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1 INTRODUCCION

La especie Vaccinium corymbosum L. o cominmente |lamado arandano, es un frutal originario de
Norteamérica que llego a Chile en la década | os afios ochenta. Pertenece alafamilia Ericaceaey

al género Vaccinium.

El consumo de esta baya es muy tradicional en los paises del Hemisferio Norte, donde es
valorada no sblo por su sabor, sino también por sus propiedades medicinales. Los ardndanos son
unarica fuente de vitamina C, estimulantes de las defensas naturales del organismo y ademas un
potente antioxidante ya que tiene la capacidad de neutralizar aquellos radicales libres causantes
del dafio oxidativo de lipidos, proteinas, y acidos nucleicos. Proceso que se encuentra asociado al
desarrollo de enfermedades cancerigenas, cardiovasculares y neurodegenerativas. Sin embargo, la
concentracion de este compuesto antioxidante se ve influenciado por factores muy variados entre
los que destacan la genética del cultivar, la madurez de cosecha, las caracteristicas de lalocalidad

y manejo del cultivo.

La importancia de esta especie en nuestro pais radica en que debido a su rica geografia,
diversidad climatica y la produccion en contra estacion permite a Chile ser € principal
exportador de arandanos del hemisferio sur, y a nivel mundia ocupa € tercer lugar, después de
Estados Unidos y Canad&. Las superficies de arandanos en Chile se extienden desde la regién de
Coquimbo hasta la region de Aysén, con un total de 10.763 hectareas, donde la mitad de esta
superficie se encuentra en formacion. Esta temporada la produccion de este fruto registré una

alzadel 40%, seguin la Federacion de Productores Fruticolas.

Un punto necesario para seguir bien posicionados en e mercado es invertir en
capacitacion e incorporacion de nuevas tecnologias para mejorar la produccion, y asi lograr que
estas exportaciones cumplan notablemente con las exigencias del mercado, con esto que €
consumidor identifique el arandano chileno como un producto de primera calidad. Ademas se
necesita potenciar aquellas caracteristicas como pais proveedor confiable de fruta fresca de alta

calidad, libre de plagas y enfermedades. Para ello es necesario mejorar la cadena productiva



desde € viverista al exportador, puesto que, s desde €l vivero se logran plantas con alto
potencial productivo resistentes a soportar condiciones extremas con condiciones fitosanitarias
incomparables, sera posible extender e area de cultivo, llegando asi a establecer huertos en

lugares donde antes se pensaba imposible.

Por otra parte, la produccion de alimentos sanos obtenidos sin la utilizacion desmesurada
de agroquimicos y fertilizantes, es un punto clave, cada dia exigido y més valorado por |os paises
importadores. Como una aternativa a ello es la incorporaciéon y utilizacion de productos
denominados biofertilizantes, estos corresponden a uno o varios microorganismos del suelo y
pueden ser aplicados a la semilla o directamente al suelo con €l fin de incrementar su poblacion
parafacilitar la asociacion directa o indirectamente al sistema radical de las plantas, favoreciendo
su interaccién e incrementando el desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta huésped. Otra
caracteristica de los biofertilizantes es ser un producto inocuo tanto para el hombre como para €l
ambiente.

La especie Vaccinium corymbosum presenta una asociacion particular y especifica a
nivel radical con un tipo de hongo simbionte, la cual se denomina micorriza ericoide. La
utilizacion de este tipo de hongos como biofertilizantes es una opcién viable y con gran potencial
en la industria fruticola. La micorriza corresponde a una estructura especializada que se forma
por la asociacion de un grupo especifico de hongos con las raices de las plantas y cuya funcion

repercute en beneficios nutrimentalesy fisiol 6gicos para ambos organi Smos.

Se estima que contando desde la etapa de vivero con una fuente permanente de inéculos
de hongos micorricicos se genera un incremento en el desarrollo de las plantas, unamejora de la
produccion de fruta, y ala vez se evita la aplicacion excesiva de agroquimicos como fertilizantes
y plaguicidas, y ademas permite una mayor adaptabilidad a las nuevas éreas de cultivo. Es asi
como en Chile se hace necesario promover la innovacion de métodos efectivos para la
propagacion y transporte de indculos micorricicos del tipo ericoide, los cuales deben cumplir con
ciertas caracteristicas como por gemplo ser un método eficiente, amigable con € medio
ambiente, que sea fécil de manipular y transportar y, que permita ademas hacer un uso eficiente

del indculo a utilizar.



El innovar hoy es tener mejores cosechas mafiana, por ello los objetivos de esta investigacion

Son:

Objetivo general

Evauar esferas de alginato de calcio como transportador de propagulos micorricicos ericoides,

gue permitan mejorar € manejo e inoculacién en plantas de arandano.
Objetivos especificos.
v' Generar esferas de alginato de calcio con distintas densidades, que permitan una adecuada
mani pulacion, transporte y durabilidad del indculo.

v" Desarrollar inoculaciones micorricicas con la utilizacién de esferas de alginato de calcio.

v Determinar lafrecuencia e intensidad de colonizacién micorricica ericoide a nivel radical
de Vaccinium corymbosum inoculadas mediante la utilizacion de esferas de alginato de

calcio como transportador de indculo.

v' Evaluar parametros morfométricos en plantas de Vaccinium corymbosum inoculadas
mediante |a utilizacién de esferas de alginato de calcio como transportador de indculo.

Hipdtesis.

Ho: Las esferas de alginato de calcio no corresponden a un efectivo transportador de inéculos

micorricicos ericoides.

Hi: Las esferas de alginato de calcio corresponden a un efectivo transportador de indculos

micorricicos ericoides.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes de la familia Ericaceae.

Las plantas de la familia Ericaceae presentan una amplia distribuciéon geogréfica; estan
presentes en todos los continentes desde las zonas templadas a frias, con excepcion de la
Antértica, hasta las regiones montafiosas neotropicales donde alcanzan su mayor diversidad.
Estas constituyen una familia muy diversa, con cerca de 125 géneros y aproximadamente 4.500
especies (Kron et al., 2002; Luteyn, 2002).

Esta familia es uno de los componentes floristicos méas sobresalientes del neotrdpico, con
cerca de 45 géneros y 800 especies (Luteyn, 2002). Las zonas montafiosas del noroccidente de
Sudameérica, especiamente la vertiente pacifica de los Andes, son las mas diversas en este grupo
de plantas (Salinas y Betancur, 2007).

En cuanto a los requerimientos edafoclimaticos estos son muy particulares, ya que
prefieren los suelos acidos, con mucha aireacion, buen drenagje, pero que tengan un adecuado
abastecimiento de agua durante |la temporada de crecimiento. La mayoria de las especies requiere
de suelos con pH 4,0 a 5,2, liviano, con textura limosa a franco arenosa y abundante materia
organica (Buzeta, 1997).

La ausencia de pelos radicales es una de las caracteristicas més notables que posee ésta
familia de plantas, por lo cual la absorcién de agua y nutrientes la desarrollan raicillas de menos
de 100 um de didmetro, otra particularidad es que la absorcion de nitrdgeno como nitrato puede
generar toxicidad debido a una deficiencia en € funcionamiento de la enzima nitrato reductasa
(Read, 1996).

La evolucion de esta familia les ha conferido una condicién de plantas calcifugas, que
facilmente se intoxican con e calcio disponible en el suelo 0 agua de riego, s este elemento
escencial se encuentra en una concentracion mayor a su rango de tolerancia (Vega y Garciga,
2007).



Por otra parte, |a literatura presenta abundante evidencia de que las plantas de la familia
Ericaceae poseen una tendencia a la micorrizacion (Straker, 1996; Vega y Garciga, 2007),
habilitando a este tipo de plantas para colonizar habitats extremadamente deficientes en
nutrimentos minerales (y/o ambientes climaticamente adversos y que, en ciertas condiciones,
constituye una estrategia esencial para la sobrevivencia de la planta (Dixon, 2002). Este tipo de
micorrizacién corresponde a aguella que lleva por nombre ericoide, aunque algunas especies de
esta misma familia también pueden presentar micorrizas de tipo arbutoide y monotropoide
(Lopez y Fierro, 2002). Es por ello y debido a su ecologia que estas plantas se encuentran con
frecuencia como especies pioneras en sustratos volcanicos y de preferencia en deslizamientos de
tierray lava. Es asi como algunas especies del género Gaultheria forman verdaderas alfombras o
tapetes vegetales, |0 que responde a su habito de crecimiento de tipo rastrero (Luteyn, 1995).

2.1.1 Antecedentes de Vaccinium corymbosum L.

Vaccinium corymbosum L. comiUnmente Illamado “arandano” es un frutal menor nativo
de Norteamérica, pertenece a orden Ericales, familia Ericaceae, subfamilia Vaccinioideae,
género Vaccinium, subgénero Cynacoccus y forma parte del grupo de los berries (Pritts y
Hancock, 1992). El género Vaccinium es uno de los mas diversos de la familia Ericaceae,
abarcando cerca de 450 especies que se distribuyen principamente en e hemisferio norte
(Salinasy Betancur, 2007).

El arandano corresponde a un arbusto erecto, siempreverde, que dependiendo de la
especie, puede alcanzar alturas desde unos pocos centimetros hasta 5 metros, y los tallos pueden

tener una actividad productiva de 3 a4 metros (Lobos, 1990).

Las hojas son simples, se distribuyen en forma aterna en la ramilla, varian entre uno a
ocho cm en € largo y la forma puede ir de ovada a lanceolada. Tienen color verde palido y en
otofio desarrollan una pigmentacion rojiza. Hay estomas solamente en € envés de las hojas

encontrandose en densidades de 300 por mm cuadrado (Buzeta, 1997).



Laflor del ardndano esta compuesta por un ovario unido a céliz; tiene entre cuatro a
cinco celdas con uno o mas 6vulos en cada léculo; € pistilo consiste en un tubo filiforme que
termina en un estigma pequefio no modificado. Laflor tiene entre ocho a 10 estambres insertos en
la base de la corola. Florece generalmente en racimos axilares, pero también se pueden dar en
formatermina (Buzeta, 1997).

El fruto es una baya cas esférica, que dependiendo de la especiey € cultivar puede variar
en tamafio de 0,7-1,5 cm de didametro, con un notable y caracteristico color azul metalico.
Contiene 5 |6culos que son delineados por una pared de células simple, 1o que constituye €
endocarpio. Las semillas perfectas tienden a agruparse en la parte superior del gje del [6culo, con
las semillas imperfectas las cuales ocupan la porcion basal de este, se sugiere ademéas que el

numero de tubos polinicos puede ser insuficiente parafertilizar todos los 6vul os (Eck, 1986).

El sistemaradical del arandano es superficial, fibroso, de poca extension y se compone de
finas raicillas. Debido a que la raiz esta desprovista de pelos radicales, son las raices jovenes las
que efectdian la labor de absorcion. Esta situacion genera una capacidad de absorcion mucho
menor comparado con otras especies (Buzeta, 1997). Las células de la epidermis de éstas, se
encuentran asociadas bajo condiciones naturales a hongos simbiontes, pertenecientes a las

micorrizas ericoides, las cuales intervienen en el metabolismo del Ny el P (Buzeta, 1997).

En Chile se produce la mayoria de las variedades de arandano que se comercializan en €l
mercado mundial, las cuales se distinguen por aquellas que poseen un ato requerimiento de frio
invernal, entre estas se encuentran las variedades Bluecrop, Blueray, Elliot, Briggita, Toro y
Duke, por otra parte se encuentran aquellas que poseen un bajo requerimiento de frio invernal, las
variedades corresponden a O'Neal, Misty, Sharpblue, Cape Fear, Jewel, Biloxi, Jubilee (Mufioz
y Moreira, 2002).



2.1.2 Antecedentes de Gaultheria pumila (L.f.) D.J.Middleton.

Gaultheria pumila 0 cominmente conocida como “Chaura’ pertenece a la familia
Ericaceae y a género Gaultheria, con arededor de 115 especies de arbustos y subarbustos, se
encuentra muy extendido en las regiones templadas y tropicales. Se presenta tanto en los
hemisferios Norte y Sur, en e Antiguo y € Nuevo Mundo. Aproximadamente 43 especies se
encuentran en América Latina, entre ellas siete son endémicas de Brasil, 6 endémicas de la zona
de climatemplado de Argentinay Chile, y 30 endémicas de la region tropical de montafia que va
desde México hasta €l norte de Argentina (L uteyn, 2002).

Gaultheria pumila es una especie que crece habitualmente en los sectores andinos desde
los 400 hasta los 2500 m.s.n.m. entre Santiago y Magallanes. Es considerada como una especie

frecuente tanto en Chile como en Argentina (Hoffmann, 1991).

En cuanto a su boténica, este es un arbusto bajo, de ramas tendidas, que a menudo crece
en formas acojinadas. Tiene hojas simples, alternas, coriaceas, de 3 a7 mm de largo, con el borde
entero o finamente dentado y e 4pice un tanto agudo. Sus flores son axilares de 3 a 5 mm.,
solitarias y pedunculadas. Presenta un céliz de 5 divisiones, corola acampanada, globosa con 5
|6bulos doblados hacia fuera y 10 estambres. Posee un estilo largo y un estigma capitado. Su
floracion comienza en diciembre y finaliza en el mes de marzo (Hoffmann, 1991). Su fruto
comestible, es una baya globosa de 5 a 10 mm de diametro, de color blanco a rosado con

numerosas semillas, posee ademas un intenso aromay agradable sabor (Sleumer, 1999).

Esta especie presenta distribucién natural en Chile y se caracteriza por la capacidad de
establecer una simbiosis a nivel radical denominada micorriza ericoide, 1o cual se evidencia por
la presencia de enrollamientos hifales en las células corticales de laraiz (Medina, 2009).

Medina, 2009 afirma que Gaultheria pumila, independientemente del lugar de colecta,
presenta altos niveles de colonizacién. Ademas afirma encontrar un mayor niUmero de esporas

de hongos micorricicos en larizosféra de |as plantas de esta especie.



2.2 Micorrizas: Antecedentes generales.

Existe una region del suelo definida como rizosfera donde se generan numerosas
interacciones entre las raices de la planta y los microorganismos del suelo, especiamente
bacterias y hongos. Muy probablemente, de todas las interacciones entre plantas y
microorganismos, la de mayor proyeccion nutricional es aquella que se presenta entre las raices
y los hongos del suelo, en forma de mutualismo que se conoce como micorriza. A diferencia de
lo que sucede con la fijacion biologica de nitrégeno, donde solo unas pocas familias,
principalmente leguminosas, presentan la asociacion simbidtica, se ha observado micorrizas en
més del 80% de las especies estudiadas, incluyendo practicamente todas las plantas de interés
agricolay forestal (Azcon-Bietoy Talon, 2000).

Las micorrizas son asociaciones mutualistas, altamente evolucionadas, entre los hongos
del suelo y las raices de las plantas. Los organismos que participan en esta asociacion son
miembros del reino Fungi (Basidiomycetes, Ascomycetes, Zygomycetes) y la mayoria de las
raices de las plantas. (Harley & Smith, 1983; Garcia et al., 2002). La simbiosis micorricica esta

restringida solo alos tejidos de la epidermis 'y corteza de raices en crecimiento primario.

Desde € punto de vista evolutivo, se ha llegado a la conclusion de que los vegetales para
colonizar las tierras emergidas hace unos 600 millones de afios atras, necesariamente debieron
recurrir a la simbiosis mutualista con hongos micorrizégenos, dado que la posibilidad de
nutrientes y agua era mucho menor que para €l caso de las plantas acuaticas, ancestros de las
primeras plantas terrestres y que, a parecer, no tenian las habilidades para obtenerlos en la
cantidad adecuada (Selosse y Le Tacon, 1998). Al igua que las plantas, los hongos
mi corrizdégenos han evolucionado adaptandose a ambientes especificos, donde expresan en mayor
grado sus caracteristicas de simbiontes, sin embargo, existen excepciones, donde € hongo puede

adaptarse a una gran gama de ambientes edafocliméticos (Selosse y Le Tacon, 1998).



Se debe tener presente que el desarrollo y actividad de los hongos micorricicos puede
verse afectado por diversos factores del sitio, y que ademés cada especie flingica (cepa o ecotipo)
tiene sus propias limitaciones ecoldgicas, existiendo por ello algunos més benéficos que otros en
determinadas condiciones ambientales. Por ello |la adecuada seleccion de las especies de hongos
micorricicos como simbiontes y su posterior manipulacién, tanto en laboratorio como en vivero,
pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento de muchas especies vegetal es
en campo (Honrubia et al., 1992; Marx et al., 1994).

Un factor importante del cual depende la presencia de micorrizacion corresponde a pH
edafico, esto debido a que si se encuentra fuera del rango de adaptacion del hongo, se pueden
afectar en forma negativa la distribucion desarrollo y funcion de muchas taxas de este tipo de
hongos. Dos son los efectos principales de un pH fuera de rango sobre el hongo micorrizégeno:
uno sobre la germinacion de sus esporas debido a una mayor o menor solubilidad de elementos
esencialesy toxinas, y otro sobre el funcionamiento de los procesos fungal es relacionados con la
absorcion de nutrientes minerales esenciales (Straker, 1996).

2.2.1 Tipos de micorrizas.

En la naturaleza existen seis tipos bien diferenciados de micorriza y su distribucién esta

influenciada por aspectos ecoldgicos relacionados con el clima, disponibilidad nutrimental y
especificidad hacia algunas familias de plantas (Alarcon et al., 2001).
Sin embargo otros autores afirman que se reconocen siete tipos de asociaciones micorricicas, en
las cuales participan diferentes grupos de hongos y plantas, y distintos modelos
morfofisioldgicos. Estos son: micorriza arbuscular (MA), ectomicorriza (EC), micorriza ericoide
(ER), micorriza arbutoide (AR), micorriza monotropoide (MN), ectendomicorriza (EE) vy
micorriza orquideoide (OR) (Brundrett et al., 1996).



Cuadro 1. Tipos de Micorrizasy sus caracteristicas.
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Tipo

Estructura caracteristica

Tipo de hongo

Planta hospedera
(general)

Ectomicorriza

Manto de hifas rodeando la
raiz; red de Hartig (Hifas
conectadas de crecimiento
intracelular en € interior de
la cortezaradical)

Basiodiomycetes,
Ascomycetes y
Ficomycetes.

Arboles, arbustos de

gimnospermas
angiospermas.

y

Ectendomicorriza

Puede existir manto aunque

Basidiomycetes vy

Arboles, arbustos de

no necesariamente; red de | Ascomycetes gimnospermas y
Hértig; espirales de hifas en angiospermas.
las células delaraiz.
Micorriza Manto; red de Hartig; | Basidiomycete Solo Ericales
Arbutoide espirdes de hifas en las
(Endomicorriza) célulasdelaraiz.
Micorriza Manto hifal; red de Hartig; | Basiodiomycete Solo Monotropaceas

Monotropoide
( Endomicorriza)

haustorio sin  ramificar;
micelio descolorido.

Micorriza Sin manto ni red de Hartig; | Ascomycetes Solo Ericales
Ericoide espirdes de hifas en la| (Basiodiomycetes
(Endomicorriza) céluladelaraiz. en algunos casos)
Micorriza Sin manto ni red de Hértig; | Basidiomycetes Solo Orquidéaceas
orquidioide espirales de hifas en las
(endomicorriza) células de la raiz; haustorio
sin  ramificar;  micelio
descolorido.
Micorrizas Sin manto ni red de Hartig; | Zigomycetes Arboles, arbustos,
arbusculares espirales de hifas en las gramineas y plantas

(endomicorriza)

células; haustorio
ramificado en su extremo
(arbuscul 0).

herbaceas;

plantas inferiores (algas

y helechos).
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(a)

Figura 1. Tipos de micorrizas, modificado por Deacon 1997.

Ectomicorrizas (ECM)(a), micorrizas arbusculares (AM)(b), micorrizas ericoides (c), micorrizas
orquidioides (d), micorrizas arbutéides (€), micorrizas monotropoides (f), arblscula (ar), arbutéide (ARB),
célula cortical (cc), espora (€), enrollamiento (er), haustorios (ha), manto fangico (m), micelio
extrarradicular (me), bolas (nov) y red de Hartig (rH).
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2.2.2 Micorrizas ericoides; Descripcion.

Clasicamente las micorrizas ericoides se describen como la asociacion gque se efectia
entre un hongo y la raiz de una planta perteneciente a las tribus Epacridaceae, Ericeae y
Stypheliodeae de lafamilia Ericaceae (Kron et al., 2002).

En cuanto a los micobiontes que participan en esta ssimbiosis han sido agrupados al
menos en dos clados de Ascomycetes: Los Leontiomycetes, mayormente representados por
especies del género Hymenoscyphus, y los Hypromycetes, representados por e género
Oidiodendron y sus teleomorfos Myxotrichum y Byssoascus (Beyoda, 2005).

Entre los hongos que forman micorrizas Ericoides y sus fitobiontes de la familia
Ericaceae hay una coevolucion difusa que varia en su intensidad en diferentes clados (Beyoda,
2005). Este tipo de micorriza posee estructuras fungosas intracelulares en las raices que, por |o
general, presentaban 1 a 4 capas celulares hacia e exterior del cilindro vascular. Dichas
estructuras se originan a partir de hifas intercelulares de aproximadamente 2um de didmetro y
corresponden a una extensa proliferacion de hifas dentro de la célula, las que pueden llegar a
ocupar, précticamente, todo & lumen de este (Vegay Murfioz, 1994). Cabe destacar que este tipo
de micorriza puede degradar quitinay hexosaminas como importante fuente de nitrogeno (Kerley
& Read, 1995).

Perotto et al. (1997), muestra como el hongo de micorriza ericoide puede ser biotrofo y
saprotrofo alavez, debido alaregulacion diferencial de la expresion de genes que codifican para
enzimas en e micelio interno y externo. Por esta razon, el hongo puede contribuir a la nutricién
de la planta gjerciendo su accion en el suelo, y alavez, puede evitar larespuesta de defensa de la

planta cuando el hongo penetraraiz.

En Chile se han realizado algunas investigaciones sobre micorrizas ericoides, las cuales
aportan informacion que permitiria inferir diferencias en la efectividad de los hongos

micorrizdégenos de acuerdo a sus suelos de origen (Vegay Garciga, 2007).
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L os hongos micorricicos ericoides poseen una distribucion global, sin embargo estos son
especificos para cierto tipo de suelos. Algunos de estos corresponden a aguellos en que
prosperan la mayoria de los ancestros de los aréndanos cultivados, los cuales se caracterizan por
poseer pH acido (4.5-5.0), un alto contenido de materia organica vegetal no degradada (turba),
bajos contenidos de nitrégeno mineral y alto en nitrégeno organico en la forma de proteinas y
aminoacidos, bajo contenidos de la mayoria de |os el ementos mineral es esencial es, especialmente
calcio (Vegay Gérciga, 2007).

Cuadro 2. Caracteristicas de la micorrizacion ericoide y las especies en las cuaes se ha
constatado su presencia.

Tipo  de | Estructuras Planta Especie Tipo de hongo
micorriza | caracteristicas | huésped
(Familia)

Vaccinium corymbosum
Ericaceae Vaccinium ashei
Vaccinium angustifolium

Colonizacién
intracelular. Gaultheria phillyreifolia
Ericoide (especies con | Gaultheria sp.

Sin Manto ni | distribucién | Gaultheria minima Ascomicetesy

red de Hartig. | en Chile) Gaultheria mucronata Basidiomicetes
Gaultheria pumila

M asas Gaultheria linearifolia

Compactas de RhOdOdendron Sp

hifas  (ovillos)
en las céulas de
laraiz. Epacridaceae

Empetraceae

Fuente: (Carrillo, 1992; Godoy, 1994; Brundrett et al., 1996)
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2.2.3 Desarrollo de la simbiosis endomicorricica.

La colonizacion del hongo micorricico se inicia con la formacion de una red poco
compacta de hifas en la superficie de laraiz, luego penetra a través de las paredes celulares y de
esta manera de produce la formacion un apresorio, este corresponde a una estructura de infeccién
que puede ser desencadenados por presion fisica con las células epidérmicas de laraiz, esto en
ausencia de sefiales adicionales. Durante la formacion del apresorio, pero anterior alos primeros
signos de la penetracion, la célula epidérmica subyacente responde con una sorprendente
reorganizacion celular. En primer lugar, € nacleo migra rgpidamente a una posicion justo por
debajo del apresorio, luego se alga dejando atréas de s una agregacién de microtubulos,
microfilamentos de actinay cisternas del reticulo endoplasmatico. Esta agregacion se organiza en
una estructura con forma de dedo que se desarrolla previo ala penetracion, lacual se proyectaen
el lumen celular, esta estructura es la encargada de presagiar |a trayectoria que debe seguir la hifa
fangicainvasora (Reinhardt, 2007).

La creacion de la simbiosis micorrizica implica adaptaciones especificas de desarrollo en
la pargja smbidtica 'y la coordinacion de sefiales especificas en este desarrollo. Las plantas
producen una sefial temprana para dar inicio ala interaccién, mientras que el hongo produce al
menos tres seflales, una sefia temprana difusible, una sefia posterior local que permite ala planta
detectar la posicion de los apresorios, y més tarde, una célula autbnoma da la sefia en las células
colonizadas que induce la expresion génica (Reinhardt, 2007). La identidad de estas sefiales, y la
regulacion molecular de la simbiosis programada en € hongo, estan todavia por dilucidar. Sin
embargo por €l lado de la planta, los avances més importantes han sido realizados con la reciente
identificacion de la sefia inicial, strigolactona, y con la caracterizacion genética 'y anatdmica de
partes del programa simbidtico. No obstante, muchos componentes que intervienen en la
sefidlizacion entre los simbiontes y en e establecimiento de los requisitos funcionales de la

simbiosis aln estan por identificar (Reinhardt, 2007).
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El grado de colonizacion del sistema radical es afectado por factores externos que le
imprimen una variacion estacional, que depende en parte de la formacion y crecimiento de
nuevas raices. De éste modo, a principios de primavera la colonizacion es reducida,
incrementandose hacia el final del periodo de crecimiento de la planta. En invierno, se ha
observado la presencia de hifas vivas dentro de las células huésped o en células vacias, aunque
esto depende més de la condicidén de perenne o caducifolia de la planta huésped (Bonfante-
Fasolo, 1981).

2.2.4 Importancia de la micorrizacion.

En ecosistemas poco intervenidos, este tipo de ssmbiosis es de importancia adaptativa
para ambos organismos. Para la planta, la simbiosis le permite prosperar en ecosistemas que
poseen uno o mas factores edafocliméticos limitantes y/o cuando las plantas poseen cierta
inhabilidad para obtener recursos del medio, especialmente nutrientes y agua (Vega y Garciga,
2007). Esta relacion mutuaista es capaz de disminuir €l nivel de estrés asociado a la planta,
permitiendo a esta mantener 0 aumentar su capacidad de competencia (Brundrett, 2004). En
cuanto a hongo micorrizégeno, este es un organismo no fotosintético, que recibe azlcares
(fotosintatos), desde la planta huésped. La cantidad de fotosintatos que debe dedicar la plantaala
simbiosis usualmente se incrementa en la medida que el ambiente edafoclimatico sea mas

limitante paraella (Vegay Gérciga, 2007).

En condiciones edafocliméaticas marginales, la planta tendrd un grado de dependencia de
la simbiosis de acuerdo con sus necesidades no satisfechas y el grado de complementariedad
genética con el hongo micorrizdgeno. En ciertos casos, la planta puede ser altamente dependiente
de lasimbiosis micorricica, al punto que la requiera para su sobrevivencia y/o completar su ciclo
vital (Selossey Le Tacon, 1998).

La colonizacion por micorrizas puede proteger las raices de la planta de patégenos del
suelo, incrementar el crecimiento de las raices y la toma de los nutrientes por las raices
hospedantes. EI mayor efecto sobre la nutricion es el resultado del transporte de la hifa de iones

minerales poco 0 nada méviles. Las hifas crecen mas alla de larizéfora del suelo incrementando
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la superficie absorbente de las raices. La actividad del micelio resulta en un incremento de la
eficiencia en la absorcion de nutrientes. Este proceso es particularmente importante para la
difusion lenta de iones minerales tales como el fésforo (Read, 1996). Otro beneficio reside en que
laresistencia al Cobre, Zinc y Aluminio, permite a la planta poder colonizar suelos derivados de
residuos de la mineria proporcionando una gran ventaja ecolgica a la planta micorrizada (Read,
1996). El mecanismo de esta tolerancia esta ubicado a nivel radicular, ya que se sugiere que la
matriz interfacial de la simbiosis proporciona abundantes sitios de adsorcion para iones di y

trivalentes, en cambio para otros, incrementa la permeabilidad (Read, 1996).

El proceso de micorrizacién actla como acelerador del crecimiento, por |o que se pueden
obtener plantas con mayor vigor y sanidad. Esto se debe a que el proceso de micorrizacién puede
modificar € baance de enzimas reguladoras, situacion que ocurre con las auxinas, las
citocininas, las giberelinas y el acido abcisico, con lo cual se favorece € tamafio y € vigor de las

plantas colonizadas (Gianinazzi, 1991).

Esta smbiosis igualmente presenta beneficios ecosistémicos, ya que las hifas del suelo
tienen un importante rol en el ciclge de nutrientes al cooperar con otros organismos en la
descomposicion de la materia organica del suelo, logrando reducir la pérdida de estos desde el
ecosistema. Adicionalmente la simbiosis produce una mayor estabilidad de los agregados del
suelo ya sea, por accion fisica, mediante la unién de particulas por las redes de hifas, como por la
accion directa de la glomalina, una glicoproteina producida exclusivamente por hongos
simbiontes arbusculares (Borie et al., 2006), la cua actia como cementante de particulas. Los
hongos micorricicos contribuyen en el almacenamiento de carbono en el suelo por la ateracion
delacantidad y calidad de la materia organica (Brundrett et al., 1996).

Cuando las plantulas se trasladan desde € vivero a lugar de establecimiento,
frecuentemente no presentan micorrizacion; por otro lado, la introduccion de especies vegetales a
nuevos habitats, puede presentar problemas de establecimiento debido ala carencia del simbionte
en e lugar; en ambos casos la utilizacion de un inoculante puede resultar beneficioso (Mikola,
1973).
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Se han realizado numerosos estudios en los que se demuestra que lainoculacién artificial,
con hongos micorricicos a especies de interés agricola y forestal, incrementa la nutricién y €
crecimiento de la planta, aumenta la defensa contra patégenos y le permite a su vez superar
situaciones de estrés bidtico y abidtico (Nufiez, 2003). La micorrizacion temprana de las plantas
puede ser también interesante en situaciones en que la cantidad de inéculo en el suelo agricola
sea muy baja o por la existencia de un cultivo anterior no hospedador, y/o donde las poblaciones
autoctonas no sean lo suficientemente agresivas y eficaces (Lemoine et al., 1992). De esta
manera que la actividad de incorporar hongos simbiontes a nivel radical en viveros, tiene sentido
en dos casos. primero, cuando en el lugar de la plantacion no existe indculo en forma natura y
segundo, a pesar de estar presentes en €l sitio de plantacion, estos se encuentran en cantidades
minimas (Pritchett, 1991). En el primer caso resulta extremadamente importante la necesidad de
inocular artificialmente, ya que de otra manera no prosperaria la plantacion. En el segundo caso,
se disminuye e tiempo de inoculacion evitando que las plantas pierdan vigor una vez
trasplantadas, |o cual implicaria una perdida de crecimiento y una mayor predisposicion al atague
de agentes patdgenos (Branzanti et al., 1999).

En la actualidad, existen en e mercado in6culos comerciales de hongos micorricicos
ericoides a disposicion de los agricultores chilenos, sin embargo, estos han sido desarrollados en
el hemisferio norte en ecosistemas muy diferentes a los ecosistemas mediterrdneos de Chile.
Bajo estas condiciones, tales indculos no logran e rendimiento que estos ofrecen en la etiqueta
(Vegaet al., 2009).

En ensayos redlizados, a inocular arandano ojo de congjo (Vaccinium ashei Reade) en
condiciones de invernadero, se encontraron hongos micorrizogenos nativos, tanto arbusculares
como ericoides, |0 cuales permitieron un mayor crecimiento vegetativo de las plantas que
ensayos realizados con el hongo Hymenosyphus ericae, € cua corresponde a un simbionte
fungico aislado de arandanos del Hemisferio Norte y de amplia distribucion en suelos acidos. Por
ello, segin Vega et al., (2009) afirman que desde e punto de vista tedrico, la micorrizacién

artificial de los arandanos deberia estar basada en hongos que demuestren la mayor eficiencia
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como simbiontes bajo las condiciones edafoclimaticas locales, vale decir, que aporten el maximo

de nutrientes y otros factores de crecimiento a cambio de lamenor cantidad de fotosintatos.

Seguin Vega (1994), los principales factores que inciden en € grado de micorrizacion en
las ericaceas son € tipo de hongo, y su €ficiencia en e aporte de nutrientes en relacién al
consumo de fotosintatos provenientes del hospedante; el cultivar; la edad de la planta; €
contenido de fésforo, € pH y la porosidad del suelo; la fertilizacion y las aplicaciones de

fungicidas, entre otros.

2.3 Tipos de transportadores utilizados para la inoculacién de hongos micorricicos.

En & caso de los hongos micorricicos e inoculantes puede consistir de esporas, hifas,
fragmentos de cuerpos fructiferos, raices colonizadas y suelo rizosférico donde se detecte una
abundancia de hifas de hongos micorricicos provenientes de un sistema de raiz sano (Alarcon y
Ferrera-Cerrato, 1999). Como inoculante debe entenderse aguel producto bioldgico que facilita
laintroduccion de microorganismos con diversa actividad fisioldgica que favorece el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Este inoculante puede presentar diferentes aspectos fisicos, ya sea
liquidos o sdlidos en los que se utilizan acarreadores como la turba, e carbon activado, aceites,
alginatos y otros soportes organicos e inorganicos. De este modo, € inoculante puede ser
manegjado con el fin de establecer los microorganismos en las hojas, tallo o raices para
establecerlos en los diversos sistemas de produccion agricola, horticola, fruticola y forestal
(Roumeau, 2001).
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Rodriguez, (2007), logra inocular plantas de arandano micropropagadas y propagadas por
estaca a nivel de vivero, para ello utilizé tres tipos de indculos, € primer inéculo utilizado fue
uno distribuido en Chile que se identifica comercialmente como MYCOSYM TRI-TON, «
segundo corresponde a un tipo de inéculo de micorrizas vesiculo arbusculares nativas, aisladas
de muestras de suelo de la V region de Chile, y la tercera fuente de inoculo fue la utilizada
popularmente en el campo, lacual consistié en obtener suelo desde larizosfera de una plantacién
adulta de arandano para posteriormente inocular las plantas nuevas. Al concluir este estudio
afirma gque cuando se inoculan plantas de ardndano con suelo rizosférico micropropagadas y

propagadas por estaca se logra una mayor micorrizacion.

Métodos de aplicacion de in6culos micorricicos en vivero.

2.3.1.1 Inoculacién al sustrato de crecimiento. Este método representa facilidad de mangjo
para el viverista. Sin embargo, se debe de cuidar |a proporcion indculo — sustrato y que a menos
debe de ser de un 50%, esto es f&cil lograrlo cuando se emplean esporas de los hongos del grupo
de los gasteromicetos (como P. tinctorius). Las proporciones de inéculo deben de mantenerse y
vigilarse ya que este tipo de aplicacion a romperse las proporciones se expresaria como baja
micorrizaciébn o ausencia. Es importante mencionar que en € caso de los hongos
endomicorricicos es dificil lograr grandes voliUmenes de in6culo conteniendo un nidmero
adecuado de esporas y que un indculo compuesto por pedazos de raices, hifasy esporas es el mas
recomendable. (Alarcon, 2001).

2.3.1.2 Inoculacion al momento de realizar el trasplante. Sin duda, este es e método més
recomendado para aplicar 1os hongos micorricicos ya que la aplicacion directa del inoculante en
el sustrato, en el agujero donde se estableceran las plantulas y sobre su sistemaradical, permite a
los hongos mayor probabilidad de establecerse y expresar sus beneficios en corto tiempo de uno
a cuatro meses, dependiendo del frutal que se trate (Alarcén, 2001). Estas metodologias de
inoculacion agui mencionadas, aseguran gue las pléntulas crecerédn con el simbionte previamente

inoculado, propiciando con €ello, los beneficios de la simbiosis (Alarcon, 2001).
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2.4 Factores que afectan la efectividad de los inoculantes.

La efectividad de un inoculante se refiere a la capacidad de estimular €l beneficio en la
planta inoculada, € cual se puede medir en base a la medicion de la atura, didmetro de tallo,
crecimiento, y ademas por la calidad de planta producida (Davies et al., 2000). Sin embargo,
existen diversos factores que estan directamente involucrados en la mayor expresion de la
efectividad de los inoculante en € vivero (Alarcon y Ferrera- Cerrato, 1999), los cuales se

mencionaran a continuacion:

2.4.1 Planta. El conocimiento de la especie vegetal es un aspecto importante aconsiderar. Si bien
la simbiosis micorrizica se puede establecer en méas del 80% de las plantas conocidas, también es
cierto que algunas de ellas responden de manera diferencial a la inoculacion de hongos
micorricicos. Con base a lo anterior, es importante redlizar la caracterizacion de plantas
considerando la susceptibilidad a ser colonizadas por estos hongos y €l grado de respuesta a la
inoculacion. Estos aspectos, permiten predecir la posible respuesta de |as plantas a lainoculacion
de hongos micorricicos. Gran parte de su respuesta positiva se debe a la presencia de sistemas
radicales con limitacion para absorber y aprovechar los nutrimentos contenidos en un suelo o
sustrato (Alarcdn, 2001).

2.4.2 Micotrofia. Este concepto corresponde al grado de dependencia de las plantas en su
crecimiento y nutricion por la presencia de los hongos micorricicos establecidos en el sistema
radical. La micotrofia puede clasificarse en tres tipos. (a) plantas no micotréficas, cuya su
nutricion no depende del establecimiento de los hongos (Cruciferas, Amarantéceas,
Quenopodiaceas, Ciperaceas, Lupinus albus), aunque si pueden establecer una simbiosis efimera;
(b) plantas micotroficas facultativas, aquellas que tienen mayor dependencia hacia los hongos de
acuerdo a la disponibilidad o limitacién de nutrimentos en el sustrato. Es decir, existen plantas
que si se encuentran establecidas en sustratos con alta disponibilidad de nutrimentos, éstas son
capaces de aprovechar |os nutrimentos aln cuando se hayan establecido los hongos micorricicos
en laraiz, pero si estas mismas plantas se establecen en sustratos con limitacion de nutrimentos,

entonces la respuesta y la dependencia hacia los hongos son significativamente mayores.
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Las plantas micotroficas obligadas (c) son aguellas que requieren forzosamente del
establecimiento de la simbiosis micorrizica para poder asi satisfacer sus requerimientos
nutrimentales y presentar mayor capacidad de crecimiento y mayor vigor, caso de Pinéceas,
Abies, Tsuga y Pseudotsuga, principa mente para los hongos ectomicorricicos y lamayoria de las
especies frutales arbdreas y algunas forestales latifoliadas, para los hongos micorricicos

arbusculares (Alarcédn et al., 2001).

2.4.3 Relacion infectividad versus efectividad. Esto corresponde a la capacidad infectiva y
efectiva de los inoculantes. Como infectividad se entiende la capacidad de los hongos de un
inoculante para establecerse en el sistema radica de las plantas. La efectividad, por su parte, se
relaciona con la capacidad de los hongos de un inoculante en promover el crecimiento, sanidad y
vigor de las plantas (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 1999). Cabe aclarar que estos dos conceptos no
estan correlacionados, es decir, no hecesariamente |os hongos que se establ ezcan abundantemente
(80-90% de colonizacidn), en € sistema radical de las plantas, pueden inducir mayores efectos,
ya que se pueden encontrar hongos que colonicen la raiz en menor proporcion (15-40%) y
muestren excelentes efectos en la nutricion y crecimiento de las plantas. Con esto se denota la
importancia de utilizar hongos cuya caracteristica principal sea propiciar e mayor beneficio a la
planta, en cualquiera de las variables que se tengan como objetivo, independientemente del grado
de colonizacion gue estos hongos presenten en el sistema radical. Con €ello, es posible determinar
la dependencia micorricica de las plantas de un vivero, entendiéndose ésta como el grado de
respuesta en crecimiento o nutricion de las plantas por efecto de la inoculacion de hongos
micorricicos, en funcién de las caracteristicas de fertilidad de los sustratos en los que se
establezcan las plantas (Alarcon et al., 2001).

2.4.4 Sustrato. El sustrato de crecimiento para las plantas tiene relevante importancia en funcién
del contenido nutrimental y caracteristicas fisicas y biolégicas. De esta misma forma, € sustrato
es fundamental en e establecimiento y funcionalidad de la simbiosis micorrizica y para que €l
efecto benéfico de la simbiosis se exprese, se requiere de la esterilizacion y/o desinfeccion
(solarizacion, fumigacion, vaporizacion) del sustrato con € fin de evitar posibles dafios por la

presencia de microorganismos fitopatdégenos que ademés de ser una fuente de diseminacion de
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enfermedades también pueden influir en la capacidad de los hongos micorricicos de colonizar €l
sistema radical. Mediante esta sencilla préactica no solo se asegura que la simbiosis se establezca
y sea funcional sino también se evita la proliferacion de enfermedades de hébito radica que

afectan la sanidad, crecimiento y vigor de las plantas (Alarcon et al., 2001).

2.4.5 Caracteristicas quimicas. Sin lugar a dudas, las caracteristicas quimicas de los sustratos
utilizados en viveros son fundamental es para abastecer de nutrimentos a las plantas. Sin embargo,
€S necesario tener en cuenta que sustratos altamente ricos en materia organica y particularmente
fosforo, pueden inhibir la simbiosis micorrizica. Con esto se trata de puntualizar que no
precisamente se requiere utilizar sustratos ricos en nutrimentos sino que es posible utilizar
sustratos con limitacion nutrimental de modo que la simbiosis establecida funcione
adecuadamente en e aprovechamiento de los nutrimentos existentes y que deben de reflgjarse en
el buen desarrollo de las plantas. No obstante, es importante conocer algunos aspectos
considerados como adecuados en la literatura como el pH que debe de ser 5.8-7.5, contenido de
fosforo disponible menor de 20ug g ™ de sustrato, materia organica menor a 2.0% y tener una
conductividad eléctrica o contenido de sales menor a 1.0 dS m™, que no sdlo afectan lasimbiosis,

sino también alas plantas del vivero (Alarcon et al., 2001).

2.4.6 Manejo en el vivero. Uno de los aspectos importantes que repercuten en la efectividad de
los inoculantes con base en hongos micorricicos en e incremento de la calidad de las plantas, es

la aplicacion de productos quimicos como los fertilizantes y plaguicidas (Alarcon et al., 2001).

2.4.7 Fertilizacion. La aplicacion de fertilizantes, particularmente fosfatados, puede ser reducida
cuando se utilizan los inoculantes de hongos micorricicos, ya que los hongos favorecen el
aprovechamiento mas eficiente de |os nutrimentos inorganicos contenidos en el sustrato. Ademas,
este beneficio de los hongos permite utilizar en forma maés racionada los fertilizantes y con ello
reducir los costos de produccién de plantas. Es posible utilizar fertilizantes de liberacion lenta, de
modo que las plantas en simbiosis puedan aprovechar los nutrimentos durante sus diferentes
etapas fenol6gicas (Alarcon et al., 2001).
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2.4.8 Aplicacion de plaguicidas. En la actualidad es posible encontrar diversos productos de
plaguicidas que se venden comercialmente; de acuerdo a su accion sobre organismos especificos
se pueden clasifican en insecticidas, nematicidas, fungicidas y herbicidas. Todos ellos pueden
afectar diferencialmente a la simbiosis micorrizica, de acuerdo con la susceptibilidad de los
hongos al ingrediente activo asi como por su modo de accién ya sea sistémico o de contacto. Aun
cuando el uso de estos productos es un aspecto importante de manejo en € vivero, es mejor
utilizarlos en menor proporcion y en dosis adecuadas de modo que con €ello, se eviten problemas
relacionados con la disminucion de la efectividad de los hongos micorricicos asi como evitar

problemas de contaminacién ambiental que se generan por su aplicacion (Alarcon et al., 2001).

2.5 Utilizacion de esferas de alginato de calcio.
2.5.1 Extraccion de alginatos.

Los alginatos se encuentran en las algas pardas como componentes estructurales de la
pared celular. Las principales fuentes comerciales son especies de Ascophyllum, Durvillaea,
Ecklonia, Laminaria, Lessonia, Macrocystis, Sargassum y Turbinaria. De éstas las mas

importantes son Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum (Brito, 2001).

El &cido alginico es un polimero lineal basado en dos unidades monoméricas, &cid@ -D
manurénico y acida -L gulurénico, unidos por enlaces 1-4. Después de su extraccion y
purificacién, son utilizados como espesantes, estabilizantes y gelificantes en una amplia gama de
productos en las industrias alimentaria, farmacéutica, textil y en otras aplicaciones industriales
(Brito, 2001). Estos son solubles en agua a temperatura ambiente como es el alginato de Na', este

gelifica en presencia de ciertos iones polivalentes (Brito, 2001).
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2.5.2 Aplicaciones de esferas de alginato en biotecnologia.

Para la inmovilizacion de células han sido utilizadas numerosas materias como son el
alginato, agar, gelatinay karragenina, asi como también materias porosas y no porosas de apoyo
como astillas de madera, acero, piedra volcanica, tela de algoddn, vidrio poroso, celulosa, silice
porosa y ceramica porosa, entre otras (Nedovic et al., 1999). Los alginatos son uno de los

polimeros més utilizados en la microencapsulacion.

En genera una solucion de alginato de Na' se deja gotear en una solucién de CaCl,
obteniéndose en tiempos cortos, matrices esféricas de tamafio controlado y homogéneo. ES un
método que presenta gran flexibilidad, pues aginatos de distinto peso molecular y distinta
composicion quimica rinden geles de muy buenas caracteristicas quimicas y fisicas (Navarro,
2002).

La composicion y extension de las secuencias y el peso molecular determinan excelentes

propiedades fisicas como:

Permitir que la encapsulacion se lleve a cabo atemperatura ambiente.

No requerir solventes organicos toxicos

Elevado grado de porosidad

Permitir una alta velocidad de difusion para macromoléculas, y la posibilidad de controlar

o o T @

dichadifusion.
e. Es posible disolver y degradar bajo condiciones fisiologicas normales (Villena et al.,
2009).

En cuanto a la liberacion de biomoléculas encapsuladas en esferas de alginato de calcio
Roumeau, (2001) afirma gue esta varia de acuerdo a la concentracion de alginato de sodio en
cloruro de calcio que se realiza en lareaccion. Esto queda demostrado en un estudio realizado por
Al-Zahrani (1999), en e cual prueba tres dosis distintas de aginato de sodio y cloruro de calcio.
Este sefidla que la cantidad de sulfametoxazol (una droga modelo) liberada cambia levemente

con lavariacion de la concentracion de alginato.
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La liberacion total de sulfametoxazol cuando se utiliza una concentracion del 1% de la
solucion de alginato de sodio resulto ser del 80% del contenido total de la droga. La liberacion
bajaba a 72% y 68% cuando se utilizaban soluciones de alginato de sodio de 1.55 y 2%
respectivamente. En cuanto a las concentraciones de cloruro de calcio estas fueron de 5%, 10% y
15%. Esto indica que a mayor concentracion de alginato de sodio mayor es la resistencia a la

liberacién de la célula atrapada en las esferas de alginato de calcio.

En Chile, serealiz6 un estudio que comprobd el aislamiento de Beauveria bassiana Qu-B306,
la cual posee actividad patogénica sobre Aegorhinus superciliosus, para ello se desarroll6 una
preparacion granular en base a alginato de sodio, se evalud la incorporacion de quitinay afrecho
de trigo. Los encapsulados fueron depositados en camaras himedas a 28°C y transcurridos 21
dias se contabilizd la produccion de conidias. Se observd una correlacidon positiva de la
produccion de conidias con € aumento de quitina y la adicion de afrecho de trigo hasta la
concentracion de 2,2%, luego de esto la produccion de conidias disminuyd. Con la preparacion
seleccionada se evallo € crecimiento del hongo a partir de encapsulados en contenedores con
suelo a distintas temperaturas y en forma paralela se evallo la produccion de conidias en camara
hiumeda. La temperatura Optima fue 21,9°C y para € ensayo de produccion in vitro fue 27,2°C.
L os resultados muestran que el hongo encapsulado es capaz de germinar y reproducirse en todas
las temperaturas analizadas (Sepulveda, 2005).

El objetivo de adicionar alginato de sodio parala encapsulacion de un hongo entomopatdgeno
es mejorar su eficacia en condiciones de campo, facilitar la manipulacion y la aplicacién, tener un
producto biodegradable, y aumentar la estabilidad durante el almacenamiento, caracteristicas con
las que se pretende minimizar €l costo y la perdida de las caracteristicas del producto (Batista
Filho et al., 1998; Carballo, 1998). Ademés €l uso de alginato previene la degradacion del
hongo por la radiacién solar (Pereira y Roberts, 1991).Lo propuesto anteriormente es muy
importante ya que existen distintos grados de sensibilidad de |os entomopatégenos a la radiacion
solar, que actla directamente sobre los acidos nucleicos, impidiendo asi € crecimiento y la
multiplicacion de estos microorganismos (Lecuonaet al., 1996; Batista Filho et al., 1998).
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El alginato también sirve como medio fisico sobre el cual € patdgeno, en este caso € hongo,
puede crecer una vez que las esferas encuentran las condiciones favorables (Batista Filho et al.,
1998).

Por otra parte ofrece la ventaja de poder encapsular junto con € patégeno algun otro material
que beneficie e amacenamiento o crecimiento del mismo. De este modo se pueden adicionar
nutrientes para que cuando las esferas formen, éstos sean inmovilizados junto con €
microorganismo y s las condiciones son nuevamente ideales para la activacion del patdgeno, los
nutrientes estaran disponibles para su uso (Batista Filho et al., 1998; Thorvilson et al., 2002).

2.5.3 Viabilidad de células contenidas en esferas de alginato.

Roumeau, (2001) establece que la efectividad de un indculo se asocia con sus caracteristicas
como fuente de propagulos. La viabilidad se relaciona con la habilidad de mantener sus
cualidades micorricicas en un periodo de tiempo. En general, la efectividad y viabilidad no
siempre estan directamente relacionadas. Por consiguiente, € inéculo ideal es un compromiso
entre estos dos atributos.

Seguin Tommerup et al., (1987), los inoculantes eficaces y practicos deben satisfacer los
siguientes criterios:

1. El hongo micorricico ainocular debe ser eficaz.

2. El inéculo debe producirse axénicamente y debe mantenerse en un estado fisiolgico tal

que sea consistente para el almacenamiento, inoculacion e iniciacién de la micorrizacion.

3. El material portador debe proteger el microorganismo contra la tensién fisioldgica en el

proceso de produccion.

4. Los inéculos deben presentar caracteristicas que permitan una produccion, faciliten su

manegjo y sean capaces de ser dosificados en cantidades consistentes de biomasa.



27

Kuek, (1991) afirma gue el inoculante formado por hongos micorricicos atrapados en esferas

de alginato de calcio satisfacen todos | os criterios anteriormente sefial ados.

Kuek et al., (1992), probaron la viabilidad de 6 sepas de hongos de diferentes especies
atrapadas en matrices de alginato de calcio, con lo cua llega alaconclusién y constata que la
viabilidad depende de |a especie de hongo utilizada.

Navarro, (2002), luego de encapsular meristemas de papa (Solanum tuberosum) para la
crioconservacion y propagacion en invernadero, afirmé obtener un 100% de sobrevivencia
cuando los meristemas fueron encapsulados y cultivados en medio semi-solido en condiciones in
vitro. Por lo tanto, el encapsulado en alginato de calcio no presenta factores inhibidores sobre €l
crecimiento de los meristemas, ni representa una barrera parala elongacion del brote.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de realizacion del estudio. El desarrollo de estainvestigacion fue dividida en cuatro

etapas:

Primera etapa. Esta consistié en la colecta de gjemplares de Gaultheria pumila en € Parque
Nacional Villarrica, €l que se ubica en la comuna de Pucon, Region de La Araucania. Inserto en
la Cordillera de Los Andes, entre los 900 a 1800 m.s.n.m. Con una topografia fuertemente

onduladay pendientes entre 15% a 30%.

Segunda etapa. Colecta de plantas de Vaccinium corymbosum, en el predio Los Sauces, situado
a 3 kilémetros a Sur - Este de la ciudad de Nacimiento, Region del Bio Bio, a una altitud de 70
m.s.n.m. y con coordenadas 37° 30' L.S.y 72°40' L.O.

Tercera etapa. Se elaboraron esferas de Alginato de Calcio, trabajo que fue realizado en el
Laboratorio de Biologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Forestales

perteneciente ala Universidad de La Frontera.

Cuarta etapa. Inoculacion de las plantulas con la utilizacién de esferas de alginato de calcio, la
cual fuerealizada en el predio Los Sauces.
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Figura 2. Mapade la ubicacion del Fundo Los Sauces.

3.2 Materiales.

3.2.1 Extraccion del inéculo.

v

Bolsas de papel

Bolsas herméticas de polietileno
Palas

Tijeras de podar

Etiquetas adhesivas

Lapiz indeleble
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3.2.2 Elaboracién de esferas de alginato de calcio.

A

W

(\

NN

Materiales de laboratorio.

Bomba peristéltica

Vasos de precipitado de 80 ml, 250 ml y 500 ml
Pipeta

Pinzas

Espatulas

Tamicesde 425 micrones

Balanza electronica

Piseta

NS N N N N N S

Reactivos.
Cloruro de calcio

Alginato de sodio

In6culo.

Raices trituradas de Vaccinium corymbosum
Sustrato rizosférico de Vaccinium corymbosum
Raices trituradas de Gaultheria pumila

Suelo rizosférico de Gaultheria pumila

Musgo de turbera (Sphagnum magel lanicum)
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Figura 3. @) materiales utilizados en laboratorio paralaelaboracion de las esferas;
b) Tamiz de 425 micrones; c) Alginato de sodio y Cloruro de calcio; d) Sophagnum magellanicum.

3.2.3 Medicién de la colonizacidon micorricica ericoide.

>

Materiales de laboratorio.

Estufa

Vasos de precipitado de 500 ml, 250 ml, 80 ml
Pipetas

Balanza electrénica

Placas Petri

Bagquetasy Pinzas

L upa estereoscdpica

AN N N N NN

Microscopio éptico
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Reactivos.

Alcohol 70%

Hidroxido de Potasio a 10% (KOH)
Hidroxido de Amonio (NH4OH)
Acido Clorhidrico (HCL)

Peroxido de Hidrégeno (H205)
Acido Lé&ctico (CsHgOs3)

Anilina Azul

AN NN D N N N e

Figura 4. Reactivos utilizados en tincién de endomicorrizas.

3.2.4 Medicién de parametros morfométricos.
L os parametros morfomeétricos eval uados fueron:

» Longitud detaloy raiz
» Diéametro del cuello delaraiz
» Peso fresco y seco de labiomasa aéreay radical

32
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Materiales evaluacion parametros morfométricos.

v Baanzaédectrénica
Regla graduada
Guincha graduada
Pie de metro
Tijeras de podar
Estufa de secado

NS NEE N NN

3.3 Metodologia.

3.3.1 Obtencion del indculo contenido en raices.

Para la obtencion del inéculo contenido en las raices de Vaccinium corymbosum y Gaultheria

pumila se realizaron | os siguientes pasos:

1. Extraccion de raices de plantas previamente seleccionadas de Vaccinium corymbosum y

Gaultheria pumila.
2. Lavado deraices y secado a temperatura ambiente.

3. Traslado a laboratorio para ser cortadas, trituradas, tamizadas, y guardadas en bolsas de
papel debidamente rotul adas.
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Figura 5. @) Raices de Vaccinium corymbosum; b) Raices de Vaccinium corymbosum en tamiz.

3.3.2 Obtencién de in6culo contenido en suelo rizosférico.

1. Extraccion de suelo rizosférico, este corresponde a de las plantas de Vaccinium
corymbosumy Gaultheria pumila alas que se les extrgjo el sistemaradical.

2. Proceso de secado, se utilizaron cgjas de carton con superficie plana bajo condiciones de

temperatura de invernadero.

3. Terminado el proceso de secado el suelo fue cernido en un colador convenciona para la
extraccion del material de mayor tamafio. Posteriormente se tamizé con €l objeto de
seleccionar las particulas de suelo méas pequefias, de esta forma evitar que no exista algiin
inconveniente en e momento de elaborar las esferas. Finalizado esto se procedié a
conservar el suelo en bolsas plésticas herméticas debi damente rotuladas.



35

VINIE =57 NIoERERNE DASATAIA

Figura 6. Suelo rizosférico en proceso de secado bajo condiciones de invernadero.

Las plantas utilizadas en este estudio fueron seleccionadas en base al estudio realizado por
Medina, (2009), quien demuestra e elevado nimero de esporas a nivel rizosferico y ato
porcentgje de frecuencia e intensidad de colonizacion presente en plantas de Gaultheria pumila

extraidas del Parque Nacional Villarrica

3.3.3 Preparacion de la mezcla con alginato de sodio.

El proceso consistié en depositar de manera pausada con un cernidor 10g de alginato de
sodio en 500 ml de agua corriente contenida en un vaso precipitado, luego fue agregado 0,5 g
del in6culo, posteriormente se incorpord 0,4 g de Sohagnum magellanicum y finalmente se
homogeniz6 lamezcla. Esta dosis corresponde para esferas elaboradas con un 2% de alginato de
sodio, ya que para aquellas que contenian un 4% la dosis fue de 20 g de aginato de sodio en 500
ml de agua, la cantidad de in6culo se conserv, al igual que ladosisde Sphagnum magellanicum.
Ladosisdeinéculo utilizado correspondio a aquella establecida por Romeau (2001). La
adicion de Sphagnum magellanicum tiene como objetivo mantener un pH éptimo para € buen
desarrollo de la micorriza. Es de vital importancia que la mezcla no se aglomere, para asi evitar
complicaciones a instante en que esta pase por la manguera de silicona utilizada en la

elaboracion de las esferas.
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3.3.4 Preparacion de la mezcla con cloruro de calcio.

Para esta solucion fueron utilizados 50 g de cloruro de calcio disueltos en 500 ml de

agua corriente, paralograr la homogeneidad Optima de la mezcla se trabaj 6 con una bagueta.

a)

Figura 7. a) Mezcla homogénea de alginato de sodio, inéculo y Sphagnum magellanicum;
b) Cloruro de calcio disuelto en agua.

3.3.5 Elaboracion de esferas de alginato de calcio.

Realizada |a mezcla con alginato de sodio se procedio su incorporacion en la solucion
de cloruro de calcio, con la utilizacién de una bomba peristéltica a una velocidad de 2 ml/minuto
con la finalidad de obtener gotas de tamafio uniforme. Producto de la reaccién entre estos dos
reactivos se forman esferas de alginato de calcio y cloruro de sodio de manerainstantanea.

Para evaluar € efecto de la densidad de las esferas, las dosis de alginato de sodio y

cloruro de calcio correspondieron a2% Yy 4%.

Es necesario mencionar que la elaboracion de las esferas debio ser inspeccionado en todo

momento para asi evitar la union entre cada una de estas.



37

Figura 8. Montgje utilizado para la elaboracién de esferas de alginato de calcio.

Figura 9. Esferas de alginato de calcio con inéculo micorricico ericoide.

Unavez elaboradas las esferas de alginato de calcio, se conservaron en €l refrigerador
por 24 horas a una temperatura de 5°C para asegurar su reticulacion. Luego estas debieron ser
lavadas con abundante agua, para mas tarde ser amacenadas hasta el momento de su aplicacion
en frascos con tapa. Finalmente son rotuladas con la fecha correspondiente a la elaboracion, €l

in6culo contenido y €l porcentaje de alginato.
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3.4 Plantulas de Vaccinium corymbosum var. O Neal inoculadas con la utilizacion de esferas

de alginato de calcio.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron plantas de arandano correspondientes a la
variedad O Neal, las cuales presentaban una data de 2 meses, estas se encontraban bajo
condiciones de vivero, € sustrato en e cual se desarrollaron correspondié a una mezcla

compuesta de vermiculita, perlita, aserrin de pinoy aciculas de pino.

3.5 Disefio experimental.

El ensayo de inoculacion consistio en 5 tratamientos, cada uno de los cuales estaba
compuesto por 20 repeticiones (Anexo 1). Para cada uno de los tratamientos se aplicaron 2
esferas por planta, estas fueron localizadas en el sistema radicular de Vaccinium corymbosum de
lavar. O'Neal y para ello se utilizaron pinzas y espatulas. Una vez incorporadas las esferas se
restablecio laposicion delaplantula

En este ensayo experimental se realizaron dos set en forma paralela, para ambos se
utilizaron plantas de la misma especie, variedad, data, sustrato y condiciones de ambiente. En
uno se inocularon plantas con la utilizacion de esferas elaboradas con un 2% de alginato de sodio,

y €l otro set correspondio a plantas inocul adas mediante esferas con un 4% de alginato de sodio.

El tiempo transcurrido entre la aplicacion de las esferas de alginato de calcio y la

evaluacion de parametros morfométricos y colonizacion micorricica ericoide fue de 115 dias.

1) Tratamiento 0: Control: Esferas de alginato de calcio sin inéculo.

2) Tratamiento 1: Esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Vaccinium

corymbosumvar. O Neal.

3) Tratamiento 2: Esferas de alginato de calcio con raices trituradas de Vaccinium

corymbosumvar. O Neal.
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4) Tratamiento 3: Esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Gaultheria pumila.

5) Tratamiento 4: Esferas de alginato de calcio con raices trituradas de Gaultheria pumila.

a)

Figura 10. @) Plantula de Vaccinium corymbosum var. O Neal; b) Aplicacién de esferas de aginato de
calcio; c) Esferas de alginato de calcio recién aplicadas.
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Figura 11. @) Plantas de Vaccinium corymbosumvar. O Neal en vivero Los Sauces; b) Esferasde
alginato de calcio en el sustrato de plantas de Vaccinium corymbosum var. O'Neal.

3.6 Evaluacidn de la colonizacién micorrizica ericoide.

Una vez transcurrido € tiempo destinado para comenzar la evaluacion, las plantulas son
llevadas a laboratorio, € sistema radical de estas fue cortado y lavado cuidadosamente con la
ayuda de un tamiz convencional con €l objetivo de no perder materia radical y que este se
encuentre libre de materias genas como aciculas de pino, aserrin o perlita. Luego las raices son
puestas en vasos de precipitado debidamente rotulados y es afiadida una solucion de KOH al
10%, para ser incubadas a una temperatura de 90°C por un periodo de 60 minutos en una estufa,
esto se realizo con lafinalidad de ablandar €l tgjido radical. Posteriormente se deja enfriar dentro

de lamisma estufa por 90 minutos y luego de manera cuidadosa se les lavd con agua corriente.

El paso siguiente correspondié a blanqueamiento de las raices, para lo cua se prepard
una solucion de Peroxido de Hidrogeno de 20 volumenes (H202) + Hidréxido de Amonio
(NH40H) la que fue afiadida a las raices ya blandas y limpias. Bajo esta solucién se les agitd
cuidadosamente durante 15 minutos y fueron lavadas con abundante agua corriente.
Posteriormente se procedio a acidificarlas en una solucion de HCL a 1% por un lapso de 150

minutosy luego lavadas con suficiente agua.
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Las raices presentaron una coloracién blanquecina y de una consistencia blanda, de esta
forma fueron puestas en Placas de Petri en donde se les incorpord una solucién de Anilina Azul
por un tiempo aproximado de 5 minutos. A estas se les extrgjo €l sobrante de anilinay se les
aplicd Acido Léactico (CsHgO3), finalmente fueron conservadas en frascos de vidrio de tamafio

pequerio previamente rotulados hasta e momento de la evaluacion.

Para la evaluacion de frecuencia e intensidad de colonizacién micorricica ericoide fue
empleada una Placa de Petri con un reticulado de 1x1 mm. Las raices previamente tefiidas
correspondientes cada una a un tratamiento, fueron divididas en dos muestras y cada una de ellas
fueron distribuidas de manera homogénea en la placa, prontamente estas se observaron bajo una
lupa estereoscopica y se contabilizaron las raices que pasaban por |os puntos de interseccion del
reticulado de la Placa de Petri, mediante un recorrido de orden preestablecido. Los valores de
frecuencia e intensidad de colonizacion micorricica ericoide se calcularon en base a la clase

correspondiente de acuerdo a porcentaje de colonizacion en el sistemaradical (Cuadro 3).

Cuadro 3. Clases de intensidad de colonizacion micorricica

Clase Descripcion

Sin colonizacién

Hasta un 5% de colonizacién

Hasta un 6 - 25% de colonizacion

Hasta un 26 -50 % de colonizacion

Hasta un 51 - 75 % de colonizacion

gl | W Nl | O

Hasta un 76 - 100 % de colonizacion
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Con los datos obtenidos de la evaluacion se calcularon los porcentgjes de frecuencia e
intensidad de colonizacion. Para ello se utilizaron | as siguientes formul as propuestas por Steubing
et al., (2002).

Frecuencia = 100 X (N - N°)
N

N = ndmero total de puntos observados, por muestra.

N° = nimero de puntos observados sin colonizacién micorricica.

Intensidad = 2,5*C1 + 14 5*C2 + 38*C3 + 63*C4 + 87*C5
N

Cl =valor delafrecuenciadelaclase 1, C2 = valor delafrecuenciadelaclase 2,...

N = nimero de puntos observados en la muestra.

2,5; 14,5; 38; 63y 87 = corresponden a factor a utilizar en €l calculo de intensidad, obtenidos de
lamedia aritmética de cada clase (C1, C2, C3, C4, C5).

La frecuencia de colonizacion micorricica se refiere al nimero de veces en que es posible
constatar la presencia de hifas en @ interior de las células radicales y la intensidad es el grado o
nivel en que las células radicales son colonizadas por elementos y estructuras fungicas.
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G il niatinila

14/05/2010

Figura 12. @) Raices puestas en estufa; b) Raices en solucién de Perdxido de Hidrégeno + Hidroxido de
Amonio; ¢) Raices en solucién de HCL; d) Frascos rotulados con los distintos tratamientos evaluados; €)
Materiadles utilizados en evaluacion de colonizacion micorricica ericoide; f) Montge con lupa
estereoscopicay raices tefiidas contenidas en placa Petri.
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Figura 13. @), b) Raiz de Vaccinium corymbosum var. O'Nea con evidente presencia de colonizacion
micorricica ericoide.

3.7 Medicién de pardmetros morfométricos.

Para la medicién de los parametros morfométricos se separaron 15 plantas a azar por cada
uno de los tratamientos, los parametros eval uados fueron |os siguientes:

A) Diametro del cuello (DAC) (mm): medida tomada a nivel del cuello, e cual fue definido
como la zona donde se produce una clara diferenciacion de color entre el tallo y laraiz.
Este fue determinado con un pie de metro y expresado en milimetros.

B) Largo del tallo (LT) (cm): medida tomada desde el cuello hasta el apice caulinar de la

planta, determinada con unaregla graduada, se expresan sus valores en centimetros.

C) Largo de la raiz (LR) (cm): medida tomada desde €l cuello de la planta hasta el extremo
de laraiz principal, fue determinada con una huincha graduada, expresando sus valores en

centimetros.
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D) Peso fresco tallo — raiz (PFT)-(PFR) (g): medida obtenida al separar la parte aérea de la
radicular, para luego pesarlas independientemente en una balanza de precision,
expresando los valores en gramos.

E) Peso seco tallo — raiz (PST)-(PSR) (g): medida obtenida, al poner en una bolsa de papel
la parte aérea 'y radicular de la plantula en forma separada, posteriormente depositadas en
una estufa a 90°C hasta obtener un peso constante, luego fueron pesadas en una balanza

por separado, se expresan |os valores en gramos.



4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Frecuencia e intensidad de colonizacién en plantas inoculadas y control de Vaccinium

corymbosum var. O Neal.

En la Figura 13 se presenta la frecuencia de colonizacion micorricica ericoide que
presentaron las plantas de Vaccinium corymbosum var. O Neal una vez transcurrido el proceso de
inoculacion através de esferas de alginato de calcio.
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Figura 14. Gréfico de frecuencia obtenida en evaluacion de colonizacién micorrizica ericoide en
plantulas de Vaccinium corymbosum var. O Neal.

En la Figura 13 se observa la variacion del porcentaje de frecuencia de colonizacion
micorricica ericoide con cada uno de los tratamientos aplicados en plantulas de Vaccinium
corymbosum var. O'Neal, con €ello se destaca que los tratamientos 1 y 3 fueron los que
presentaron una mayor frecuencia con un 89% y 90% respectivamente, esto indica que la
inoculacion con esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum y
Gaultheria pumila se presenta como e mas eficiente de los tratamientos. Estos porcentajes
concuerdan con los resultados obtenidos por Bustos (2010), cuyos valores de frecuencia e
intensidad de colonizacién fueron de 94,3 y 38,5% respectivamente a inocular plantas de

Vaccinium corymbosum var. Légacy con suelo rizosférico de Gaultheria pumila obtenido del
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Parque Nacional Villarrica. Ademés, segin Rodriguez (2007) cuando se inoculan plantas de

arandano con suelo rizosférico de Ericaceas se logra una mayor micorrizacion.

Respecto a la densidad de elaboracion de las esferas, se observa que aguellas que
contenian un 2% de alginato de sodio presentaron la mayor frecuencia de colonizacion, a
diferencia de aquellas elaboradas con un 4%. Una mayor densidad de la esfera trae como
consecuencia una menor liberacion del indculo micorricico ericoide. Este resultado afirma lo
establecido con Roumeau (2001) ya que indica en su estudio que la liberacién de biomoleculas
varia de acuerdo a la concentracion de alginato de sodio en cloruro de calcio que seredizaen la

reaccion.
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Figura 15. Grado de intensidad de micorrizacion ericoide presentado en plantulas de Vaccinium
corymbosum var. O'Neal.

En la Figura 14 se observa e grado de intensidad de micorrizacion ericoide, en ella se
identifican dos puntos pick que representan a los tratamientos con mayor porcentgje de
colonizacion, aqui se destaca una vez més que al incorporar suelo rizosférico de Gaultheria
pumila como indculo micorricico ericoide se logré la mayor intensidad de colonizacion. Este
resultado concuerda con lo propuesto por Medina (2009) quien afirma que las especies de
ericaceas que se han desarrollado en ecosistemas naturales tienen una escasa o nula intervencién
antrépica, por lo tanto ausencia de labores agrondmicas que van en desmedro de la presencia de
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propagulos y colonizacion micorrizica. Ademés, Gaultheria pumila es una especie que
normalmente se encuentra asociado a ambientes restrictivos, como son suelos delgados,
nutricionalmente pobres y acidos, 10 que genera en la planta condiciones de permanente estrés
tornandose necesaria la existencia de la simbiosis, situacion que queda reflgjada en la intensidad

de colonizacion.

En cuanto ala densidad de |as esferas se demuestra que aquellas elaboradas con un 2% de
alginato de sodio, a igua que en la evaluaciéon de frecuencia, presentan e mayor porcentgje

colonizacioén ericoide.

4.2 Parametros morfoldgicos para plantas inoculadas y control de Vaccinium corymbosum
var. O Neal.

4.2.1 Longitud de la Raiz. Se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA (Anexo 2), € cud arrojo
como resultado que existen diferencias estadisticas significativas entre las medias de este
parametro (p<0,05). También se llevo a efecto un test de Tukey para la evaluacion de los
tratamientos y densidad de las esferas, se obtuvieron los siguientes resultados (Cuadro4). Los

analisis estadisticos se realizaron con € paguete estadistico J.M.P versiéon 5.0.1 para Windows.

Cuadro 4. Vaores medios para la variable longitud de raiz medida en plantas de Vacciunium
corymbosum var. O'Neal.

Nivel Media
2 A 581
3 A 5,78
4 A 5,75
1 B 4,44
Control C 311

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas

1= Esferas con sudlo rizosférico de Vaccinium corymbosum; 2= Esferas con raices de Vaccinium
corymbosum; 3= Esferas con suelo rizosférico de Gaultheria pumila; 4=Esferas con raices de Gaultheria
pumila.
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En el Cuadro 4 se observa que los tratamientos 2, 3 'y 4 poseen medias similares, mientras
gue e control expresa las medias mas bajas, ademas que € tratamiento 1 presenta un valor
intermedio entre el resto de los tratamientos y control. Esto indica que lalongitud de laraiz se ve
favorecida cuando se aplicaron esferas con raices de Vaccinium corymbosum, o suelo rizosférico
de Gaultheria pumila o con raices de Gaultheria pumila. Por lo tanto, una vez mas se destaca la

eficiencia de Gaultheria pumila como fuente de inGculo micorrizico ericoide.

Cuadro 5. Vaores medios parala concentracion de alginato de sodio en la variable longitud de raiz.

Nivel Media
2 A 5,12
4 A 4,84

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas
2= esferas de aginato de calcio a 2% de alginato de sodio; 4= esferas de alginato de calcio a 4% de
aginato de sodio.

En cuanto a la concentracion de alginato de sodio se observa en € Cuadro 5 que no hay
respuestas significativas al evaluar la longitud de la raiz luego de aplicar esferas de alginato de
calcio con diferentes densidades, ya sea una concentracion del 2% o 4% de alginato de sodio.
Esto no concuerda con los datos obtenidos en la evaluacion de frecuencia e intensidad
micorricica ericoide, ya que esta indica que aquellas esferas elaboradas con un 2% de alginato de
sodio obtuvieron los mayores porcentajes de colonizacién, ello podria indicar que se requiere de

mayor tiempo parala evaluacion de este parametro.

4.2.2 Longitud del tallo. El resultado obtenido del andlisis de Varianza (Anexo 3) indicaque si
existen diferencias estadisticas significativas, ya sea para los tratamientos y el porcentgje de
alginato de sodio, por lo tanto fue necesario realizar un test de Tukey, en € cual se obtuvieron los

siguientes resultados.
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Cuadro 6. Valores medios paralavariable Longitud del tallo en plantas de Vaccinium corymbosum.

Nivel Media
3 A 14,65
4 A 14,46
2 B 12,30
1 C 10,70
Control D 7,63

Niveles no conectados con las mismas | etras significa diferencias estadisticamente significativas.

1= Esferas con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum; 2= Esferas con raices de Vaccinium
corymbosum; 3= Esferas con suelo rizosférico de Gaultheria pumila; 4=Esferas con raices de Gaultheria
pumila.

En e Cuadro 6 se observa que los tratamientos 3 y 4 poseen las medias mas atas y
ademéds son similares entre si, mientras que €l control expresa las medias mas bajas, en cuanto al
tratamiento 2 y 1 presentaron valores intermedios entre el resto de los tratamientos y control. Por
lo tanto, lamayor eficiencia en cuanto alalongitud de tallo se obtiene através de la aplicacion de

esferas ya sea con suelo rizosférico o raices de Gaultheria pumila.

Cuadro 7. Vaores medios parala concentracion de alginato de sodio en lavariable longitud de raiz

Nivel Media
4 A 12,44
2 B 11,46

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas
4= esferas de aginato de calcio ad 4% de alginato de sodio; 2= esferas de alginato de calcio a 2% de
aginato de sodio.
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En e Cuadro 7 se observa claramente que existen diferencias significativas entre
concentraciones de alginato de calcio, obteniendo la media mas ata aquellas esferas con un 4%
de alginato de sodio, a diferencia de aguellas elaboradas con un 2% las cuales presentan los

valores mas bajos.

4.2.3 Diametro del cuello de la raiz.

Segin e andlisis de varianza (Anexo 4) indica que existen diferencias estadisticas
significativas ya sea paralos tratamientos y concentracion de alginato de sodio.
Se realiz6 un test de Tukey y se obtuvieron los siguientes resultados.

Cuadro 8. Vaores medios paralavariable evaluada de didmetro del tallo.

Nivel Media
4 A 0,20
3 A B 0,19
2 B C 0,16
1 C D 0,14
Control D 0,11

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas

1= Esferas con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum; 2= Esferas con raices de Vaccinium
corymbosum; 3= Esferas con suelo rizosférico de Gaultheria pumila; 4=Esferas con raices de Gaultheria
pumila.

En el Cuadro 8 se muestra que para la variable diametro del cuello existieron diferencias
significativas de las plantas tratadas con esferas de alginato de calcio que contenian raices de
Gaultheria pumila como indcul o respecto del control, sin embargo el resto de los tratamientos no
presentaron diferencias ya que sus valores fueron similares entre si.  Un mayor diametro de
cuello significa una mayor lignificacion, esto le confiere ala planta en e momento del trasplante

desde e vivero a terreno una mayor resistencia a los cambios ambientales, sean estos de
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temperaturas altas, estrés hidrico, también a mayor diametro de cuello hay una mayor

lignificacion de la planta, por lo tanto adopta una mayor resistencia a enfermedades y patégenos.

Cuadro 9. Vaores medios para la concentracién de alginato de sodio en la variable diametro del cuello

Nivel Media
4 A 0,17
2 B 0,15

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas
4= esferas de alginato de calcio a 4% de alginato de sodio; 2= esferas de aginato de calcio a 2% de
alginato de sodio.

El Cuadro 9 indica que se obtuvo un mayor didmetro de cuello luego de aplicar esferas al
4%, mientras que este parametro se vié disminuido a aplicar esferas con un 2% de alginato de

sodio.

4.3 Parametros de peso seco para plantas inoculadas y control de Vaccinium corymbosum.

4.3.1 Peso seco de la raiz.
Los resultados de la evaluacién del andlisis estadistico ANOVA (Anexo 5) para € peso
seco de la raiz indican que existen diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. Se

realizo un test de Tukey para evaluar este parametro.

En el Cuadro 10 se representa como los tratamientos 4 y 3 poseen las medias més altas en
cuanto a peso seco de la raiz de las plantas tratadas, por otra parte se observa que aquellas
plantas evaluadas con los tratamientos 2 y 1 presentaron las medias mas bagjas, por lo tanto
manifestaron un deficiente desarrollo radicular, incluso llega a presentar valores similares a
tratamiento control. Entonces, a incorporar ya sean raices o suelo rizosférico de Gaultheria
pumila en esferas de alginato de calcio permitirdn un mayor peso seco de la raiz, esto segun
Bustos (2010), significa que permite a la planta tener contacto con un mayor volumen de suelo y
por o tanto mejorar considerablemente sus aspectos de abastecimiento de aguay nutricional.



Cuadro 10. Vaores medios parala variable evaluada de peso seco de laraiz.

Nivel Media
4 0,22
3 0,19
2 0,13
1 0,11
Control 0,08
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Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas

1= Esferas con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum; 2= Esferas con raices de Vaccinium
corymbosum; 3= Esferas con suelo rizosférico de Gaultheria pumila; 4=Esferas con raices de Gaultheria
pumila.

Cuadro 11. Valores medios para la concentracion de alginato de sodio en la variable peso seco delaraiz.

Nivel Media
4 A 0,17
2 B 0,13

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas
4= esferas de alginato de calcio ad 4% de alginato de sodio; 2= esferas de aginato de calcio a 2% de
alginato de sodio.

En e Cuadro 11 se observan diferencias estadisticas significativas entre concentraciones
de alginato de sodio, los valores mas altos obtenidos correspondieron a aquellas esferas
elaboradas con un 4%, lo cual se tradujo en un mayor peso seco de laraiz, adiferenciade esto las

esferas que contenian un 2% expresaron las medias mas bajas.
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4.3.2 Peso seco del tallo. En relacion a los resultados entregados por € andlisis de varianza
(Anexo 6) aplicado al peso seco del tallo, se observa que existen diferencias estadisticas
significativas de las medias entre los tratamientos. Los resultados del test de Tukey redizado a

los tratamientos y concentracion de alginato se observan en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Vaores medios para la variable evaluada de peso seco ddl tallo.

Nivel Media
3 A 0,21
4 A 0,19
2 B 0,13
1 B 0,11
Control B 0,10

Niveles no conectados con las mismas | etras significa diferencias estadisticamente significativas

1= Esferas con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum; 2= Esferas con raices de Vaccinium
corymbosum; 3= Esferas con suelo rizosférico de Gaultheria pumila; 4=Esferas con raices de Gaultheria
pumila.

En e Cuadro 12 es posible observar que los tratamientos 3 y 4 presentaron los valores
medios més altos, a diferencia de los tratamientos 2, 1 considerando que estos expresaron valores
intermedios a igual que € tratamiento control, ello indica que los valores mas altos en la
evaluacion del peso seco se obtuvo al utilizar como fuente de inécul o suelo rizosférico o raices de

Gaultheria pumila.
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Cuadro 13. Vaores medios para la concentracion de alginato de sodio en la variable peso seco del tallo.

Nivel Media
4 A 0,16
2 B 0,13

Niveles no conectados con las mismas letras significa diferencias estadisticamente significativas
4= esferas de alginato de calcio a 4% de alginato de sodio; 2= esferas de alginato de calcio al 2% de
aginato de sodio.

El Cuadro 13 muestra diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones de
alginato de sodio, los valores mas altos los presentan aquellas esferas elaboradas con un 4%, lo
cual indica que se obtuvo un mayor peso seco del tallo, y las medias més bajos corresponden a

las esferas con un 2% de este compuesto.

Al observar los resultados obtenidos en las variables longitud de raiz, longitud de tallo,
diametro del cuello, peso seco de raiz y peso seco del tallo, es posible comprobar que €l
tratamiento 1, correspondiente a esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Vaccinium
corymbosum presentd siempre |os valores mas bajos en relacidn al resto de los tratamientos. Esto
resultados concuerdan con los obtenidos por Carrillo et al., (2009) quienes luego de realizar una
evaluacion de la colonizacion micorricica en plantas de Vaccinium corymbosum L. CV. Duke
cultivadas en un huerto de la region del Bio Bio concluyen que existe una escasa presencia de
hongos micorricicos ericoide en € suelo rizosférico de estas plantas, €llo se debe a que
corresponde a una especie exética. Ademas, Carrillo et al., (2009) afirman que no existen
antecedentes que describan la presencia de esporas ni redes de hifas en e suelo previo a la

plantacion de arandanos para esta ubicaci én geogréafica.

No obstante, los resultados de frecuencia e intensidad de colonizacion micorricica
obtenidos en plantas de Vaccinium corymbosum var. O'Neal inoculadas mediante esferas de
alginato de calcio con suelo rizosférico de ardndano presentaron la mayor colonizacion por parte
de los hongos simbiontes. Entonces, este estudio afirma que a pesar de existir una ata frecuencia

e intensidad de colonizacion micorricica, la baja eficiencia de los hongos micorricicos presentes
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en larizosfera de un huerto de ardndanos establecidos, no refleja los real es beneficios que entrega
este tipo de asociacién a la especie vegetal cultivada. Rodriguez (2007) indica que el conocer la
especificidad y eficiencia de los hongos colonizadores de la raiz es necesario para obtener

resultados favorables en el desarrollo de plantas inocul adas.

Scagel (2005), afirma que la disponibilidad de nutrientes puede influenciar en la
colonizacion y la respuesta a crecimiento, sin embargo, aspectos de especificidad del huésped
respecto a hongo y la disponibilidad de in6culo juegan un rol importante en la colonizacién por

micorrizas ericoides en la produccion de plantas en vivero.

En cuanto alos valores mas altos obtenidos en la evaluacion de longitud de tallo, longitud
de raiz, peso seco del laraiz y peso seco dedl tallo correspondieron a plantas inoculadas con
esferas de alginato de calcio con raices o suelo rizosférico de Gaultheria pumila. Sin embargo,
los resultados obtenidos de frecuencia e intensidad de colonizacion indican que aquellas plantas
inoculadas con estos tratamientos registraron los valores mas bajos. Por lo tanto, esto demuestra
la alta eficiencia que posee larizosfera de G. pumila al ser utilizada como fuente de indculo. Esto
coincide con Rodriguez (2007), quien observa que plantas micropropagadas con micorrizas
ericoides presentan un mayor desarrollo pese a mostrar uno de los menores porcentgjes de

infeccion micorrizica

La especie Gaultheria pumila se caracteriza por habitar ambientes nutricionamente
restrictivos, los cuales coinciden con los medios naturales donde se genera el desarrollo de
hongos micorricicos ericoides y en los que la planta debe responder a persistentes periodos de
estrés, propios de este tipo de ambientes, ello provoca en e hongo simbionte la constante
esporulacion como método de sobrevivencia, 0 que permite obtener una rizésfera importante
como fuente de indculo. Por otra parte, la prolongada interaccion entre el hongo y la planta por
largos periodos de tiempo junto a la ausencia de intervencion antrépica a través de précticas
agrondmicas, permite la persistencia de estos hongos simbiontes. Villegas et al., (2007) realiz6
una caracterizacion micorrizogénica en un bosque de Nothofagus pumilio (Poepp. et Endl.)
Krasser en el Parque nacional Villarrica en el cual se constatd la presencia de este tipo de

micorrizacién ericoide asociada a la especie Gaultheria pumila. Mas tarde, estos antecedentes se
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confirman con el estudio realizado por Medina (2009) quien evalla la colonizacion micorricica
en especies endémicas como Gaultheria pumila y Gaultheria mucronata presentes en tres
ecosistemas naturales de la Regién de La Araucania, y demostré que G. pumila presente en €l
Parque Nacional Villarrica registré € mayor grado de colonizacion con valores de frecuencia e

intensidad de 62,2 y 11,05% respectivamente.

Lo que respecta a la densidad de las esferas, seindica que al utilizar esferas con un 4% de
alginato de sodio se obtuvieron mayores valores en lamedicion de longitud de tallo, diametro del
cuello, peso seco de la raiz y peso seco del tallo de las plantas analizadas, sin embargo estos
resultados no concuerdan con los obtenidos en la evaluacion de frecuencia e intensidad de
colonizacion micorrizica ericoide, ya que, estos demuestran que a aplicar esferas con tal
densidad €l porcentgje de colonizacion fue el mas bagjo. Ello se asocia a tiempo que se dispuso
entre la aplicacion de las esferas y la evaluacion, € cual influye en la liberacion del inGculo
contenido en las esferas. Roumeau, (2001), concluye que la liberacion de biomoléculas
encapsuladas en esferas de aginato de calcio, dependera de acuerdo a la concentracién de

alginato de sodio en cloruro de calcio que se realiza en lareaccion.

En consecuencia, la mayor concentracién de aginato de sodio utilizada en la elaboracion
de las esferas permitié una lenta germinacion de esporas y liberacion de higas del hongo
simbionte encapsulado, |0 que provocé una colonizacion baja pero eficiente, lo cual es observable

através del desarrollo de su huésped.

4.4 Esferas de alginato de calcio, efectivo transportador de in6culo micorricico ericoide.

Laefectividad del transportador se evalud através del grado de frecuencia e intensidad de

colonizacion micorricicaericoidey laevauacion de parametros morfométricos.

Nufiez (2003), también confirma la utilizacion de esferas de alginato de calcio como
transportador en la aplicacion de inoculos ectomicorricicos de Laccaria laccata, luego de

efectuar una correcta micorrizacion en plantul as de Nothofagus obliqua.
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Ademas, Ciampi, et al., (1997) propone gue el encapsulamiento celular en la agricultura
se ha empleado para la inclusion de células bacterianas para e control bioldgico de agentes

fitopatogenos.

Elaborar esferas de alginato de calcio paralainclusiéon y transporte de indculo resultd ser
una labor rapida y eficiente, ya que e materia utilizado posee caracteristicas que permiten al
investigador su facil manipulacion y dosificacion. Por consiguiente, con una dosis de 1,25 g de
alginato de sodio, 0,125 g de in6culo, 0,1 g de musgo de turbera'y 6,25 g de cloruro de calcio
disueltos en 62,5 ml de agua es posible obtener la cantidad de esferas necesarias para inocular
397 plantas, del las cuales € 100% de éstas logré ser colonizada por e hongo simbionte
encapsulado. Ademés, cabe mencionar que de acuerdo a las propiedades naturales que presentan
tanto & alginato de sodio, musgo de turbera como el indculo micorricico, le confiere alas esferas
elaboradas en este estudio la denominacion de biofertilizante, €l cual puede ser aplicado como

una herramienta viable en el desarrollo de sistemas agricolas sustentables.

Con los resultados obtenidos en esta investigacion es posible confirmar 10 propuesto por
Villena et al., (2009) quienes afirman que las esferas de alginato de calcio poseen cualidades
como:

v Permitir que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente.

v No reguerir solventes organicos toxicos.

v Permitir una alta velocidad de difusién para macromoléculas, y la posibilidad de controlar

dichadifusion.

v Disolversey degradarse bajo condiciones ambientales normales.

Batista Filho et al., (1998) proponen que a encapsular un hongo entomopatégeno en
esferas de alginato de calcio, permite megorar su eficacia en condiciones de campo, facilitar la
manipulacion y la aplicacién, tener un producto biodegradable, y aumentar la estabilidad durante
el almacenamiento, caracteristicas con las que se pretende minimizar el costo y la pérdida de las

caracteristicas del producto.



5 CONCLUSIONES

Se elaboraron esferas de aginato de calcio que permitieron la encapsulacion y transporte
deindculos micorricicos ericoides, permitié manipular y dosificar de manera eficiente el inéculo
a transportar, ademés, su elaboracion resultd ser un trabajo seguro, rapido y fécil debido a las

caracteristicas que presentan los productos utilizados.

Mediante la utilizacion de esferas de alginato de calcio como transportador de propagulos
se inocularon plantas de Vaccinium corymbosum var. O'Neal. La aplicacion de estas se
caracterizd por ser una labor rdpiday expedita, esto debido a las propiedades fisicas y quimicas

que presentan las esferas, 1o cual permitio ademas ser almacenadas y transportadas.

Se evalud la frecuencia e intensidad de colonizacion presente en las plantas de Vaccinium
corymbosum var. O Neal inoculadas, y se demostrd que e tratamiento correspondiente a esferas
de aginato de calcio con suelo rizosférico de arandano presentd los mayores indices de
colonizacion, sin embargo, se obtuvieron los valores mas bajos en cuanto a evaluacion de
parametros morfométricos, lo cual afirma la baja eficiencia de los hongos simbiontes presentes en
la rizosfera de un huerto establecido, ya que no reflgja los reales beneficios que entrega la

asociacién micorricica.

L os resultados obtenidos en la evaluacion de parametros morfométricos indicaron que al
inocular plantas de Vaccinium corymbosum var. O Neal a través de esferas de alginato de calcio
con suelo rizosférico de Gaultheria pumila, éstas resultaron ser un efectivo y eficiente inoculante
ya que presentd la mayor incidencia sobre € crecimiento de las plantas, a pesar de obtener un

bajo porcentaje de colonizacion.

Se demostré que el mayor crecimiento de las plantas de Vaccinium corymbosum var.
O'Nea fue a través de la aplicaciéon de esferas elaboradas a un 4% de aginato de sodio, sin
embargo, éstas presentaron un bajo porcentaje de colonizacién, lo cual indica que la densidad de
las esferas incide en la eficiencia del inéculo transportado.
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Las propiedades naturales que presenta el alginato de sodio, € inéculo micorricico y €
musgo de turbera, permitieron elaborar un producto biodegradable con la denominacion de

biofertilizante, el cual puede ser aplicado como una herramienta viable en € desarrollo de
sistemas agricol as sustentabl es.



6 RESUMEN

La utilizacion de biofertilizantes en la produccién de arandanos contribuye a la
conservacion y sustentabilidad del sistema productivo. En € presente trabajo se elaboraron
esferas de alginato de calcio con distintas densidades para la encapsulacion y transporte de
in6culos micorricicos ericoides. Se evaluaron cuatro tratamientos y un control, estos
correspondieron a 0) control; 1) esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Vaccinium
corumbosum; 2) esferas de alginato de calcio con raices de Vaccinium corumbosum; 3) esferas de
alginato de calcio con suelo rizosférico de Gaultheria pumila y 4) esferas de aginato de calcio
con raices de Gaultheria pumila. Se inocularon plantas de Vaccinium corymbosum var. O Neal,
para ello se aplicaron 2 esferas por tratamiento en € sistema radicular de cada plantula. Se
diseflaron 2 parcelas de estudio, cada una formada por 100 plantas, divididas en los 4
tratamientos mas control, por lo tanto, 20 repeticiones por tratamiento. Pero, |as esferas aplicadas
en la parcela uno fueron elaboradas con un 2% de aginato de sodio, y, las esferas de la parcela 2

con un 4%.

Se evaluod la frecuencia e intensidad de colonizacion, se demostré que el tratamiento
correspondiente a esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Vaccinium corymbosum
presentd los mayores indices de colonizacién, sin embargo, se obtuvieron los valores mas bajos
en cuanto a evaluacion de pardmetros morfométricos, 1o cua afirma la baja eficiencia de los
hongos simbiontes presentes en la rizosfera de un huerto establecido, ya que no refleja los reales

beneficios que entrega la asociacién micorricica.

L os resultados obtenidos en la evaluacion de parametros morfométricos indicaron que al
inocular plantas de Vaccinium corymbosum var. O Neal a través de esferas de alginato de calcio
con suelo rizosférico de Gaultheria pumila, éstas resultaron ser un efectivo y eficiente inoculante
ya que presentd la mayor incidencia sobre e crecimiento de las plantas, a pesar de obtener un
bajo porcentaje de colonizacion. Se demostréo que el mayor crecimiento de las plantas de
Vaccinium corymbosum var. O Neal fue a través de la aplicacion de esferas elaboradas a un 4%
de alginato de sodio, sin embargo, éstas presentaron un bajo porcentaje de colonizacion, 1o cual
indica que ladensidad de |as esferas incide en la eficiencia del indcul o transportado.



7 SUMMARY

The use of biofertilizers in blueberry production contributes to the conservation and
sustainability of the productive system. In the present study were prepared calcium alginate
spheres with different densities for the encapsulation and transport of ericoid mycorrhizal
inoculum. Four treatments and control, these corresponded to 0) control: 1) calcium aginate
spheres with Vaccinium corymbosum rhizospheric soil, 2) calcium alginate spheres with
Vaccinium corymbosum roots, 3) spheres of calcium alginate rhizosphere soil of Gaultheria
pumila and 4) calcium alginate spheres with roots of Gaultheria pumila. Inoculated plants of
Vaccinium corymbosum var. O "Neal, for it was applied 2 areas for treatment on the root system
of each seedling. 2 were designed study plots, each consisting of 100 plants, divided into 4
treatments more control, therefore, 20 replicates per treatment. But, the areas applied in a plot
were made with 2% sodium aginate, and the areas of plot 2 to 4%.

We evaluated the frequency and intensity of colonization, it was shown that treatment for
calcium alginate spheres with rhizosphere soil of Vaccinium corymbosum showed the highest
rates of colonization, however, we obtained the lowest values in terms of assessment of
morphometric parameters, which maintains the low efficiency of symbiotic fungi present in the
rhizosphere of an established orchard, it does not reflect the actual benefits delivered by the

mycorrhizal association.

The results obtained in the evaluation of morphometric parameters indicated that the
inoculated plants Vaccinium corymbosum var. O "Neal through calcium alginate spheres with
rhizosphere soil of Gaultheria pumila, they proved to be an effective and efficient inoculant and
presented the greatest impact on plant growth, despite getting alow rate of colonization.

It was shown that increased growth of plants of Vaccinium corymbosum var. O "Nea was
through the application of developed areas to a 4% sodium alginate, however, they presented a
low percentage of colonization, indicating that the density of the spheres affects the efficiency of

inoculum carried.



8 LITERATURA CITADA

Alarcén, A., Almaraz, J., Ferrera-Cerrato, R., Gonzélez-Chavez, M., Lara, M., Manjarrez,
MJ., Quintero, R., y Santamaria, S. (eds). 2001. Tecnologia de hongos micorricicos en la
produccion de especies forestales en vivero. Colegio de Postgraduados, Montecillo.
SEMARNAT-PRONARE. México. 98 p.

Alarcon, A., y Ferrera-Cerrato, R. 1999. Mangjo de la micorriza arbuscular en sistemas de
propagacion de plantas fruticolas. TERRA Latinoamericana. Universidad Auténoma Chapingo.
México. 17: 179-191.

Azcon-Bieto, J. y Talon, M. 2000. Fundamentos de fisiologia celular. Ediciones Universitarias.
Barcelona, Espania. 522 p.

Batista-Filho, A., S. B. Alves, L. F. A. Alves, R. M. Pereira e N. T Augusto. 1998. Formulacao
de entomopatégenos. pp 917-957. En: S. B. Alves(Ed). Controle microbiano de insetos (2a ed.).
FEALQ. Piracicaba, Brasil.

Beyoda, O. 2005. Revision de la coevolucion de sistemas micorrizas ericoides-Ericaceae. Tesis
pregrado Bidlogo y Microbidlogo. Universidad de Los Andes, Bogota D.F., Colombia. 83p.

Bonfante-Fasolo, P., G. Berta., and V. Gianizzi-Pearson. 1979. Ultraestructural aspects of
endomicorrhizain the Ericaceae. |. Aturally infected hair roots of Calluna vulgaris L. Hull. New
Phytologist, 83: 739-744.

Bonfante-Fasolo, P. 1981. Ultrastructural espects of endomycorrhizasin the Ericaceae.
I1. Host-endophyte relationships in Vaccinium myrtyllus L. New Phytologist, 89:219-224.

Borie, F., Rubio, R., Rouanett, J.L., Morales, A., Borie,G., and Rojas, C. 2006. Effects of
tilloge Systems on soil Characteristics, glomalim and mycorrhizal propagules in a Chilean
ultisoil. Soil Till.Res.88:253-261.

Bustos, J. 2010. Evaluacion de los parametros morfométricos y de colonizacién micorrizica
ericoide en plantas de ardndano (Vaccinium corymbosum L. c.v. Legacy) tratadas con diferentes
inéculos, TesisIngeniero Agronomo, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. 69p.

Buzeta, A. 1997. Chile: Berries para el 2000. Fundacion Chile. Santiago, Chile. 133 p.

Branzanti, M., Rocca, E., and Pisi, A. 1999. Effect of ectomycorrhizal fungi on chestnut ink
disease. Mycorrhiza 9 (2): 103-109.



64

Brito, L. 2001. Extraccién de alginato de sodio a partir de Sargassum vulgare (Fucales,
Phaeophyta). Resumen ampliado 1X Congreso Latinoamericano sobre ciencias del mar. San
AndrésIsla, Colombia.

Brundrett, M. 2004. Diversity and classification of mycorrhizal associations. Biological
Reviews 79: 473 - 495.

Brundrett, M. Bougher, N. Dell, B. Grove, T. y Malajczuc, N. 1996. Working with
mycorrhizas in forestry and agriculture. Australian Centre for International Agricultural
Research. 374 p.

Carballo, M. 1998. Formulacion de hongos entomopatogenos. Manegjo Integrado de Plagas
(Costa Rica) 48:1-4.

Carrillo, R. Godoy, R. y Peredo, H. 1992. Simbiosis micorricica en comunidades boscosas del
Valle Central en e sur de Chile. Bosgue 13 (2): 57 — 67.

Carrillo, R., Rodriguez, M., Rodriguez, J. y Medina, J. 2009. Evaluacién de la colonizacién
micorricica en plantas de Vaccinium corymbosum L. cv. Duke., cultivadas en un huerto de la
Region del Bio Bio. VII Simposio de Recursos Genéticos para AméricaLatinay el Caribe. Chile.

Ciampi, L., Bernal, G., Oyarzun, J., Schobitz, R,. y Fuentes, R. 1997. Atrapamiento de
células bacterianas en matrices de alginato para econtrol bioldgico de agentes fitopatdgenos. Acta
Microbioldgica de Chile 7: 28-30.

Davies, F.T., P.V. Olalde, M.J. Alvarado, H.M. Escamilla, R. Ferrera-Cerrato y J.L.
Espinosa. 2000. Alleviating phosphorus stress of chile ancho pepper (Capsicum annuum L. “San
Luis’) by arbuscular mycorrhizal inoculation. J. Hort. Sci. Biotech. 75(6): 655-661.

Dixon, K.W. 2002. Ericoid mycorrhizas in plant communities. In. Sivasithamparam, K., Dixon,
K.W and Barrett, R.L. (eds. ) Microorganisms in plant Conservation and Biodiversity. Kluwer
Academic Publishers, New Y ork. pp 227-239.

Eck, P. 1986. Blueberry. En: Handbook of fruit set and development. Ed Shaul. Monselise by
C.R.C PressiInc. 75-85.

Garcia, F., Reig, J., Ibars, A., Estrelles, E. 2002. La evolucion de la simbiosis micorricica.
Butll. Soc. Micol. Vaenciana 7: 49-54.

Gianinazzi, S.1991.Vesicular-Arbuscular (endo)-Mycorrhizas: Cellular, biochemical and
genetics mycorrhizai roots, Plants and soil.71: 197-2009.

Godoy, R., Romero, R. y Carrillo, R. 1992. Estatus micotrofico de la flora vascular en bosques
de coniferas nativas del sur de Chile. Revista Chilena de Historia Natural .67:209-220.



65

Harley JL. & Smith S.E. 1983. Mycorrhizal Symbiosis. Academic Press, London. 483 p.

Hoffmann, A. 1991. Flora Silvestre de Chile. Zona Araucana. Editorial Fundacion Claudio Gay.
Santiago de Chile.

Honrubia, M., Torres, P., Diaz G.y Cano, A. 1992. Manua para micorrizar plantas en viveros
forestales. Ministerio de Agricultura, Pescay Alimentacion. Madrid, Espafia. ICONA. 47 p.

Jeffries P. 1987. Use of mycorrhizae in agriculture. Critical reviews in Biotechnology 5: 319-
357.

Kerley, S. J. & Read, D. J. 1995. The biology of mycorrhiza in the Ericaceae. XVIII. Chitin
degradation by Hymenoscyphus ericae and tranfer of chitin-nitrogen to the host plant. New
Phytol. 131: 369-375.

Korcak, R.F. 1998. Nutrition of blueberry and other calcifuges. Horticultural Reviews 10:183-
227.

Kuek, C.1991.Production of glucoamylase using Aspergillus phoenicus immobilized in calcium
alginate beads. Applied Microbiology and Biotechnology 35: 466-470.

Kuek, C.; Tommerup, I. and Malajczuk, N. 1992. Hydrogel bead inocula for the production of
ectomycorrhizal eucalypts for plantations. Mycology Research 96 (4): 272-277.

Kron, K., Judd, W., Stevens, P., Anderberg, A., Crayn, D., Gadek, P., Quinn, C. and
Luteyn, J. 2002. A phylogenetic classification of Ericaceae: molecular and morphological
evidence. Botanical Review 68: 335-423.

Lecuona, R. E., B. Papierok y G. Riba. 1996. Hongos entomopatégenos . pp. 35-60. En: R. E.
Lecuona (Ed). Microorganismos patdgenos empleados en el control microbiano de insectos
plaga. Editorial Mariano Mas. Buenos Aires, Argentina.

Lemoine, M., Gianinazzi, S. and Gianinazzi-Pearson, V. 1992. Application of
endomycorrhizae to comercia production of Rhododendron microplants. Agronomia 12: 881-
885.

Lobos, W. 1990. Plantacion de ardndanos. Revista Asociacion Hortofruticola. 1(2): 4-10.
Lépez, L.y Fierro, C. 2002. Lafamiliade |las Ericaceas. Boletin ARBA 12: 85-92.

Luteyn, J. L. (ed.). 1995. Ericaceae Part 1I. The Superior-Ovaried Genera (Monotropoideae,
Pyroloideae, Rhododendroideae, Vaccinioideae p.p.). Flora Neotropica Monogr. 67: 1-560.

Luteyn, J. L. 2002. Diversity, adaptation and endemism in Neotropical Ericaceae:
Biogeographical patternsin the Vaccinieae. The Botanical Review (Lancaster) 68 (1): 55-87.



66

Mabberley, D. J. 1987. The Plant-Book, a portable dictionary of the higher plants. Cambrige
University Press. Cambrige.

Marks, T. and Kozlowski, T. (ed.) Ectomycorrhizae: their Ecology and Physiology. Academic
Press, Inc., Nueva York. p 383-411.

Marx, D., J, Ruehle. and D E. Cordell. 1994. Methods for studying nursery and field response
of trees to specific ectomycor-rhiza. In Techniques for Mycorrhizal Research: Methods in
Microbiology. Norris JR, D Read, AK Varna eds. London, UK. Academic Press, p. 383-411.

Medina, J. 2009. Evaluacién de la colonizacion micorricica en especies endémicas de la familia
Ericaceae, Gaultheria pumila (L.fil) Middleton y Gaultheria mucronata (L.fil) Gaud. Ex
Spreng., en tres sectores de la Region de La Araucania. Tesis de Ingeniero Agronomo,
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. 73 p.

Mikola, P. 1973. Application of mycorrhizal simbiosis on forestry practice. En G.C. Marks and
TT Kozlowski, Editors, Ectomycorrhizae: Their Ecology and Physiology, Academic Press, New
York. 444 p.

Mufioz, C. y Moreira, . 2002. Précticas actuales recomendadas para €l cultivo de ardndanos.
Revista Tierra Adentro (Chile). 47: 23-25.

McHugh, D.J. (ed.) 1987. Production and utilization of products from commercial
seaweeds. FAO Fish. Tech. Pap. (288): 189 p.

Nedovic, V.; Leskosek-Cukalovic, I. and Vunjak-Norvacovic, G. 1999. Inmobilized cell
technology (ICT) in beer fermentation — a posibility for environmentally sustainable and cost-
effective process. http://www.rcub.bg.ac.yu/~todorom/tutorial s/rad15.html

Nufiez, R. 2003. Inoculacion ectomicorricica en roble (Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst.)
mediante esferas de alginato de calcio. Tesis de Ingeniero Forestal, Universidad de La Frontera,
Temuco, Chile. 72 p.

Pereira, R. and Roberts, D. 1991. Alginate and cornstarch mycelial formulations of
entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. J. Econ. Entomol.
84(6):1657-1661.

Perotto, S., Coisson, J., Perugini, I., Cometti, V., and Bonfante, P. 1997. Production of
pectin-degrading enzimes by ericoid mycorrhizal fungi. New Phytol. 135: 151-162.

Pritts, M. and Hancock, J. 1992. Highbush Blueberry Production Guide. New Y ork, Northeast
Regional Agricultural Engieneering Service. 200 p.

Pritchett, W. 1991. Suelos Forestales. Grupo Noriega Editores. Editorial Limusa, México 634 p.



67

Plenchette, C., Furlan, V. and Fortin, J. 1983. Growth responses of severa plant species to
mycorrhizae in a soil of moderate P- fertility. Mycorrhizal dependency under field conditions.
Plant and Soil 70: 199-209.

Read, D. 1996. The structure and function of the ericoid mycorrhizal root. Annals of Botany
77:365-374.

Read, D. and Pérez-Moreno, J. 2003. Mycorrhizas and nutrient cycling in ecosystems — a
journey towards relevance? New Phytologist 157: 475- 492.

Rehm, S. 1997. Bacterial alginates: biosynthesis and applications. Applied Microbiology and
Biotechnology 48 (3): 281-288.

Reinhardt, D. 2007. Programming good relations - development of the arbuscular mycorrhizal
symbiosis. Curr Opin Plant Biol 10: 98 — 105.

Rodriguez, E. 2007. Efecto de la micorrizacién en plantas de arandano (\Vaccinium corymbosum
L.) var. O'Neal a nivel de vivero, Chile. Tesis Ingeniero Agronomo. Pontificia Universidad
Catdlicade Vaparaiso. 53 p.

Roumeau, M. 2001. Evaluacién de la degradacion de esferas de aginato de calcio utilizadas en
la micorrizacion de plantas de Eucalyptus globulus Labill, producidas en corteza de pino. Tesis
Ingeniero Forestal. Universidad de la Frontera, Temuco, Chile. 60 p.

Salinas, N. y Betancur, J. 2007. Novedades taxondmicas de las ericaceas del suroccidente de
Colombia, Colombia. Revista Caldasia 29: 51- 58.

Selosse, M-A. And Le Tacon, F. 1998. The land flora: a phototroph-fungus partnership? Tree
13(1):15-20.

Sepulveda, M. 2005. Encapsulacion de Beauveria bassiana en matrices de alginato-quitina y
efecto de latemperatura en la produccién de conidias. Tesis Ingeniero Agrénomo. Universidad de
Concepcidn, Chillan, Chile. 21p.

Sleumer, H. y Hermann, P.M. 1999. Ericaceae. In Correa, M. N. (ed.). Flora Patagonica.
Coleccion Cientificadel INTA, Buenos Aires. Tomo 8 ( 4): 1-15.

Straker, C. 1996. Ericoid mycorrhiza: ecological and host specificity Mycorrhiza 6: 215-225.

Tommerup, 1., Kuek, C. and Malajczuk, N. 1987. Ectomycorrhizal inoculum production and
utilization in Australia. In: "Proceedings of the 7th North American Conference on Mycorrhizae";
D.M. Sylviaand L.L. Hung (eds.), pp. 293-295.



68

Thorvilson, H., Wheeler, D., Bextine, B. and San Francisco, M. 2002. Development
of Beauveria bassiana formulations and genetically marked strains as a potentia biopesticide for
imported fire ant control. Southwest. Entomol. 25:19-29.

Vega, A. y Garciga, M. 2007. Micorrizas en arandanos. Berries de Chile 1(1):16-22.

Vega, A., Garciga, M., Rodriguez, A., Prat, L. and Mella, J. 2009. Blueberries Mycorrhizal
Symbiosis Outside of the Boundaries of Natural Dispersion for Ericaceous Plants in Chile. Acta
Horticulturae 810: I X Internationa Vaccinium Symposium.

Vega, A. y Mufoz, C. 1994. Presencia de micorrizas en ericaceas en Chile. Agricultura técnica
(Chile) 54 (3): 332-339.

Villegas, J., Carrillo, R., Nufez, P. y Rodriguez, M. 2007.Caracterizacion micorrizogénica de
un bosgue de Nothofagus pumilio (Poepp. Et Endl.) Krasser en el Parque Naciona Villarrica,
Cordillera de los Andes, IX Region, Chile. Documento resumen Congreso Internacional sobre
Desarrollo, Medio Ambiente y Recursos Naturales: Sostenibilidad a Multiples Niveles y Escalas.
Volumen I11 Cochabamba, Bolivia. 1447-1455 p.

Villena, M., Morales, M., Gallardo, V. y Ruiz, M. 2009. Técnicas de microencapsulacion: una
propuesta para microencapsular probioticos, Espaiia. Revista Ars Pharmaceutica 50: 43-50.



9 ANEXOS



Anexo 1. Disefio experimental, plantas de Vaccinium corymbosumvar. O Neal inoculadas

mediante esferas de alginato de calcio con distintas densidades.

A AR OOWOWIWINDNNN|RFP(RFP(FPP OO O o
AR DR OWOWWIWINMKNNNI|IFP (P (PP O|O|O o
A AR IPDPOWOWOWIWINMDKNNN|IFP(FP(F-P OO O o
A AR OOWOWIWINDNNN|RFP(RFP(FPP OO O o
AR DI OWOWWIWINMPNININ|IFP(FP (PP O|O|O o
A BRI OWOWIWIWINMPNINNI|IFP (P (- (-P|O|O |0 o
AR IRARIPRPIOWIWIWIWININININ|FPFP(PFP(-PO|O|O0|0o
AR OWWWIWIWINMNINN|IFP(FP (PP |O|O|O o
AR IR OWOWIWIWINMPNINNI|IFP (P (- (-P|O|O|O o

|:| esferas de alginato de Ca, 2 % de alginato de sodio

|:| esferas de alginato de Ca, 4% de alginato de sodio

A WO NP O

esferas de alginato de calcio sin inéculo

esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de ardndano

esferas de alginato de calcio con raices de arandano

esferas de alginato de calcio con suelo rizosférico de Gaultheria pumila
esferas de alginato de calcio con raices de Gaultheria pumila

AR OWWIWIWINMWNNN|FP(FP(FPP|O|O|Oo o
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Anexo 2. Analisis estadistico de longitud de la raiz en plantas de Vaccinium corymbosum var.
O Neal.
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Anexo 3. Andlisis estadistico de longitud del tallo en plantas de Vaccinium corymbosum var.
O Neal.
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Anexo 4. Andlisis estadistico del diametro del cuello de la raiz en plantas de Vaccinium
corymbosum var. O Neal.
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Anexo 5. Andlisis estadistico del peso seco de la raiz en plantas de Vaccinium corymbosum var.
O Neal.
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Anexo 6. Andlisis estadistico del peso seco del tallo en plantas de Vaccinium corymbosum var.
O Neal.
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Anexo 7. Formulario para el registro de la colonizacién endomicorricica ericoide en el sistema

radical de VVaccinium coymbosum var. O Neal. Fecha

N° Punto Intensidad

1. Clase |Descripcion

2= 0 Sin colonizacion

3= 1 Hasta un 5% de colonizacién

S
1]
N

6 - 25% de colonizacién

26 - 50% de colonizacién

(o]
1]
H w

51 - 75% de colonizaciéon

7= 5 76 - 100% de colonizacion

150=
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