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RESUMEN

La simbiosis micorrizico arbuscular aumenta la calidad, sanidad, vigor y desarrollo de
plantulas micropropagadas ya sea en condiciones in vivo como in vitro. Por este motivo la
blusqueda de nuevos sistemas para obtener estructuras fangicas y plantas sanas es
indispensable. Se compararon dos sistemas de cultivo autotréfico para la micorrizacion in
vitro, utilizando plantulas de trébol rojo (Trifolium pratense L.) y uvilla (Physalis peruviana L.).
T. pratense mostro adelgazamiento en el tallo y plasmodlisis en las hojas mientras que P.
peruviana se adapté adecuadamente al sistema autotréfico. Se evaluaron dos métodos de
inoculacion directa de P. peruviana, uno con esporas extraidas del suelo y otro con
fragmentos de raiz. En la inoculacién con esporas, se obtuvo una colonizacién menor al 10%
observandose solo hifas micorrizicas, las posibles causas de la ausencia de continuidad de la
colonizacién son la baja viabilidad y bajo numero de esporas utilizado. Los fragmentos de
raices con hongos micorrizicos arbusculares fueron inoculados en cada unidad experimental.
P. peruviana presentaron una colonizacién micorrizica menor al 6%, sin embargo fueron
colonizadas por endéfitos septados oscuros.

Palabras clave: Hongos micorrizicos arbusculares, sistema autotréfico, Physalis peruviana,
micorrizacion in vitro.



ABSTRACT

The arbuscular mycorrhizal symbiosis increases the quality, health, vigor and development of
micropropagated seedlings in both in vivo and in vitro conditions. For this reason, the search
for new systems to obtain fungal structures and healthy plants is essential. Two autotrophic
culture systems were compared for in vitro mycorrhization, using red clover (Trifolium pratense
L.) and uvilla (Physalis peruviana L.) seedlings. T. pratense showed thinning in the stem and
plasmolysis in the leaves while P. peruviana adapted adequately to the autotrophic system.
Two methods of direct inoculation of P. peruviana were evaluated, one with spores extracted
from the soil and the other with root fragments. In the inoculation with spores, a colonization of
less than 10% was obtained with only mycorrhizal hyphae, the possible causes of the lack of
continuity of the colonization are the low viability and low number of spores used. The
fragments of roots with arbuscular mycorrhizal fungi were inoculated in each experimental unit.
P. peruviana presented a mycorrhizal colonization of less than 6%, however they were
colonized by dark septate endophytes.

Key words: Arbuscular mycorrhizal fungi, autotrophic system, Physalis peruviana, in vitro
mycorrhization.



INTRODUCCION

La uvilla (Physallis peruviana) es un arbusto perteneciente a la familia Solanaceae que se
origind en las zonas andinas peruanas. Esta especie se distribuye en las zonas altas de
Suramérica (Legge, 1974), y en la ultima década su cultivo se ha convertido en una
alternativa rentable. En el 2012 Ecuador exporté 104,7 t, por un valor FOB de US$ 407.640,
con precio de US$ 3,57/kg, siendo Holanda, Espafia y Alemania los principales paises de
destino (Banco central del Ecuador, 2012). En la provincia de Imbabura P. peruviana es
cultivada por pequefios y medianos productores entre los 2000 y 3000 msnm, en
extensiones cercanas a las 350 ha, con producciones de 13,6 t ha! (Altamirano, 2010). La
zona ecuatorial por su temperatura estable y periodos prolongados de luminosidad hacen
que el fruto contenga mayor contenido de azucar y coloracion mas intensa, comparada con
la que proviene de Sudafrica y Kenia, haciéndola méas apreciada comercialmente (Mufioz,
2003).

La uvilla tiene una respuesta positiva a la propagacion asexual por injertos, estacas y
esquejes, asi como también a la propagacioén in vitro, sin embargo, estos métodos resultan
costosos y en la mayoria de los casos las plantas producidas por esta via, tienen periodos
vegetativos reducidos y susceptibilidad al viento (Fischer y Miranda, 2012). Frecuentemente
las semillas se infectan con hongos como Cladosporium
sp., Phoma sp., Alternaria sp., Phytium sp., Botrytis sp. y Colletrotrichum sp. Por lo que se
deben desinfectar con hongos antagénicos o fungicidas dejando asi grandes pérdidas para
el agricultor (Angulo, 2005). Uno de los pasos mas importantes en la micropropagacion, es
la trasferencia de plantulas in vitro a condiciones ex vitro, debido a su alto grado de
mortalidad entre 50% y 90%, por problemas de aclimatacion ya que la plantula presenta
estomas no funcionales, una cuticula poco desarrollada y un sistema radical débil,
facilitando asi la deshidratacion (Vestberg & Estaun, 1994; EImeskaoui et al., 1995; Alarcon
y Ferrera-Cerrato, 2000; Schultz, 2001).

A pesar de aplicar varias técnicas para reducir las tasas de mortalidad y mejorar el
crecimiento durante el trasplante, es necesario buscar estrategias sustentables que
garanticen el mantenimiento de las plantulas en las fases posteriores de su desarrollo, una
de las alternativas es la asociacion con microorganismos benéficos. Gracias a los beneficios
sobre el crecimiento de plantas y nutricidbn que obtienen las plantas a través de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), se han implementado estrategias de inoculacion que
reducen el estrés generado durante el trasplante o crecimiento de distintas especies de
interés, tanto en condiciones in vitro como de invernadero (Joshee, et al., 2007). Sustratos

enriquecidos con propagulos de HMA de diferentes ecosistemas, han sido ampliamente
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utilizados para el mejoramiento de los atributos morfolégicos y fisiologicos de plantas
silvestres y de cultivo (Ferrera & Alarcon, 2001). Es importante extraer hongos eficientes del
suelo para propagarlos emplearlos después como bioinoculantes en suelos degradados o
con condiciones de estrés, ya que incrementan la capacidad de supervivencia, crecimiento y
aprovechamiento nutricional de las plantas (Rapparini et al., 1994). Asi pues la simbiosis
micorrizica puede aprovecharse para la produccion de plantas micropropagadas,
aumentando la calidad de las plantas con respecto a su desarrollo, vigor y sanidad
(Manjarrez et al., 2000). Sin embargo, la busqueda de nuevos sistemas para obtener
esporas, estructuras fangicas y plantas sanas en periodos de tiempo cortos es indispensable
para obtener altos niveles de colonizacion (Fernandez Suarez, 2012).

Debido al caracter biotréfico obligado de los HMA, para multiplicarlos se requiere de la
presencia de una raiz hospedera viva, (Bianciotto et al., 1996). El cultivo de HMA en
macetas en presencia de plantas hospederas y diferentes tipos de suelos y sustratos
alternativos es una de las formas mas utilizadas (Sylvia, 1999). La propagacion axénica de
HMA (cultivo de un organismo sin la presencia de otro), fue un reto que comenzé a finales
de los afios 80, cuando Becard y Fortin (1988) utilizaron raices transformadas de zanahoria
producidas in vitro mediante la insercion de un plasmido de Agrobacterium rhizogenes,
inductor de la ramificacién de raices (Ri), y obtuvieron el primer cultivo axénico. Desde
entonces se han realizado modificaciones al medio de cultivo para contar con un sistema de
cultivo monoxénico (un organismo creciendo en presencia de otro, en este caso una especie
de HMA y una raiz hospedera), para obtener micelio y esporas en grandes cantidades y
libres de contaminantes para diferentes fines (Fernandez Suarez, 2012). Aun asi, muchos
de estos HMA denominados “recalcitrantes” no se han podido cultivar in vitro (Fernandez
Suarez, 2012).

El sistema de cultivo in vitro de raices ha sido desde entonces perfeccionado con la finalidad
de recrear los sistemas naturales suelo-planta-hongo y asi favorecer el crecimiento del
micelio de los HMA. Entre los sistemas propuestos se encuentran el de Elmeskaoui et al.
(1995), con plantas de fresa producidas in vitro en cultivo monoxénico con HMA, que
ademas demostraba la capacidad de los HMA para reducir el estrés hidrico en plantas
micorrizadas. Este sistema era dificil de reproducir ya que necesita raices transformadas de
zanahorias previamente micorrizadas. Afios después se publicé un sistema de micorrizacion
autotrofico parcialmente in vitro, de plantas de Solanum tuberosum L, donde las raices se
desarrollan dentro de la placa y el sistema aéreo se desarrolla expuesto al ambiente, tuvo
éxito en la produccion de micelio y esporas, sin embargo al finalizar las plantas mostraban

numerosas afectaciones en su desarrollo y estado fisiolégico (Voets et al., 2005). Estos
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autores lograron obtener plantulas micorrizadas en periodos cortos de tiempo, reproducian
la colonia fungica en nuevas plantulas demostrando la capacidad del micelio de una planta
donante de Solanum tuberosum L para colonizar nuevas plantulas. Perez-Moncada et al.
(2015) adaptaron el sistema de micorrizacion in vitro de Voets et al. (2005) a mora de castilla
(Rubus glaucus) donde los HMA se fueron desarrollando en plantulas con la parte area
expuesta al ambiente de un cuarto de crecimiento con intensidad luminica alta,
incrementando la tasa de fotosintesis. Las hifas emergentes fueron capaces de colonizar

nuevas raices, desarrollar micelio extra radical y producir nuevas esporas.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue establecer y comparar dos sistemas de
cultivo autotrofico para la micorrizacion in vitro de plantulas de trébol rojo (Trifolium pratense
L.) y uvilla (Physalis peruviana L.), utilizando el modelo propuesto por Voets et al. (2005) con
algunas modificaciones. Se plante6 producir in vitro cada especie de planta en un medio de
cultivo que favorezca el desarrollo de la simbiosis micorrizica y que asegure el desarrollo
optimo de la planta; establecer el consorcio hongo micorrizico-planta (sistema autotréfico)
finalmente evaluar y comparar la eficiencia de los sistemas autotréficos establecidos con
Trifolium pratense y Physalis peruviana y un hongo micorrizico aislado de un cultivo de

maiz.



CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS



Descripcion de material vegetal

T. pratense es una herbacea de la familia Leguminoseae, se encuentra distribuida
ampliamente en todo el mundo (McGregor, 1976; Brown, et al., 1992). Posee hojas trifoliadas
e inflorescencia en capitulo de 2 a 4 cm (McGregor, 1976; Rebolledo et al., 2004). Son auto
estériles por lo que necesitan de un insecto forrajero para su polinizacién (Bissuel- Belaygue
et al., 2002; Damgard et al., 2008). Tiene una alta respuesta de crecimiento ante la simbiosis
con hongos micorrizicos arbusculares, por su rapido crecimiento y capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico (Shuel, 1951, Sturz et al., 1997). Poseen gran relevancia agroecolégica
ya que mejora la calidad de la dieta animal (Sevilla & Fernandez, 1991) ademas es utilizado
en programas de renovacion de pastos para la ganaderia (Correa, 2006).

P. peruviana es un arbusto de la familia Solanaceae, se cree que es originaria de las zonas
andinas peruanas (Legge, 1974) y se encuentra distribuida en las zonas altas de
Suramericana, es una planta arbustiva y perenne, normalmente crece de 1 a 1.5 metros de
altura, su fruto es en forma de baya y contiene hasta 300 semillas (Rodas, 1996). Posee
caracteristicas similares a las plantas de papa, las cuales han sido utilizadas ampliamente en
el cultivo in vitro de micorrizas arbusculares. Ademas el cultivo de uvilla, ha sido iniciado en
muchos paises incluyendo Ecuador como un cultivo rentable, ya que, al fruto se le atribuyen
caracteristicas medicinales como: aliviar problemas de garganta, antiasmatico, antiséptico,
sedante, analgésico, ademas de propiedades antidiabéticas (Ramadan & Mdrsel, 2003;
Ahmad et al., 1999) y caracteristicas nutricionales, debido a que es rica Vitamina A (648 Ul /
100g), Vitamina C (26 mg), fibra (4.8 g), proteinas (1.9 g), fésforo, hierro, potasio y zinc (Wu,
et al., 2011), generando asi gran interés en los mercados internacionales (Beltran, 2009;
Gastelum, 2012).

Metodologia

Produccion de plantulas in vitro.

Las semillas de Trifolium pratense y Physalis peruviana fueron esterilizadas superficialmente
por agitacion en una solucién acuosa de hipoclorito de sodio al 5% para P. peruviana durante
10 minutos y al 1% para T. pratense durante 5 minutos, y lavadas posteriormente 4 veces con

agua destilada estéril. Luego fueron sembradas en dos medios diferentes



Murashige & Skoog modificado (MS) (Anexo 1) y Medio Strullu y Romand (Duchefa
Biochemie). En cada caja de cultivo estéril se colocaron 10 semillas. Las plantulas
emergentes de dos semanas se incorporaron en cajas Petri adaptadas para el cultivo

autotréfico (ver apartado de establecimiento del sistema autotréfico).

Obtencion, desinfeccion y pre germinacion de propagulos de MA.

Se utilizaron esporas provenientes de suelo de un cultivo organico de maiz del barrio Amable
Maria ubicado en el sector norte de la ciudad de Loja, Ecuador. Para aislar esporas de HMA
se realiz6 la técnica de tamizado humedo y decantado de Gerderman & Nicholson (1963), y la
separacion en gradiente de sacarosa (Sieverding, 1991). La técnica consiste en colocar
muestras de 50 gramos de suelo en 250 ml de agua, agitar la mezcla y vaciar el
sobrenadante sobre una bateria de 2 tamices (750 um el tamiz superior y 38 um el inferior).
El material retenido en el primer tamiz se lavé con abundante agua a presién para disgregar
los agregados de suelo y colocar todo el material retenido en el tamiz de 38 pum en un tubo
aforado con 15 ml de agua destilada y 20 ml de una solucion acuosa de sacarosa al 80%.
Seguidamente se lleva a centrifugacion a 2500 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante es

extraido y llevado al tamiz de 38 um para lavar toda la sacarosa con agua destilada.

Para manipular las esporas, utilizamos una placa con surcos (capsulas de Doncaster), y con
el microscopio estereoscopico (60x) fueron seleccionadas con micropipeta las esporas que
lucieron intactas y con contenido lipidico. ElI morfotipo de esporas mas abundante y en
mejores condiciones fue uno de color ambar-naranja, caracterizado preliminarmente como
Funneliformis sp. (Figura 1), la identificacion de este morfotipo se realiz6 utilizando la lista de
especies de AMF en linea y las descripciones disponibles en el sitio web creado por el Dr.
Arthur SchuBller group: http: // schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/, y el sitio web de

International Culture Collection of Mycorrhizal Fungi: http://invam.caf.wvu.edu/index.html

Una segunda fuente de propagulos fueron fragmentos de raices provenientes de cuatro
especies vegetales colectadas en zonas verdes cercanas al campus UTPL, (Oxalis sp,
Kalanchoe sp, Plantago lanceolata y Emilia sonchifolia). Raices frescas de estas especies
fueron colectadas, lavadas con agua corriente, cortadas en fragmentos de 3 cm, esterilizadas
y pregerminadas como se indica en el préximo parrafo. Diez fragmentos fueron reservados y

tefiidos para verificar la colonizacion por hongos micorrizicos arbusculares (figura 2).

Las esporas y los fragmentos de raiz por separado fueron esterilizados superficialmente con
50 ml de agua estéril, 1 g de cloramina T, 20 mg de estreptomicina y una traza de Tween20

(Mosse, 1962). Luego fueron lavados tres veces con agua estéril. Las esporas estériles


http://invam.caf.wvu.edu/index.html

fueron colocadas en los sistemas autotréficos, mientras que los fragmentos de raiz estériles
fueron pregerminados en placas Petri que contenian 3 g/L de Phytagel y 0,03% MgSO., (pH
6). Se estableci6 una raiz estéril por gota y se incubaron a 25°C durante 4-6 dias (Silvani et
al., 2008). Luego de incubar, se seleccionaron los fragmentos que presentaron crecimiento
de hifas de HMA en sus extremos (Silvani et al., 2008). Los fragmentos seleccionados

fueron utilizados como inéculo de los sistemas autotroéficos.

Figura 1. Espora “Naranja hifa gruesa” cf. Funneliformis sp. (400X),
aislada de suelo rizosférico de maiz bajo cultivo orgéanico.

Fuente: autora
Elaborado: autora



Figura 2. Colonizacion de hongos micorrizicos en raices de Kalanchoe sp. A. vesiculas.
B. Hifas y C. arbisculos.

Fuente: autora
Elaborado: autora

Establecimiento de la asociacion Hongo-Planta en el sistema autotrofico

Las cajas Petri modificadas contenian 30 ml de medio MSR sin sacarosa ni vitaminas y 5 g/L
de Bacto Agar. Estas cajas fueron previamente perforadas con un orifico de 2 mm
aproximadamente uno en la base y otro en la tapa de la caja. La raiz de cada planta se
mantuvo en contacto con el medio y el tallo sobresalia a través del orificio de la placa (figura
3).
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Figura 3. Sistema autotréfico establecido para la reproduccién in vitro
de hongos micorrizicos.

Fuente: autora
Elaborado: autora

Se efectuaron dos ensayos, uno inoculado con esporas individuales (figura 5) y el segundo
inoculado con fragmentos de raiz (figura 6). Para cada ensayo por separado, se colocé una
espora o un fragmento de raiz sobre el sistema radicular de las plantulas de P. peruviana de
cada unidad experimental (sistema autotréfico). Para evitar contaminacion el orificio se cubrid

con grasa de silicona y sellado con papel parafilm.

Los sistemas autotroficos fueron apilados en grupos de 5 cajas y separados con cartulina
negra para mantener a las raices en la oscuridad. Toda la estructura se mantuvo en un cuarto
de crecimiento con intensidad luminica de 16 h luz / 8 horas oscuridad y una temperatura de
22 °C dia/ 18 °C noche, durante ocho semanas (figura 7). Dependiendo de los requerimientos
de las plantas se les agrego medio nuevo sin sacarosa ni vitaminas, esterilizado a 120°C
cada tres o cuatro semanas. Es importante mencionar que los sistemas autotréficos

permanecieron viables hasta los 7 meses aproximadamente, pasado este
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tiempo se observé clorosis en las hojas, no se desarrollaban hojas nuevas y las raices no

absorbian el medio de cultivo (figura 4).

Figura 4. Plantula de uvilla (Physalis peruviana). A. Clorosis en plantula de siete
meses. B. Plantula muerta de siete meses sin hojas y sin absorcion de medio.

Fuente: autora
Elaborado: autora

Luego del periodo de crecimiento, se midieron variables fisiol6gicas morfométricas en las
plantas de cada experimento. El contenido relativo de clorofila se midi6 con un medidor no
invasivo atLEAF CHL PLUS FT Green LLC®, y la clorofila total (mg cm?) fue estimada

mediante conversion de acuerdo a http://www.atleaf.com/SPAD.aspx. La altura y diametro

basal del tallo fue medido con regla y calibrador (Stainless Hardener®) respectivamente. El
peso seco de las plantulas fue determinado llevando a peso constante en una estufa a60°C.

Las raices fueron tefiidas para evaluar el porcentaje de colonizaciéon micorrizica siguiendo el
protocolo de Phillips & Hayman (1970) que consiste en aclarar durante 30 minutos a 90 ° C
las raices con KOH al 20%, enjuagar tres veces con agua corriente, seguidamente a
temperatura ambiente durante 15 minutos se acidificaron con HCL al 10% finalmente se
tifieron con tripan blue a 90 ° C durante 15 minutos. Se montaron por cada planta 25 cm de
raices tefiidas con lactoglicerol (&cido lactico-glicerol-agua 1: 1: 2) en portaobjetos. Con un
aumento de 100x en un microscopio Optico se evalud la presencia de estructuras AMF
(arbusculos, hifas, enrollados hifales, vesiculas e hifas aseptadas) siguiendo el método de
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interseccién magnificada (McGonigle et al., 1990) el cual consiste en que a cada campo que
se encuentre colonizado con las estructuras agregar el valor de 1, hasta obtener un total de

50 campos por cada lamina.

J A

Figura 5. A. Sistemas autotréficos con plantulas de uvilla (Physalis peruviana) establecidos.
B. Espora de hongo micorrizico arbuscular (cf. Funneliformis sp.) visto desde microscopio
estereoscopico (60x).

Fuente: autora

Elaborado: autora
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Figura 6. A. Fragmentos de raices pregerminados en gotas que contienen 3 g/L de Phytagel mas
MgSO4 al 0,03% (pH 6). B. Sistemas autotroficos con plantulas de uvilla (Physalis peruviana)
establecidos.

Fuente: autora
Elaborado: autora

N

Figura 7. Sistemas autotréficos apilados en grupos de 5 cajas, separados con cartulina negra en
cuarto de crecimiento con intensidad luminica de 16 h luz / 8 horas oscuridad y una temperatura de
22 °C dia/ 18 °C noche.

Fuente: autora
Elaborado por: autora
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Analisis de datos

Para el experimento de inoculacién con esporas de cf. Funneliformis sp. Se realiz6 una
prueba T de Student para evaluar si existian diferencias significativas en biomasa, altura y
contenido de clorofilas de plantas no inoculadas e inoculadas (Anexos 2, 3y 4). Se realizé un
andlisis de varianza ANOVA de una via con un factor (inoculacion) y cinco niveles del factor,
correspondientes al control no inoculado y a los fragmentos radiculares de cuatro especies de
planta colonizados por HMA. Los andlisis estadisticos fueron elaborados con el paquete

estadistico R Studio®. Y para los gréaficos se utilizé el programa SigmaPlot©v12.0.
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Establecimiento del Sistema Autotrofico

Durante la produccién de plantulas, el medio MSR fue el ma&s adecuado para el cultivo de P.
peruviana, debido a que, transcurridos siete dias se observé germinacion y desarrollo de tallo
y hojas, mientras que en el medio MS se desarrollé Unicamente la radicula en el mismo

periodo de tiempo (Figura 8).

Figura 8. Semillas de Physalis peruviana pregerminadas en cajas Petri de vidrio con
los medios Strullu y Romand (izquierda), Murashine y Skoog (derecha).

Fuente: autora
Elaborado: autora
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Al trasplantar al sistema autotroéfico, la especie P. peruviana fue la que mejor se adapto y
continué su desarrollo (figura 9), no obstante T. pratense no tuvo éxito, a los 10 dias de
trasplantarlas se notaron aspectos negativos en el crecimiento de las plantas como
adelgazamiento del tallo, plasmdlisis en las hojas y posterior marchitamiento (figura 10).

Figura 9. Imagen de plantulas de uvilla (Physalis peruviana). A. semillas pregerminadas en medio

Strullu y Romand. B. Plantulas desarrollandose en sistema autotréfico de 7 dias. C. Material vegetal
enraizado en medio de cultivo. D. Plantulas desarrolladas en sistema autotrofico de 5 semanas.

Fuente: autora
Elaborado: autora
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Figura 10. Imagen de plantulas de trébol rojo (Trifolium pratense). A-B. Plantulas desarrollandose en
sistema autotrofico. C. Material vegetal enraizdndose en medio de cultivo. D-E-F. Plantulas marchitas.

Fuente: autora
Elaborado: autora

Inoculacién con Esporas.

Las esporas y fragmentos de raices son los dos tipos de in6culos mas utilizados para iniciar
un cultivo monoxénico (Fortin et al., 2002). El éxito del establecimiento de la simbiosis va a
depender en gran medida de la germinacion de esporas ya que es el proceso mas importante
durante el ciclo de vida de estos hongos (Hidayat et al., 2013). En este ensayo se utilizaron
20 sistemas autotroficos, 10 que sirvieron de control y los otros 10 fueron inoculados con

esporas de Funneliformis sp. (una espora por sistema autotréfico).

No se observaron diferencias significativas en la altura y el diametro de las plantas inoculadas
respecto a las no inoculadas (Figuras 11y 12), pero si hubo un aumento
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significativo en el contenido de clorofilas en plantas inoculadas (Figura 13). Efectos positivos
de la inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares sobre el peso seco de P. peruviana
fueron observado luego de 103 dias de crecimiento (con valores de colonizacion menores al
20.3%), y estos fueron de mayor magnitud durante la etapa de floracién y fructificacion de la
planta (Miranda et al., 2011). Por este motivo, es posible que para esta especie la dinamica
de colonizacién micorrizica sea mas lenta, y que se requiera mas de dos meses para
observar efectos positivos de las micorrizas sobre el crecimiento. Por otro lado, el incremento
en el contenido de clorofilas podria deberse a una mayor incorporacion de magnesio en
plantas inoculadas (Zare-Maivan et al., 2017).

60
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Figura 11. Altura de Physalis peruviana inoculadas con cf. Funneliformis sp. Se
muestran valores promedio + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
las medias comparadas por el test de T de Student P<0.05.

Fuente: autora
Elaborado: autora
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Figura 12. Peso seco de Physalis peruviana inoculadas con cf. Funneliformis sp. Se
muestran valores promedio + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
las medias comparadas por el test de T de Student P<0.05.

Fuente: autora
Elaborado: autora
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Figura 13. Clorofilas totales de Physalis peruviana inoculadas con cf.
Funneliformis sp. Se muestran valores promedio + DE. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias comparadas por el test de
T de Student P<0.05.

Fuente: autora
Elaborado:autora

Al realizar la tincion de las raices de las plantas inoculadas, sélo se observé la colonizacion
por hifas intercelulares en porcentajes menores al 10%, y no hubo evidencia de otras
estructuras micorrizicas. Estos resultados indican que no se cumpli6 el ciclo de vida
completo del hongo y por ello tampoco observamos produccién de esporas. Entre las
posibles razones de la ausencia de continuidad en el proceso de colonizacién, se
encuentran la baja viabilidad de las esporas cuando estas provienen directamente del
campo. Los aislados micorizicos se encuentran adaptados a las condiciones edaficas de las
cuales provienen, y la dinamica de la colonizacién intraradicular puede verse afectada por el

pH, textura y concentracion de los diferentes nutrientes (Helgason & Fitter, 2009).

Algunos estudios como el de Douds (1997) reporta que en medio minimo (M) F. mosseae,
colonizoé las raices transformadas de zanahorias pero no esporuld, se observo germinacion
solo cuando el medio M se encontraba en un pH por encima de 7.0. (Mosse y Hepper 1975;
Mugnier y Mosse 1987) indicaron que el desarrollo de F. mosseae y Rhizophagus irregularis
(Mosse 1988) en un pH bajo se inhibieron y crecieron sus hifas solo después de aumentar el
pH. Pawlowska et al. (1999) informaron también la ausencia de esporulacion en F. mosseae
mientras se encontraban en cultivo dual. En el estudio de Rodrigues & Rodrigues (2015), las
esporas de F. mosseae y su colonizacién no fueron afectadas por la composicién del medio
MSR o el pH (5.5 por lo que sugieren que el desarrollo micorrizico temprano, la
germinacion, la esporas, crecimiento del tubo germinal, reconocimiento del huésped y
22



contacto inicial con las raiz, determinan el fracaso o el éxito de la simbiosis de MA.

Los HMA previamente cultivados in vitro se han adaptado adecuadamente a cultivos
autotréficos, produciendo abundantes esporas (Pérez-Moncada et al., 2012), por lo que es
posible que un periodo de pre-adaptacion a condiciones de cultivo in vitro sea necesario
para algunas especies de HMA. Otro factor importante a considerar en el establecimiento de
cultivos auototréficos de HMA in vitro, es el uso de un mayor nimero de esporas que
incrementen las probabilidades de colonizacion en diferentes lugares del sistema radicular,
como ha sido comprobado por Voets et al. (2005), quienes lograron establecer un cultivo
autotrofico exitoso con plantas de Solanum tuberosum L. utilizando 150 esporas por caja
Petri.

También es posible que un efecto téxico del hipoclorito de sodio sobre las esporas nativas,
pudiese afectar el proceso de colonizacién, ya que si el lavado no es eficiente este se
concentra alrededor de la espora (Cranenbrouck et al., 2005). Pérez Moncada et al. (2011)
desarrollaron una metodologia para la desinfeccion de esporas utilizando hipoclorito de
calcio en lugar de hipoclorito de sodio, obteniendo una contaminacién del 1% sin dafios en
las esporas, sus resultados fueron similares a los de Budi et al. (1999), observaron una
reduccion del 90% de contaminacion y un alto nivel de germinacion. En muchos estudios el
uso de una solucion de antibidticos, y agentes desinfectantes aplicados en esporas de
diferentes géneros en condiciones in vitro ha sido exitoso (Dalpé & Declerck, 2002; Fortin et
al., 2002; Yinli et al., 2004; Fernandez et al., 2005; Kandula et al., 2006; Mirabal & Ortega,
2008; Solis-Dominguez et al., 2009; Eskandari & Danesh, 2010). Sin embargo, las diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion deben ser establecidas para cada especie, ya que,

en funcion de la misma estos efectos varian (Walley & Germida, 1996).

Aungue no se logro el resultado esperado de multiplicacion del hongo, la presencia de hifas
micorrizicas intercelulares y los incrementos en el contenido de clorofilas en plantas
inoculadas, indican un efecto positivo de la micorriza a nivel fisiol6gico, y un alto potencial de

P. peruviana para futuras pruebas de reproduccion de HMA en cultivos autotréficos in vitro.

7.3 Inoculaciéon con fragmentos de raiz.

En un segundo ensayo de inoculacion con fragmentos de raiz, 29 sistemas autotréficos
fueron inoculados con fragmentos de raices de cuatro especies diferentes y siete fueron
mantenidos como tratamiento control (no inoculados). Los fragmentos de raiz fueron
cultivados previamente en gotas de gel gro, y seleccionados en funcién de la produccién de
hifas. A la cuarta semana de inoculacién en los sistemas autotroficos y utilizando un
microscopio invertido, se observlo contacto entre las hifas fangicas provenientes de los

fragmentos y las raices de las plantulas de P. peruviana (figura 14).
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Figura 14. A. Inoculacion directa con fragmento de raiz de Plantago lanceolata. B-C. Vista desde
microscopio invertido donde se observa micelio en contacto con la raiz de P. peruviana (400X).

Fuente: autora
Elaborado por: autora

El contenido de clorofilas totales de las plantas de P. peruviana inoculadas con fragmentos
de raiz de Oxalis sp. fue significativamente mayor al de todos los demas tratamientos (figura
15). Los tratamientos inoculados con fragmentos de raiz de Oxalis sp., Plantago lanceolata y
Emilia sonchiflora, mostraron mayores valores de altura que el control, mientras que en el
tratamiento inoculado con fragmentos de Kalanchoe sp. no se observaron diferencias
significativas respecto al control (figura 16). Por otro lado, el peso seco de las plantulas fue
significativamente menor en todos los tratamientos inoculados que en el control (figura 17).
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Figura 15. Clorofilas totales de Physalis peruviana inoculadas con fragmentos de raiz. Se
muestran valores promedio + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias comparadas por el test de LSD P<0.05.

Fuente: autora

Elaborado por: autora
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Figura 16. Altura de Physalis peruviana inoculadas con fragmentos de raiz. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias comparadas por el test de LSD P<0.05.

Fuente: autora

Elaborado por: autora

26



0,6

0,5 -
ab

0,4 -
ab

0,3 1 b

Peso ()

0,2 1

0,1 A
c

0,0 I%I

Control Oxalis Plantago Emilia Kalanchoe

Figura 17. Peso Seco de Physalis peruviana inoculadas con fragmentos de raiz. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias comparadas por el test de LSD
P<0.05.

Fuente: autora

Elaborado por: autora

Las raices de las especies seleccionadas, aunque presentaron colonizacion por HMA, no
fueron eficientes como fuente de in6culo de estos hongos, pero si constituyeron una fuente de
propagulos de enddfitos septados obscuros (ESO). Con el método de aclarado y tincién
radicular se logré observar que las raices fueron colonizadas por ambos tipos de enddfitos
fungicos (figura 18), pero porcentaje de colonizacibn por micorrizas arbusculares fue
nuevamente muy bajo (<6%). El porcentaje de colonizacion por ESO en P. peruviana se
muestra en la figura 19. La mayor colonizacion por ESO se observé en el tratamiento de raices
de P. lanceolata con 64%, seguida de Kalanchoe sp. con 51%, luego Oxalis sp. con 50% y
finalmente E. sinchoflora con 49%.

Los ESO presentan una alta heterogeneidad funcional, y sus efectos dependen principalmente
de la ontogenia, genotipo y fisiologia de sus plantas hospederas (Knapp et al., 2018). Su
presencia se asocia a ambientes duros y estresantes con limitaciones nutricionales, y se han
encontrado en 600 especies de plantas sin ejercer efectos patogénicos, o actuando como

promotores del crecimiento vegetal (Vergara et al., 2017). El
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establecimiento de ESO en condiciones in vitro con P. peruviana, implica el potencial de
esta especie como modelo de estudio para estos hongos.

Figura 18. Formaciones de enddfitos septados obscuros. A. Microesclerocios intracelulares B.
Microesclerocios de ESO, enrrollados hifales y arbusculo de HMA. Microesclerocios (me),
Arbusculo (arb), Enrollado hifal (enr).

Fuente: Emily Ochoa Elaborado
por: Emily Ochoa

29



80
b a
a
. T b
60 1 b
O\o T
o |
)
LIJ J;
: |
0 40 A
O
2 1
N
C
o
o
(&)
20 -
0 T T T T

Oxalis Plantago Emilia  Kalanchoe
Figura 19. Porcentaje de colonizacion ESO en los diferentes tratamientos. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias comparadas por el test de LSD P<0.05.

Fuente: autora

Elaborado por: autora

30



CONCLUSIONES

Plantulas de uvilla (Physalis peruviana), se establecieron exitosamente en el sistema
de cultivo autotrdéfico hasta los siete meses, siendo el medio MSR el mas idéneo para
Su germinacion y crecimiento.

El procedimiento de desinfeccién superficial utilizado y la baja viabilidad de las
esporas extraidas directamente del campo, son factores que posiblemente
interfirieron en la dinadmica colonizacion micorrizica en los sistemas autotroficos de P.
peruviana.

La inoculacién de plantas de uvilla con esporas provenientes de suelo de un cultivo
de maiz no tuvo los resultados esperados en términos de produccién de propagulos
de hongos micorrizicos, pero si tuvo un efecto positivo en el contenido de clorofila
total de P. peruviana.

Los fragmentos de raices fueron mejores fuentes de hongos septados oscuros que
de micorrizas arbusculares en los sistemas autotréficos de P. peruviana, y su alta
colonizacion sefiala a esta especie como un posible modelo para el estudio de este
grupo de enddfitos radiculares.

31



RECOMENDACIONES

Realizar un orificio extra en la tapa del sistema autotréfico para afiadir medio de
cultivo cuando la planta lo necesite sin abrir toda la caja petri, evitando riesgo de

contaminacion.

Se recomienda establecer un protocolo de desinfeccion y germinacion previamente
para la germinacién de esporas de cf. Funneliformis sp. ya que, el efecto del

desinfectante varia en funcion de la especie.

Se recomienda el cultivo previo de las micorrizas arbusculares con el sistema de
planta trampa (en suelo) para incrementar el nUmero de esporas disponibles, asi
como también la inoculacién con un nimero alto de esporas (50-100 esporas) para

garantizar un establecimiento 6ptimo de la simbiosis.
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Anexo 1. Composicion del medio basal Murashige & Skoog modificado.

Medio MS modificado

para 100 ml.
fertilizante 0.20g
Azlcar 20g
Agar 6.8g

Anexo 2. Pruebas de t para medias de dos muestras emparejadas del contenido de
clorofilas totales de plantas no inoculadas e inoculadas con esporas. Valores de P(T<=t) dos
colas <0.05, indican diferencias significativas entre tratamientos. Valor de alfa 0.05.

Variable 1 Variable 2
Media 28.79 37.25
Varianza 22.3054444 61.4961111
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de Pearson  0.33218033
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 3.47715605
P(T<=t) una cola 0.00348486
Valor critico de t (una cola) 1.83311293
P(T<=t) dos colas 0.00696972
Valor critico de t (dos colas) 2.26215716

Anexo 3. Pruebas de t para medias de dos muestras emparejadas de la altura de plantas no
inoculadas e inoculadas con esporas. Valores de P(T<=t) dos colas <0.05, indican
diferencias significativas entre tratamientos. Valor de alfa 0.05.

Variable 1 Variable 2

Media 41.5 50.1
Varianza 118.277778 102.1
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.18654749

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 2.03055207

P(T<=t) una cola 0.0364347

Valor critico de t (una cola) 1.83311293

P(T<=t) dos colas 0.07286941 NS

Valor critico de t (dos colas) 2.26215716

NS= No significativo.
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Anexo 4. Pruebas de t para medias de dos muestras emparejadas del peso seco de plantas
no inoculadas e inoculadas con esporas. Valores de P(T<=t) dos colas <0.05, indican
diferencias significativas entre tratamientos. Valor de alfa 0.05.

Variable 1 Variable 2

Media 0.0266 0.0475
Varianza 0.00087649 0.0011665
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de

Pearson -0.3308664

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 1.26909297

P(T<=t) una cola 0.11812204

Valor critico de t (una cola) 1.83311293

P(T<=t) dos colas 0.23624408 NS

Valor critico de t (dos colas) 2.26215716

NS= No significativo.
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