferencia en habitat, factores ambientales vy fertilidad del suelo en cada sitio de muestreo.
Esta variabilidad podria representar una ventaja desde el punto de vista agronémico debido a
gue la planta de cocotero tiene un sistema de raiz que carece de pelos de raiz y esto limita el
trasporte agua y nutrientes, principalmente fésforo, por lo que, la asociacion con una mezcla de

especies de HMA podria ser més efectivo para las plantas.

Con respecto a la abundancia de las especies, las esporas de Entrophospora infrequens y
Glomus sp. fueron las especies con una mayor ocurrencia, con un 30 y 24 % respectivamente.
Con anterioridad el género Glomus se ha reportado como una especie dominante para el

cultivo de cocotero (Nivedha et al., 2019). Las otras especies se encontraron con menor
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frecuencia, por ejemplo, Acaulospora sp. con un 18 %, Acaulospora alpina con un 12 % y el

resto de las especies se observo una frecuencia relativa menor al 6 %.

Por otro lado, utilizamos un inoculante comercial formulado por R. intraradices y E. colombiana,
especies ampliamente distribuidas en diferentes ecosistemas y huéspedes (Polo-Marcial et al.,
2021), algunos autores mencionan que la interaccion micorrizica en plantas invasivas o
naturalizadas, como el cocotero, se genera principalmente con especies generalistas, tal es el
caso de R. intraradices (Moora et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que esta especie es
altamente infectiva, es decir, que tiene la capacidad de penetrar e invadir la raiz intensamente
(Tapia-Goné et al., 2010). Nava-Gutiérrez et al. (2011) realizaron un estudio en plantas de
papaya bajo un sistema hidropénico en diferentes concentraciones de fésforo, encontrando
resultados favorables en el uso de esta especie (R. intraradices).

Posteriormente, realizamos diferentes estudios de aclimatizacion en invernadero donde
evaluamos diferentes etapas de crecimiento de las plantulas y el efecto de la inoculacion por
HMA, asi como el uso de diferentes mezclas de sustratos; monitoreamos la sobrevivencia y
crecimiento de las plantulas hasta por 12 meses, bajo condiciones de invernadero. De acuerdo
con los resultados de aclimatizacion utilizando plantulas en dos etapas de crecimiento,
encontramos que las plantulas de menor tiempo en cultivo in vitro, no tuvimos éxito, adn con la
inoculacion de los HMA, debido a que carecen de un sistema de raices bien desarrollado, esta
ausencia de raices secundarias y terciarias, no permitié la interaccion con los HMA, se conoce
gue la simbiosis de los HMA se origina en las células corticales de las raices laterales

principalmente.

Las plantulas utilizadas para los experimentos de aclimatizacion fueron seleccionadas
previamente con base en altura de planta y el nimero de raices, caracteristicas similares
reportaron Pech-Aké et al. (2004), estos autores observaron que el éxito en la sobrevivencia
esta directamente relacionado con la cantidad de hojas bifidas y numero y longitud de raices al
momento del trasplante. En nuestro caso, la sobrevivencia mas alta se observé en las plantas
inoculadas con HMA nativos (87-92 %) y en los tratamientos donde se adicioné fibra de coco y
HMA en el sustrato compuesto (90 %), a diferencia de los HMA comerciales (67-77 %), estos

resultados son consistentes con los patrones de colonizacion.

Estudios previos han demostrado que los beneficios de los HMA dependen de la combinacion

de taxones de plantas, taxones fangicos y condiciones ambientales, por lo que, se ha hecho
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énfasis en los HMA nativos, ya que se ha reportado que confieren mejores beneficios que las
especies exdticas o introducidas y ayudan a la restauracion de especies de plantas nativas
(Emam, 2016). Con base en lo anterior, en este trabajo se encontré que las plantas inoculadas
con HMA nativos ademas de mejoran significativamente la sobrevivencia, tienen un efecto en el
crecimiento similar o igual a las plantas inoculadas con los HMA comerciales, en términos de

altura, didmetro y area foliar después de 12 meses de inoculacion.

De forma general los pardmetros de crecimiento evaluados en este trabajo no aumentaron en
las primeras etapas de crecimiento (1-3 meses en invernadero), su desarrollo se observo en las
etapas posteriores de crecimiento (a partir de los seis meses), esto se explica si se considera
gue el cocotero es un cultivar de crecimiento lento (Talavera et al., 2005). Senarathne e
llangamudali (2018), realizaron un estudio con plantas de cocotero inoculadas con HMA
comerciales y encontraron un patron similar en el crecimiento de las plantas, hubo un efecto

significativo después de 7 meses del establecimiento de las plantas.

Evaluamos dos pardmetros fotosintéticos (fluorescencia de la clorofila y fotosintesis). La
clorofila juega un papel importante como indicador de la calidad de las plantas durante la
aclimatizacion (Matysiak y Gabryszewska, 2016), y durante la aclimatizacion las plantulas
micropropagadas desarrollan una maquinaria fotosintética funcional (Kapoor et al., 2008).
Nuestros resultados de fotosintésis no mostraron diferencias signficativas, en promedio se
obtuvé 12.1 + 2.8 umol-CO2:m2.st a los 180 dias de aclimatizacién, sin embargo, estos
resultados son superiores al estudio de Talavera et al. (2005) en plantas de cocotero
aclimatizadas en invernadero bajo diferentes condiciones de luz y temperatura. Fuentes et al.
(2005) realizaron un estudio en plantulas de cocotero con diferentes concentraciones de
sacarosa y obtuvieron 7 umol-CO,-m?-s* después de 60 dias. Es importante mencionar que la
fluorescencia de la clorofila se utiliza para determinar la eficiencia fotoquimica de las plantas
ante diferentes condiciones ambientales (Rodriguez-Torressi et al.,, 2014). Existen dos
indicadores indirectos del fotosistema Il (PSIl) y su relacion con la fotosintesis neta (F/Fm y
Plabs), de acuerdo con los datos obtenidos hasta 180 dias, el indice de potencial fotosintético
(Plabs) fue de 4.9. EIl Plas, proporciona informacion sobre estado del aparato fotosintético, en
sus tres procesos, eficiencia fotoquimica primaria (F./Fn), eficiencia de conversién de energia
en la fase oscura de la fotosintesis y densidad de los centros de reaccién activos en la clorofila
(Ceacero et al., 2012). Por otro lado, la relacién F./Fn, permite reconocer plantas no estresadas
cuando su valor se encuentra entre 0.7 y 0.8, nuestros resultados estuvieron al margen de este

rango (0.735), comparado con los resultados obtenidos por Talavera et al. (2005), son
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ligeramente mas altos, ya que indican que después de los 60 dias se obtienen valores
inferiores a 0.790 en plantas aclimatizadas de cocotero, siendo un indicativo de algun tipo de

estrés, una vez establecidas en el invernadero.

Establecimos un experimento para relacionar la expresion de genes inducibles a la absorcion
de nutrientes y agua, los resultados mostraron dos patrones entre los dos tratamientos de
HMA, por un lado, la expresion de los genes en el tratamiento con los HMA nativos mostré un
aumento importante desde los primeros dias de la aclimatizacién (15 dias), que disminuy6
drasticamente en los periodos subsecuentes, mientras que, en la expresion de los genes ante
la inoculacion de los HMA comerciales fue mas lenta, estos resultados se asocian con los
patrones de colonizacion de los HMA observados en el capitulo 1V, y es consistente con los
resultados obtenidos de la sobrevivencia de las plantulas bajo la inoculacion de los HMA
nativos. Es posible que debido a la diversidad de especies en los HMA nativos permita que
algunas especies colonicen mas rapido, mientras que, el resto requiera mas tiempo para
establecer una simbiosis funcional, sin embargo, el producto comercial esta constituido por una
especie altamente infectiva, que al parecer permite un mejor crecimiento en etapas mas

avanzadas del desarrollo de las plantulas.

Finalmente, evaluamos una etapa de pre-aclimatizacion en plantulas de cocotero bajo
condiciones controladas de luz, temperatura, y humedad, seguido de la aclimatizacion en
invernadero. Esto debido a que en las primeras dos semanas de adaptacion, las plantas sufren
diferentes cambios (necrosis de hojas, hojas secas, contaminacion por hongos, marchitez)
(datos no mostrados), es posible que sea parte del cambio drastico de condiciones de asepsia
in vitro al trasplantar a ex vitro, sin embargo, no siempre es letal, debido a que las plantulas
estan provistas por una bolsa transparente con orificios durante los primeros dias, Orense et al.
(2011) mencionan que es una estrategia adecuada para la adaptacion de las plantas, sin
embargo, al retirar la bolsa, las plantas se someten a un estrés ambiental mayor, por lo que,
consideramos que la implementacion de una etapa de pre-aclimatizacion disminuiria el dafio en
las plantas. Entonces, después de esta etapa las plantulas alcanzaron una sobrevivencia del
100 %, un mejor crecimiento de raices y se observaron mas robustas y sin dafio. Después de la
aclimatizacion, la sobrevivencia fue de 80 %, similar a los resultados obtenidos en otros

experimentos y un efecto en el crecimiento.

Ademas, evaluamos el uso de diferentes mezclas de sustratos a base de fibra de coco, en la

aclimatizacién, encontramos una respuesta similar en la sobrevivencia de las plantulas.
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Nuestros resultados son similares a Sparjanbabu et al. (2020) donde utilizaron mezclas de

sustratos con fibra de coco en palma aceitera.

7.2. CONCLUSIONES

En este estudio pudimos validar que la aplicacion de los HMA nativos y comerciales tuvo un
efecto benéfico en la aclimatizacion y el desarrollo de plantulas micropropagadas de cocotero
bajo condiciones de invernadero.

El patron de colonizacion y la expresion de los genes asociados a la absorcion de nutrientes
sugieren que la simbiosis con los HMA nativos puede mejorar la absorcion de nutrientes y
transporte de agua y esto se traduce en un mejor desempefio en las plantulas y en una mejora

en la sobrevivencia.
7.3. PERSPECTIVAS

Se sugiere realizar mas ensayos que incluyan evaluaciones en campo, estudios con diferentes
etapas de crecimiento de las plantulas y la inoculacién de especies monospoéricas para asociar
la especie o0 especies que estan colonizando mas rapidamente y mejorando la sobrevivencia de

las plantulas.

Es recomendable que se considere previo a la aclimatizacion de las plantulas un pre-
tratamiento con los promotores de crecimiento evaluados (NAA y SNP) en las concentraciones
y combinaciones adecuadas para promover un mejor desarrollo radicular en plantulas menos
desarrolladas y la implementacion de la etapa de pre-aclimatizaciébn baja condiciones
controladas utilizando una mezcla de sustrato compuesto, fibra de coco y HMA nativos, como
parte del protocolo de aclimatizacién ya establecido, para promover una mejor respuesta de las

plantulas fuera del cultivo in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1. Genes inducibles en la simbiosis micorrizica arbuscular.

Gen inducible

Nutriente Especie Flingico Vegetal
Hordeum vulgare HvPTS8
Lotus japonicus LjPT3
Lycopersicon esculentum LePT4
Medicago truncatula MtPT4
Fosfato Oryza sativa OsPT11
Solanum tuberosum StPT3
Zea mays ZmPT6
Glomus versiforme GVvPT
Glomus intraradices GiPT
Medicago truncatula MtAMT1;1
Oryza sativa OsAMTS3;1
Glomus intraradices GIintAMT1
Lycopersicon esculentum LeNRT2;3
. Medicago truncatula Nmato_ no
Nitrogeno en caracterizado
forma de amonioy Lotus japonicus LJAMT2;2
nitrato GmMAMT3;1,
Glycine max GmAMT4;4,
GmAMT4;1,
GmAMT1;4
Sorghum bicolor SbAMT3;1
Oryza sativa OsPTR2
Medicago truncatula Inter.c'amb|ador
cationico/H+
Potasio Solanum lycopersicum SIHAK10
Lotus japonicus LiKUP
Rhizophagus intraradices RiIHAK
Glycine max GmPIP1; GmPIP2
Lactuca sativa LsPIP1; LsPIP2
Lycopersicon esculentum Nramp2
Medicago truncatula MINIP1
Oryza sativa NIP no
Agua caracterizado
(acuaporinas) Petroselinum crispum PcRb7
Phaseolus vulgaris PvPIP1;2
Petroselinum crispum PcTIP
Medicago truncatula MtTIP
Nicotiana tabacum NtAQP1
Rhizophagus intraradices  GIintAQPF1/2
Agua (dehidrinas)  Glycine max gmlea8
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Glycine max gmlealO

Lactuca sativa Isleal

Lactuca sativa LsLea
Azufre en forma Medicago truncatula MtSULTRs

de sulfato

Carbohidratos

Medicago truncatula

MtSUT1-1/2/4-1;
MtSt1; MtHextl

Solanum lycopersicum

SISUT?2

Rhizophagus intraradices

RIMST2
RiSUC1
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Anexo 2. Efecto de la inoculaciéon de HMA en la aclimatizacién de plantas micropropagadas mono y docotiledéneas.

Huésped Control Con HMA . Nivel de Especies de HMA F_ue,nte de Reference
incremento inoculo
Monocotiledbneas:
Kalopanax 75 82 1.09 Glomus and Acaulospora, Nativos Aggangan et al.,
septemlobus 2013
Arundo dona 85 100 1.17 R. intraradices Comerciales  Tauler et al., 2015
Gloriosa superba L. 76.6 91.1 1.18 A. laevis, G. mosseae Nativos Yadav et al., 2013
Agave grijalvensis 80 100 1.25 G. fasciculatum Comerciales ilangé-lgomez et
Chrysanthemum A. laevis, A. scorbiculata, . Hashem et al.,
dendranthemum 59.6 83.2 1.39 G. fasciculatum Comerciales 2014
Etlingera elatior . . . Da Silva et al.,
(Jack) 40 85 2.12 C. etunicatum, G. albida Cultivo puro 2017
Dicotiledéneas:
Coffea canephora 92.5 97.7 1.05 G. fasciculatum, G. clarum Cultivo puro Sggjalez etal,
G. margarita, A.
Melia volkensii 89.7 100 111 scroblcglata, G. mosseae, Natlvqs y Dushimimana et
G. etunicatum, comerciales al., 2022
G. intraradices
G. viscosum, Rhizophagus
Cynara cardunculus intraradices, G. viscosum . Trinchera et al.,
L. var. scolymus & 81.5 1.16 cultivos puros, G. Comerciales 2015
intraradices
Tetraclinis articulata 40 60 1.5 Glomus fasciculatum Cultivo puro  Morte et al., 1996
Capsicum annuum 60 100 166 G. a!bldum G. claroides, Nativos Estrada-Luna et al.,
G. diaphanum, 2003
A. laevis, A. scrobiculata,
E. colombiana, G.
Vitis vinifera L 45.3 85.6 1.88 gigantea, G. manihatis, S. Cultivo puro  Krishna et al., 2005
heterogama, G. manihotis,
G. mosseae, G. gigantea
Punica granatum L. 40 87 2.17 G. mosseag, A. laevis, G. Cultivo puro Singh et al., 2012

manihotis

92



ANEXOS

Anexo 3. Similitud de secuencias de nucleétidos de los diferentes genes con otras especies en

GenBank.

Nombre

Tamafo

(pb)

Especies con similitud en
accesiones GenBank

Query
cover (%)

Identidad
(%)

NIP1

PHT1;5

AMT3;3

HAKZ1;1

LEAL;4

1372

294

625

3489

742

Phoenix dactylifera NEP1-
interacting protein 1-like
(LOC103714528), mRNA

30

Elaeis guineensis inorganic
phosphate transporter 1-4
(LOC105055581), mRNA

100

Elaeis guineensis ammonium
transporter 3 member 1
(LOC105046176), mRNA

100

Elaeis guineensis probable
potassium transporter 11
(LOC105059880), transcript variant
X1, misc_RNA

91

Elaeis guineensis late
embryogenesis abundant protein
Leal4-A (LOC105040787), mRNA

91

88.64

94.56

95.70

94.60

92.14

Anexo 4. Curvas estandar de genes utilizados para las reacciones de qt-PCR.

LOG

y=-3.336x+31.8 15
10 R*=1 10

y=-3.225x+33.425
R*=0.9619
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Anexo 5. Eficiencia de los oligonucleétidos disefiados.

Oligonucleétido Intercepto m Eficiencia (%)
NIP1 -3.15 107.71
AMT3;3 -3.45 94.91
LEA1;4 -3.47 94.17
PHT1;5 -3.335 99.45
HAK1;1 -3.225 104.46

Anexo 6. Solucion mineral para hidratacion de polvillo de coco.

Quimico Cantidad (g/L)
NH4CI 26.8
KNOs 101.2

KCI 149.6

H>NaPO4 27.56

H3BO3 0.3092
MgSO. — 7H,0 24.8
MnSO, 0.848

Kl 0.832

CuSOq4 0.0248
ZnS0O4 — 7H0 0.72

NiCl>-6H20 0.0024
CaCly-2H,0 29.4
CoCly 0.024
Na:MoOs-2H>0 0.024
C10H14N2Na0sg-2H,0 3.724
Fe>S0O4-7H-0 15
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Tiamina
Piridoxina
1.-Acido nicotico
1.-Mio- Inositol
1.-Asparragina
Arginina

Glutamina

0.1012
0.1028
0.1
10
8.8
10
10
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