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RESUMEN

En este estudio se evalla el efecto de la co-inoculacion del hogo micorrizico arbuscular:
Rhizophagus irregularis (DAOM197198) y la bacteria Paenibacillus sp. (R47065) en el
crecimiento de dos variedades de papa. La seleccién de estos microorganismos se realizé
en base a experimentos previos in-vitro; se determiné un efecto sinérgico entre el hongo y la
bacteria. Los microorganismos fueron encapsulados en una matriz de alginato a una
concentracion de 25 esporas de R. irregularis y 3x10° CFU. (Unidades formadoras de

colonias) por capsula de alginato.

Distintos tratamientos fueron probados: (1) solamente Paenibacillus sp., (2) solo R.
irregularis, (3) la combinacion de ambos, (4) control no inoculado. Cada tratamiento fue
replicado 10 veces dando un total de 40 plantas para cada variedad de papa. Las variables
a medir fueron: altura de las plantas a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra, biomasa
seca, y porcentajes de colonizacion micorrizica. Los resultados obtenidos se encontraron

diferencias entre los tratamientos utilizados.

PALABRAS CLAVES: Rhizophagus irregularis, micorriza, Paenibacillus, rhizosphera



ABSTRACT

In this project the effect of co-inoculation of the arbuscular mycorrhizal fungus Rhizophagus
irregularis (MUCL41833) and the bacterial strain Panibacillus sp (R47065) was tested in 2 in-
vitro produced potato cultivars. For this purpose we conducted a pot test consisting of a
randomized complete block design with 4 treatments consisting in the single inoculations of
R. irregularis, Paenibacillus sp and their combination and a non-inoculated control. Each
treatment had 10 replicates for a total of 40 plants of each variety. The variables measured
were: plant height at 30, 60 and 90 days after planting. In addition, dry biomass, and
percentage of mycorrhizal colonization was assessed in treatments. The results obtained
were favorable in most of these variables, differences between treatments in which

microorganisms were used compared to the control.

KEYWORDS: Rhizophagus irregularis, mycorrhiza, Paenibacillus, rhizosphaera



INTRODUCCION

El presente trabajo de fin de titulacion denominado; evaluacion del efecto de la co-
inoculacion de Rhizophagus irregularis y Paenibacillus sp. en el crecimiento de dos
variedades de papa (Solanum tuberosum L.) se lo desarroll6 con el objeto de determinar los
posibles impactos de la co-inoculacibn de ambos microorganismos en el desarrollo de la
micorriza y en el crecimiento de dos variedades de papa.

Este documento de tesis se encuentra dividido en cuatro capitulos, en el primer capitulo
encontramos el marco teérico en donde se introduce al lector en temas como la definicion,
importancia, resefia histérica, caracterizacion; de las micorrizas, hongos micorrizicos
arbusculares, ademas de la importancia las bacterias promotoras del crecimiento en el
crecimiento y desarrollo vegetal; en el segundo capitulo se explica la metodologia realizada
y en el tercer capitulo presentamos los resultados obtenidos una vez finalizado el

experimento al cabo de tres meses, asi como una breve discusién.

La creciente demanda de productos agricolas para satisfacer las necesidades alimenticias
de la también creciente poblaciébn provocd el desarrollo de técnicas de produccién
caracterizadas por el uso indiscriminado de fertilizantes y pesticidas conocida como
revolucion verde (Tilman, Cassman, Matson, Naylor, & Polasky, 2002). Como una forma de

conseguir una produccién abundante y rapida con el consiguiente deterioro ambiental.

La papa considerada entre uno de los cultivos que tienen mayor demanda requiere de una
alta adicion de insumos para mantener un nivel adecuado de produccién, lo que provoca
severos cambios en el agro ecosistema y genera una inversion muy alta por parte de los

agricultores. (Davies, 2005, pag. 281).

La tendencia actual de la agricultura moderna apunta al uso de técnicas menos dafiinas y
de bajo impacto ambiental para lograr sustentabilidad a largo plazo de la agricultura al
mantener niveles adecuados de fertilidad del suelo. En este contexto, el uso de
microorganismos benéficos del suelo en la se presenta como una alternativa importante
para disminuir el uso desmesurado de agroquimicos, especialmente en el cultivo de la papa

donde la aplicacion de fertilizantes y pesticidas ha sido tradicionalmente muy alta.

Los microorganismos del suelo cumplen una funcién fundamental en la fertilidad de los
suelos al estar involucrados en el ciclaje de nutrientes, produccién de metabolitos,
solubilizacion de nutrientes, etc. Entre los microorganismos benéficos con un mayor
potencial de explotacién para su uso en la produccion agricola se encuentran los hongos
micorrizicos arbusculares y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
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Adicionalmente se conoce que algunas de estas bacterias podrian tener un efecto
sinergistico con los hongos micorrizicos arbusculares, mejorando los niveles de colonizacion
micorrizicos y optimizando de esta forma la toma de nutrientes minerales del suelo (Romero

et al., 2003) por parte de la planta.

Al final del proyecto el objetivo planteado fue cumplido ya que se logré determinar el efecto
de la co-inoculacion de R. irregularis y Paenibacillus sp. en el crecimiento de las dos

variedades de papa.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO



1.1. Micorriza

1.1.1. Definicion.

“Las micorrizas se definen como asociaciones simbidticas mutualistas entre raices de

plantas y determinados hongos del suelo” (Azcon-Aguilar & Barea, 1980, pag. 9).

Esta relacion hongo-planta ha sido objeto de intensos estudios en el presente siglo,
concentrdndose especialmente en las Ultimas dos décadas, con lo que se ha podido
determinar que las micorrizas son una parte integral de la planta con un importante papel en
el crecimiento y desarrollo del vegetal (Linderman R. , 1988; Honrubia, Torres, Diaz, &
Cano, 1992).La mayoria de las plantas que viven en la superficie terrestre presentan esta

simbiosis.

“El término micorriza proviene del griego: myco (hongo), y rhyza, (raiz), el término micorriza”
fue acufiado por (Frank, 1885), quien estaba bastante seguro de que estas asociaciones
simbidticas planta-hongo eran requeridas para la nutricion de ambos socios. “Las micorrizas
han sido definidas como las asociaciones entre las hifas de hongos y los 6rganos de plantas
superiores en cuestién con la absorcion de sustancias desde el suelo” (Harley & Smith,
1983). “En la actualidad se estima que el 90% de las plantas que crecen sobre la tierra estan
micorrizadas” (Smith & Read, 2008).

1.1.2. Asociaciones micorrizicas.

Las micorrizas, son un fenébmeno simbiético general que se produce al asociarse uno o
varios hongos con las raices de las plantas en la cual hay un intercambio de nutrientes y
minerales. Son asociaciones que comprenden diversas categorias morfolégicas, funcionales
y evolutivas. (Smith & Read, 2008).

“Algunos tipos de micorrizas son similares y comparten linajes de plantas, mientras otros
tienen caracteristicas anatomicas muy distintas e historias evolutivas separadas” (Brundrett,
2002). “Los hongos que participan como socios en esta relacion hongo-planta, son del filum:

Basidiomycota, Ascomycota y Glomeromycota” (Brundrett 1991; Harley & Smith 1983).



“El término mutualismo implica beneficios mutuos en las asociaciones entre dos o mas
organismos vivos diferentes” (Boucher, 1985; Lewis, 1985). “Las asociaciones mutualistas
incluyen un amplia gama de asociaciones directas e indirectas, o simbibticas y no
simbidticas, muchas de las cuales funcionan mediante transferencia de nutrientes” (Boucher
et al.,, 1982; Paracer & Ahmadjian, 2000). “Todas las asociaciones micorrizicas son
simbidticas, pero no todas son mutualistas” (Brundrett, 2004).

“Actualmente se considera que difieren de otras asociaciones planta - hongo principalmente
porque son asociaciones intimas con una interfaz especializada donde el intercambio de

material se produce entre células vivas” (Nehls, Mikolajewski, Magel, & Hampp, 2001).

1.1.3. Evidencia fosil.

“La evidencia fésil indica que la asociacion de micorrizas se remonta a 400 millones de
afos” (Remy et al. 1994). “Esta larga co-evolucion de plantas y hongos que se produjo en
presencia de comunidades bacterianas, lo que la presencia de estas Ultimas podrian tener
efectos positivos en la formacién de la micorriza” (Pivato et al, 2009). “De hecho, hay varias
evidencias que muestran que ciertas bacterias de vida libre pueden mejorar la asociacion de
micorrizas y por lo tanto estas bacterias se conocen como bacterias promotoras de la
micorrizacion (MHB)” (Garbaye, 1994).

1.1.4. Clasificaciéon de las micorrizas.

Se pueden distinguir tres grupos fundamentales segun la estructura de la micorriza formada:
Ectomicorrizas o formadoras de manto; Ectendomicorrizas, que incluye Arbutoides y
Monotropoides; y las Endomicorrizas, caracterizadas por la colonizacién intracelular del

hongo, y que a su vez se subdividen en Ericoides, Orquioides y Arbusculares (Read, 1999).

1.1.5. Ectomicorriza.

Se caracteriza por tener un manto compuesto de hifas que envuelve la parte apical de la
raiz, haciendo ver a la raiz ensanchada con diferente ramificacion, textura y/o color. El
manto puede variar extensamente en grosor, color y textura dependiendo de la combinacién

particular del hongo-planta (Halling, 2001).



“Del manto a veces se desprenden algunas hifas emergentes que pueden llegar a formar
una red, esto es micelio externo que incluye hifas absorbentes, cordones miceliales y
rizomorfos” (Brundrett, Bougher, Dell, Grove, & Malajczuk, 1996), estos ultimos presentan
una parte interna parecida a tubos que se especializan en transportar nutrientes y agua
desde largas distancias.

“El manto incrementa el area de la superficie absorbente de la raiz y con frecuencia afecta la
morfologia de las raicillas” (Halling, 2001).

1.1.6. Ectendomicorriza.

Las ectendomicorrizas comparten caracteristicas con las endo y ectomicorrizas, pero
también penetran las células corticales de la planta como en las endomicorrizas sélo que no
existen vesiculas ni arbisculos. En algunos casos no se forma el manto, pero siempre la red
de Hartig (Peterson & Farquhar, 1994).

1.1.7. Endomicorrizas.

“Es una asociacion simbidtica interna en la cual as hifas de los hongos invaden las partes
jovenes de las raices y colonizan los espacios intercelulares e intracelulares del parénquima
sub epidérmico de la célula” (Sieverding & al., 1998). “Se caracterizan porque e hongo
penetra inter e intracelularmente, ausencia de manto y acentuadas modificaciones
anatémicas en las raices no visibles a simple vista” (Coyne, 2000). Este Grupo se subdivide

en:

1.1.7.1. Ericoide.

Se establece principalmente en plantas de brezales, con altos niveles de carbono y
nitrégeno y bajo pH. Los hongos tienen capacidades saprofitas, por o que son capaces de
asimilar formas complejas de nitrégeno y fosforo, asi como secuestrar iones metales toxicos

de los vastagos de las plantas que pueden interferir en la fotosintesis.

Distribucion: zonas polares y alpinas.
Plantas hospederas: ericales.

Hongos endofitos: ascomicetos y basidiomicetos (Alvarez & Ramos, 2004).



1.1.7.2. Orquideoide.

Las orquideas en sus primeros estadios, no contienen clorofila. En estas etapas los hongos
con los que se asocian, al ser saprobios o parasitos de otras plantas, son capaces de

transferir a la orquidea compuestos organicos de carbono y otros nutrimentos.

Distribucion: zonas templadas y tropicales.
Plantas hospederas: orquideas.

Hongos endofitos: basidiomicetos (Alvarez & Ramos, 2004).

1.1.7.3. Arbusculares.

“Se caracterizan por la penetracion de las hifas del hongo en las células de la epidermis y
cortex de la raiz y por la ausencia de manto sobre la superficie de la misma” (Brundrett,
Bougher, Dell, Grove, & Malajczuk, 1996) .

1.2. HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (HMA).

1.2.1. Descripciéon de los HMA.

“La interaccion entre raices de plantas y hongos Glomeromycetes” (SchURler et al. 2001)
“es probablemente la asociacion simbidtica mas importante en la naturaleza” (Brachman &
Parniske, 2006). Mas del 80% de las plantas superiores de la tierra son capaces de
beneficiarse de la “habilidad” del hongo de extraer nutrientes del suelo, principalmente

fosforo.

“A cambio, se ha estimado que cerca del 20% del carbono fijado fotosintéticamente a nivel
mundial podria depositarse en el hongo simbionte. Ello convierte a esta asociacion en la
mas distribuida sobre el planeta” (Gianinazzi-Pearson, 1996; Bundrett, 2002; Harrison,
2005). “La asociacién micorrizica ha existido desde hace 350 millones de afios” (Simon et
al., 1993; Taylor et al. 1995).



1.2.2. Estructura de la micorriza Arbuscular.

“Las estructuras del mico-simbionte que se extienden dentro de la raiz de la planta
hospedera y en el sustrato circundante, son caracteristicas de cada tipo de micorriza y
sirven para su diferenciacion” (Allen, 2007).

1.2.2.1. Hifas.

“Tienen contacto con la célula epidérmica o con un pelo radical y se forma un apresorio, a
partir del cual se desarrollan ramificaciones infectivas. Posteriormente se produce la
penetracion de la epidermis” (Harley & Smith, 1983), “por actividad mecanica y enzimatica,
este proceso de penetracién puede tardarse desde unas pocas horas y hasta tres dias
después de iniciado el contacto con la raiz” (Declerck, Strullu, & Fortin, 2005).

1.2.2.2. Esporas.

“Son estructuras de reproduccion de los hongos y plantas criptdgamas (sin flores), poseen
resistencia para sobrevivir en el suelo durante muchos afios y cuya germinacion inicia un

nuevo ciclo de simbiosis” (Duran, 2003).

1.2.2.3. Apresorios.

“Apéndices especializados del micelio externo de una hifa o tubo germinativo, imitando una
bomba, ejerce presion sobre el tejido que se va a colonizar y facilita la penetracion del

hongo” (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002).

1.2.2.4. Vesiculas.

Son las estructuras de almacenamiento de los hongos, cuya formacién de sustancias como
lipidos es posterior a la de los arbusculos y tiene lugar a partir del hinchamiento de una hifa
generalmente terminal. Esta estructura principalmente en las especies del género Glomus

puede llegar a engrosar sus paredes y convertirse en esporas (Escobar et al., 1998).
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1.2.2.5. Arbusculos.

Estos forman la ramificacion dicotémica repetida de hifas intracelulares, hasta la formacion

de hifas de menos de 0.2 micrometros de diametro.

Cuando se forma un arbusculo el almidén de la célula invadida desaparece al tiempo que el
nucleo se alarga y se divide. Los arbusculos son digeridos rdpidamente y reabsorbidos por
el huésped. Después que los arbusculos son digeridos, los ndcleos vuelven a su tamafio

normal y el almidén suele reaparecer (Morton, 1996 y Sylvia, 1999).

1.2.2.6. Células auxiliares.

Son estructuras abultadas de paredes delgadas, que se agrupan en las hifas extra radicales.

“Puede presentar una superficie espinosa o lisa y son caracteristicos de Scutellospora y
Gigaspora, son abundantes durante la colonizaciéon temprana, pero disminuyen durante la

esporulacion. Al parecer no funcionan como propagulos” (Blaszkowski, 2003).

1.2.3. Clasificacién de los HMA.

Tradicionalmente la espora ha sido la estructura mas usada para la identificacion de HMA en
los primeros estudios de taxonomia. Actualmente se han venido usando estudios
moleculares para el esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre hongos, que revela

un gran numero de nuevas especies. (Smith & Read, 1997).

1.2.3.1.  Multiplicacion de in6culo Micorrizico.

“El caracter de simbionte obligado de los HMA conlleva al uso de plantas hospederas para

gue éstos puedan completar su ciclo de vida” (Usuga, Castafieda, & Franco, 2008).

Los ecosistemas naturales ofrecen comunidades de hongos de hongos micorrizicos nativos
que frecuentemente son usados como fuente de indculo. Estos propagulos fangicos estan
constituidos por trozos de raices colonizadas, esporas y segmentos de hifas que por lo

general se encuentran concentrados en los primeros centimetros del suelo (Bellgard, 1993).
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“Las muestras de suelo generalmente son tomadas de porciones cercanas a la raiz, éstas,
pueden contener diferentes tipos de propagulos, pero son las esporas que por sus
caracteristicas morfolégicas permiten la identificacion de las especies” (Brundrett, 1996).

Sin embargo las esporas provenientes de estas porciones de suelo pueden no estar en
buenas condiciones para su identificacion, por lo que el inéculo tiene que multiplicarse en
plantas hospederas micotréficas cultivadas en sustratos o suelo estéril. Este sistema
conocido como cultivo trampa permite multiplicar las especies nativas colectadas del campo.
(Sieverding E. , 1991)

“No todas las asociaciones entre HMA-planta son compatibles, pudiendo en algunos casos
beneficiar en mayor grado a un hospedero y adaptarse a determinadas condiciones
edafoclimaticas evidenciando marcadas diferencias no sélo estructurales sino también entre

especies” (Linderman & Davis, 2004).

1.2.4. Cultivo in vitro de hongos micorrizicos arbusculares.

En las Ultimas décadas el cultivo in-vitro de HMA se presenta como una alternativa de
produccion de inoculo de HMA limpio que garantiza la inocuidad del in6culo al evitar la

presencia de otro tipo de organismos patégenos que podrian estar presentes en el suelo.

1.2.4.1. Cultivo monxénico:

El cultivo monoxénico, es un técnica que ha logrado producir cultivo in vitro de raices, a las
cuales se les ha inoculado esporas de hongos MA previamente desinfectadas, de tal forma
gue se la asociacion micorrizica in vitro sin la necesidad de contar con una planta hospedera
completa. (Bago, Sachar, & Pfeffer, 2000).

Esta técnica ofrece propagulos puros, estériles, libre de contaminantes, que hasta ahora no

ha sido posible lograrlo utilizando los modos convencionales de cultivo en macetas.

1.2.4.2. Raices Hospederas transformadas.

Agrobacterium rhizogenes es una bacteria Gram negativa del suelo que induce un fenotipo
particular denominado “raiz pilosa” en plantas dicotiledéneas. En las raices transformadas

con esta bacteria, un segmento de ADN de la bacteria, llamada regién T (ADN transferido)
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del plasmido Ri (induccion de la raiz) se incorpora a las células de la planta hospedera. La
integracion y la expresion de este ADN en el genoma de la planta provocara el desarrollo del
fenotipo “raiz peluda” y la sintesis de un compuesto de bajo peso molecular llamada opina
(Chilton, Tepfer, Petit, & Tempé, 1982).

1.2.4.3. Eleccién de los HMA en los hospederos.

“Se ha demostrado que la asociacion de HMA y plantas no es especifica, puesto que
cualquiera de los HMA puede colonizar a cualquiera de las plantas susceptibles de formar
simbiosis” (Brundrett, 1996).

“Algunos hongos muestran un mejor grado de efectividad que beneficia el establecimiento

de la micorriza bajo determinadas condiciones” (Pozo, 1999).

Las principales condiciones que se deben tomar en cuenta para la eleccién de una planta
hospedera 6ptima son: ser micétrofa obligada y no selectiva a las diferentes especies de
hongos micorrizicos arbusculares; adaptarse a un rango amplio de condiciones de suelo y
clima; rdstica para que su mantenimiento no requiera mucho espacio ni cuidados en el
invernadero o en condiciones de vivero; con semillas con un alto porcentaje de germinacion;
no deben enfermedades radicales en comun con los cultivos en los cuales se utilizara el

inoculo (Linderman & Davis, 2004).

El sistema radicular posee una de las condiciones mas importantes, ya que se ha visto que
en plantas con raices finas existe una mejor esporulacion de HMA y aquellas plantas con
rapido desarrollo del sistema de fibras radiculares son consideradas como un cultivo trampa

ideal para la produccion de esporas de HMA (Chaurasia & Khare, 2005).

1.2.4.4. Simbiosis para formar micorrizas.

Segun (De la Vega, 2006), la simbiosis se realiza mediante los siguientes pasos:

Primer paso.- Se produce identificacion mutua planta/hongo-planta en la rizésfera, o en

regiones préximas a las raices o pelos radicales. La identificacion es al parecer por
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sustancias exudadas desde la raiz que provocan el crecimiento del micelio y un biotropismo

positivo del mismo hacia la raiz.

Segundo paso.- Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual del
micelio y raicilla produciéndose el contacto intercelular al formarse una estructura que ata

ambas biomasas.

Tercer paso.- Se realiza la colonizacién y se producen cambios morfoldgicos y estructurales
tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacién de la pared celular de
la raiz. Posteriormente se produce la integracion fisiol6gica de ambos simbiontes (hongo-

raiz) y, simbiontes para integrar sus procesos metabolicos.

Este proceso de asociacion para formar micorrizas provoca alteraciones morfolégicas y
anatomicas en las plantas colonizadas tales como cambios en: la relacion tallo raiz; la
estructura de los tejidos radicales; el nUmero de cloroplastos; aumento de la lignificacién;
alteracion de los balances hormonales, etc. Efectos que no so6lo son explicables como
simple mejora nutritiva de la planta debido al aumento de eficacia en la absorcion de
nutrientes por la raiz gracias a la formacion de la micorriza, sino que responde a cambios
metabdlicos méas profundos y complejos, debidos a la integracion fisiolégica de los

simbiontes.

1.2.4.5. Importancia de los HMA a nivel agricola.

“La diversidad funcional de las distintas especies de HMA es de gran importancia en los
sistemas agricolas” (Gosling, Hodge, Goodlass, & Bending, 2006) ya que no todos los HMA
son igualmente efectivos en promover el crecimiento de todos los hospederos, condiciones
ambientales, de suelo etc. “Por lo que varias pruebas fisiolégicos deben llevarse a cabo para

encontrar las condiciones mas adecuadas de planta-hongo-ambiente” (Brundrett, 2002).

Ademas de la mejorar la captacion de nutrientes, los MA confieren a la planta otros
beneficios, tales como: estimulacion del crecimiento, resistencia al ataque de plagas y
enfermedades, tolerancia a estrés hidrico, y contribuye a mejorar la estructura del suelo
(Bethlenfalvay & Linderman, 1992).

1.3. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
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1.3.1. Rizobacterias.

Rizobacterias (bacterias que habitan la rizosfera) es el grupo mas abundante de los
microorganismos en los suelos, que son capaces de colonizar todos los nichos ecoldgicos
que se encuentran en las raices de las plantas en todas las etapas de crecimiento y pueden
mejorar el rendimiento de los cultivos por modos directos 0 modos indirectos de accion
(Allur, Megadi, & Ninnekar, 2009).

Se ha propuesto que, haciendo coincidir los genotipos de rizobacterias (con posibles
caracteristicas de promocion de crecimiento de las plantas) con cultivos para los que tienen
preferencia de colonizacion, el grado de colonizacion de las raices podria aumentarse y por
tanto, el rendimiento global de la planta (Singh y Mukeriji, 2006).

1.3.2. Ventajas de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal BPCV.

Las ventajas del uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal han sido ampliamente

demostradas.
Adicionalmente (Romero, Correa, Moccia, & Rivas, 2003) sefiala que:

Algunas de estas bacterias podrian tener un efecto sinergistico con los hongos micorrizicos
arbusculares, mejorando los niveles de colonizacibn micorrizicos y optimizando de esta

forma la toma de nutrientes minerales del suelo por parte de la planta.

1.3.3. Mecanismos promocién del crecimiento vegetal.

“Los mecanismos directos de promocion vegetal encierran varios procesos en los cuales, las
bacterias alteran el desarrollo vegetal” (Ahmad et al., 2006; Leisinger y Margraff, 1979;
Matheron, 2001; Wildermuth et al., 2002).

Estos mecanismos, empleados por bacterias, son muy diversos y en algunos casos poco

estudiados, sin embargo, se pueden diferenciar claramente dos procesos esenciales:
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El primero consiste en la produccion de sustancias organicas, producto del metabolismo
secundario de las bacterias, que son capaces de promover respuestas fisioldgicas
especificas en las células vegetales.

El segundo mecanismo se puede encontrar en la intervencion directa de los
microorganismos en los ciclos biogeoquimicos, en los cuales pueden hacer disponibles
compuestos organicos e inorganicos que son aprovechados por las plantas (Romero,
Correa, Moccia, & Rivas, 2003).

1.3.4. Interaccion entre HMA y Bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(BPCV).

“Varios experimentos que tratan de mejorar los rendimientos de los cultivos a través de la
inoculacion combinada de PGPR y AMF se centraron principalmente en las respuestas de

las plantas a la inoculacién” (Linderman R. , 1988).

Sin embargo, (Honrubia, Torres, Diaz, & Cano, 1992), indica que “el conocimiento de los
impactos potenciales de las rizobacterias en hongos micorrizicos incluyendo cambios en la
raiz-hongo de sefializacion, el reconocimiento y la receptividad, el crecimiento de hongos y

la germinacion es escasa” (p. 47).

Bajo condiciones in vitro los efectos positivos de algunas cepas bacterianas para promover
la germinacion de esporas y el crecimiento de las hifas de G. mosseae BEG12 se
demostraron. Un posterior experimento in vivo usando Medicago truncatula y Lycopersicon
esculentum muestra un aumento en la colonizacion de la raiz AMF en presencia de una de

las cepas bacterianas probadas (Pivato, y otros, 2009).

“Las rizobacterias puede aumentar o inhibir el crecimiento de la planta, a través de efectos
en la competencia con micorriza arbuscular o incluso tener un efecto perjudicial sobre la

asociacion de micorrizas” (Linderman R. , 1988).

1.3.5. Métodos de inmovilizacion de microorganismos.
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Un soporte adecuado para la inmovilizacién de microorganismos con aplicacion en el area
ambiental debe proporcionar condiciones apropiadas para la supervivencia de las células y
su funcionamiento como inéculo, lo cual da como resultado una vida media suficientemente

larga asi como el mejoramiento de la supervivencia y de la actividad en el suelo.

“Se requiere que el soporte no sea toxico, ni contaminante y que tenga una calidad
constante, para permitir una liberacion precisa de los microorganismos en el sitio de interés
y eventualmente se evite la dispersion de los microorganismos” (Veen, J., Overbeek, &
Elsas, 1997).

1.3.5.1. Alginato de calcio.

El alginato es un componente de la pared celular de las algas pardas, esta formado por dos
tipos de unidades monomericas: el 4cido B(1-4) D-manuronico y el &cido a(1,4)-L-guluronico.
Cuando el alginato es expuesto a la presencia de iones calcio se forma una red de
entrecruzamiento con los polimeros del &cido gluénico, que permite la inmovilizacién de
células. (Smidsrad & Skjak-Brka, 1990).

“La inmovilizaciébn de microorganismos en alginato de calcio es el método mas usado,
debido a que en su preparacion no se requieren condiciones de reaccién extremas, es de

bajo costo y de baja toxicidad” (Sanjay, y otros, 2008, pag. 249).

A pesar de sus caracteristicas (Bashan, Holguin, & Bashan, 2003) sostiene que “el uso del
alginato de calcio se ha considerado adecuado solo para pruebas de laboratorio pero no
para la aplicacion en campo, debido a su baja resistencia mecéanica, incompatibilidad con

ciertos iones y su susceptibilidad a la biodegradacion”.

No obstante (Coradin, Nassif, & Livage, 2003), manifiesta que “recientes investigaciones han
sugerido que la resistencia mecénica de las perlas de alginato de calcio puede
incrementarse mediante la adicion de silica, logrando la inmovilizacion de células e incluso

de biomoléculas”.

1.3.5.2. Agar.

El agar es una mezcla de polisacaridos extraida a partir de diferentes especies de algas

rojas, principalmente del genero Gracilaria. El polisacarido fundamental es la agarosa que
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posee propiedades gelificantes y tiene una estructura alternante de 3,6 anhidro-L-galactosa
(3,6-AG) y D-galactosa.

El agar es ampliamente usado como aditivo alimenticio y en numerosas aplicaciones
médicas, farmacéuticas y biotecnolégicas (Pulz & Gross, 2004). Aunque tipicamente se ha
utiizado como agente gelificante en cultivos microbianos, su uso como soporte para
inmovilizacién de células se ha extendido debido a su nula toxicidad y a las condiciones de
reaccion suaves que se requieren llevar a cabo la matriz de inmovilizacién. Entre otras
ventajas, se puede mencionar la diversidad en la formacion y licuefaccion del gel, su

estabilidad quimica y térmica, y su capacidad para el entrecruzamiento (Guiseley, 1989).

1.3.5.3. Poliuretano.

El poliuretano es un polimero derivado de la condensacion de poli-isocianatos y
polialcoholes. Es quimicamente inerte, completamente elastico y mecanicamente resistente
a la abrasion. Una de las ventajas del poliuretano es su alta porosidad, que permite retener
a las células sin limitaciones di fusiénales para el sustrato, el producto e incluso para el

oxigeno (Manohar, Kim, & Karegoudr, 2001, pag. 311).

Entre otras cualidades el poliuretano es de fécil disponibilidad y manejo para la
inmovilizacibn de microorganismos, extremadamente versatil y de bajo costo, altamente
estable y permite una mayor viabilidad de las células inmovilizadas durante varios usos

(Sharanagouda & Karegoudar, 2002, pag. 225).

Los primeros trabajos de inmovilizacion en poliuretano emplearon pre polimeros a partir de
los cuales se generd el poliuretano que contenia a las células inmovilizadas. Sin embargo,
se tienen evidencias de que los grupos isocianato, producidos durante la polimerizacion de
este soporte, pueden tener un efecto toxico sobre las células, por lo que una practica comun

ha sido el uso de polimeros prefabricados (Branyik & Kuncova, 2000).

“Algunas de las aplicaciones de microorganismos inmovilizados en espuma de poliuretano
ha sido en la degradacion de compuestos fendlicos (O'Reilly & Crawford, 1989b), 2-

metilnaftaleno” (Sharanagouda & Karegoudar, 2002).

1.3.5.4. Matrices de silica gel.
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Las matrices de silica se forman por reacciones de hidrélisis y poli condensacion que
ocurren en soluciones acuosas a temperatura ambiente, que generan una estructura porosa
inorganica cuando las células son adicionadas a una solucion de silica pre hidrolizada de

tetraetoxisilicato o metoxisilicato (Bhatia, Brinker, Gupta, & Singh, 2000).

La quimica sol-gel, basada en reacciones inorganicas de polimerizacion, ha sido empleada
en diferentes areas de investigacion, y debido a las condiciones en las cuales ocurre la
reaccion puede aplicarse para el atrapamiento de diferentes sistemas biol6gicos.

“Las principales caracteristicas de los materiales usados en los métodos sol-gel, y que los
hacen adecuados para aplicaciones en biotecnologia ambiental, son su bajo costo, su
caracter hidrofilico y su resistencia al ataque microbiano” (Bhatia, Brinker, Gupta, & Singh,
2000).

Adicionalmente “son quimicamente inertes, presentan una alta estabilidad mecéanica, térmica
y no se disuelven en solventes organicos como ocurre con la mayoria de los polimeros

organicos” (Nassif, y otros, 2003).

A pesar de sus caracteristicas, una desventaja de las matrices de silica gel es que durante
su formacién por procesos convencionales, se generan matrices con una porosidad
promedio menor al tamafio de las células comunes. A lo que se debe sumar la toxicidad de
los alcoholes que se liberan (metanol o etanol) durante las reacciones de hidrélisis y
condensacion de alcoxidos de silicio Si(OCHs;),. Con la finalidad de proteger a las células de
la toxicidad de los compuestos que se forman durante el proceso de inmovilizaciéon, se ha
probado el uso de compuestos quimicos que, entre otras caracteristicas deseables, deben
ser solubles en agua, biocompatibles y mantener la cohesién del gel (Nassif, y otros, 2003,
pag. 204).

“El compuesto que mejores resultados ha proporcionado es el glicerol, que incluso puede
tener un efecto en el tamafio del poro y en el &rea superficial del gel’ (Alvarez, Foglia,

Copello, Desimone, & Diaz, 2009).

Sin embargo, existen pocos estudios sobre el efecto de estos solutos compatibles sobre la
estructura del gel y respecto a su funciobn como una fuente de nutrientes para los

microorganismos inmovilizados.

1.4. Origen e importancia del cultivo de la papa.
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La mayor diversidad genética de papa (Solanum tuberosum L.) cultivada y silvestre se
encuentra en las tierras altas de los Andes de América del Sur. La primera cronica conocida
que menciona la papa fue escrita por Pedro Cieza de Led6n en 1538. Cieza encontrd
tubérculos que los indigenas llamaban “papas”, primero en la parte alta del valle del Cuzco,
PerG y posteriormente en Quito, Ecuador. El centro de domesticacién del cultivo se
encuentra en los alrededores del Lago Titicaca, cerca de la frontera actual entre Perl y
Bolivia. Existe evidencia arqueoldgica que prueba que varias culturas antiguas, como la

Inca, la Tiahuanaco, la Nazca y la Mochica, cultivaron la papa.

Aparentemente la evolucion de las especies de papa cultivada se origin6é a partir del nivel
diploide (dos pares de cromosomas). Por ejemplo, la especie diploide Solanum phureja se
encontraba distribuida en tiempos prehispanicos desde el centro del Pera hasta Ecuador,
Colombia y Venezuela. La diversificacion posterior del cultivo ocurri6 a través de la
hibridacion intra e interespecifica.

De aproximadamente 2.000 especies conocidas dentro del género Solanum, entre 160 y 180
forman tubérculos; pero de éstos, sélo ocho son especies comestibles cultivadas. Existen
cerca de 5.000 cultivares de papa, de los cuales hoy en dia se cultivan en los Andes menos
de 500. En 1994, el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
realizd una coleccion de papas cultivadas en el Ecuador, y encontr6 mas de 400 diferentes
tipos entre especies antigenas y phureja. Sin embargo, en el pais s6lo cominmente se
siembran 30 cultivares, de los cuales las variedades INIAPGabriela y Superchola

representan mas de la mitad del area sembrada.

Los agricultores han reconocido el valor de las raices y tubérculos en términos de
produccion de energia cosechada por hectarea por dia, de los cuales la papa es el mas
eficiente entre los cultivos comestibles comunes. La calidad y cantidad de las sustancias
nutritivas del tubérculo varian por variedad de papa y condiciones de campo. El contenido
de agua en un tubérculo fresco varia entre 63% a 87%; de hidratos de carbono, 13% a 30%
(incluyendo el contenido de fibra 0.17% a 3.48%), de proteinas 0.7% a 4.6%; de grasas
entre 0.02% a 0.96%; y de cenizas, 0.44% a 1.9%. Los otros constituyentes basicos son:
azucares, acido ascorbico y vitaminas. La papa es la principal fuente de alimento para los
habitantes de las zonas altas del pais, con un consumo anual per capita que fluctia segun
las ciudades: 122 kg en Quito, 80 kg en Cuenca y 50 kg en Guayaquil. Los restaurantes de
Quito y Guayaquil consumen alrededor de 16.294 t/afio, principalmente de papa frita, a la

francesa.
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El 90% de la papa a nivel nacional se consume en estado fresco. Los usos industriales son
variados: como papas fritas en forma de “chips”, a la francesa, congelada, pre frito y
enlatada. También se obtiene almidon, alcohol y celulosa de la ciscara. A partir de 1994 el
consumo de comidas rapidas en el pais ha aumentado a un ritmo anual del 6%. Hoy en dia
las industrias procesadoras utilizan 50.000 t/afio, lo cual representa el 10% de la produccion

nacional.

1.5. Objetivos y/ o preguntas de investigacion.

1.5.1. Objetivo general y pregunta de investigacion:

Evaluar el efecto de la co-inoculacion de R. irregularis y Paenibacillus sp. en cépsulas de
alginato en el crecimiento de dos variedades de papa (Solanum tuberosum L.), Unica, y
Bintjie.

¢ Existe un efecto en el crecimiento de las dos variedades de papa al ser co-inoculadas con

R. Irregularis y Paenibacillus sp.?

1.5.2. Objetivo especifico:

o Determinar la altura de las plantas a los 30, 60, y 90 dias

e Determinar peso seco del area radicular y el peso seco del area foliar después de 90
DDS

e Determinar el porcentaje de la raiz colonizada a los 90DDS.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOLOGIA
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2.1. Sitio del experimento.

El ensayo se llevd a cabo en la finca de Zamora Huayco de la Universidad Técnica
Particular de Loja, con las coordenadas 04°0°'1.59”S, 79°10'48.46”"W — 2160 m amsl, los
experimentos se llevaron a cabo entre los meses de Julio a diciembre del 2014. Para el
primer sembrio (variedad Unica) que empezé el 18 de julio y finalizé el 18 de octubre la
temperatura media fue de 15,63 ° C y la humedad fue de 80,87 % y para el segundo
sembrio (variedad bintjie) que empez6 el 26 de septiembre y finalizé el 26 de diciembre la
temperatura media fue de 14,43 ° C con una humedad de 78,12 %.

2.2. Material vegetal.

Se utilizaron vitroplantulas de papa de las variedades: Unica y Bitjie fueron obtenidas del
departamento de Micro propagacion Vegetal del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) y la “Station de Haute Belgique” in Libramont, Belgium,

respectivamente.

Las vitroplantulas fueron subcultivadas in vitro en medio Murashige & Skoog pH 5.9 hasta
alcanzar el nimero necesario para el ensayo. Cuando las plantas tuvieron 30 dias fueron
plantadas en cada maceta en sustrato estéril. La composicién quimica del sustrato utilizado

y su interpretacion se detallan en las tablas 1y 2.

2.3. Rhizophagus irregularis y Paenibacillus sp.

Se utilizé una producto comercial de micorriza basado en la cepa de R. irregularis DAOM
197198 de la empresa alemana Symplanta (http://www.symplanta.com/). Se trata de una
especie ampliamente distribuida, por lo que es considerada una especie modelo debido a su

facilidad para multiplicarla de varias maneras.

La cepa de Paenibacillus provino de la coleccion de microorganismos de la UTPL, el codigo
de la cepa es R47065 y proviene de un cultivo de papa de la provincia de Cafar obtenido en
el afio 2009. En experimentos previos esta cepa demostrd tener buenas cualidades en los
tests in vitro para determinar su capacidad para solubilizar fésforo, producir &cido

indolacetico y acc deaminase.


http://www.symplanta.com/

2.4. Encapsulacién de microorganismos.

La encapsulacion de los microorganismos se realiz6 en el Departamento de Ciencias
Naturales de la UTPL; en la cual los microorganismos fueron encapsulados en una matriz de
alginato de sodio (2%) y polimerizado en una solucion de cloruro de calcio (1%), formando
un gel de alginato de calcio en forma de capsula encerrando asi a los microorganismos. Las
capsulas fueron elaboradas en una camara de fluyo laminar en la cual utilizando micro
pipetas se hizo gotear la solucién de alginato con los microrganismos en la solucién de

cloruro de sodio.

Cada céapsula de alginato contenia aproximadamente 25 esporas de R. Irregularis y 3x10°
CFU de Paenibacillus sp.

2.5. Establecimiento del ensayo.

El ensayo de inoculacion de las capsulas de alginato conteniendo los microorganismos se
desarroll6 en macetas de aproximadamente 1kg de capacidad en la cual se adiciond
sustrato de vivero que consistié en arena de mina y suelo agricola en proporciones 1:3 vlv;
El sustrato se esteriliz6 en autoclave antes de usarse, para eliminar su contenido de hongos
y bacterias. Cada sesién de tratamiento en autoclave dur6 una hora a 120 ° C.

Tabla 1. Analisis del suelo

Cod. Lab. Cod. Campo  Andlisis Mecanico % TFSA  Textura pH
Ao Lo Ac % ppm ppm ppm
1247 1 69.2 224 8.4 FoAo | 6.8 5.0  167.47 | 327.13 | 170.5

Tabla 2. Interpretacion del andlisis

Textura

% ppm ppm pPpm
1247 1 Franco Ligeramente Medio Alto Alto Medio
Arenoso alcalino

Las macetas se llenaron con el sustrato hasta aproximadamente las % partes y se realizo un

pequefio hoyo en el centro del sustrato himedo en el cual se inserté una vitroplanta de papa
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de 31 dias de edad, luego 20 cépsulas (conteniendo los microorganismos de acuerdo se
dispusieron en contacto con las raices y posteriormente se cubrieron con sustrato. Las
plantulas fueron cubiertas con vasos plasticos desechables transparentes durante 25 dias
para evitar el estrés de la planta por el trasplante debido al paso de las condiciones in-vitro a

condiciones in-vivo.

2.6. Disefio del experimento.

El experimento consistié en un disefio de bloques completos al azar con 4 tratamientos en
los que; en el tratamiento uno afiadimos R irregularis, en el segundo tratamiento afiadimos
Paenibacillus sp., en el tercer tratamiento utilizamos una combinacion de R, irregulares y
Paenibacillus sp, y el cuarto tratamiento fue un control con alginato, de los cuales existieron

10 repeticiones por cada tratamiento dando un total de 40 plantas por Variedad de Papa.

Se utilizaron vitroplantulas de papa de las variedades mencionadas Una vez realizado el
tratamiento se evalué periddicamente la altura (30, 60, 90 Dias), y después de los 90 dias
en la cosecha evaluamos; el peso seco del area radicular, el peso seco del area foliar y el

porcentaje de la raiz colonizada.

Se inocularon 20 capsulas de alginato por cada planta.

Analisis de los datos se analizaron con Anovas de una via el programa SPSS Statisctics 20,
se hizo una prueba post-hoc con la prueba de Tukey con un P=0.05. Los andlisis se

realizaron por separado para cada una de las 2 variedades de papa

Cédigo Descripcién del tratamiento

T1 Variedad de papa 1 (Unica) + Combinacion 1 (AMF)

T1 Variedad de papa 2 (Bitjie) + Combinacién 1 (AMF )

T2 Variedad de papa 1 (Unica) + Combinacion 2 (PGPR)

T2 Variedad de papa 2 (Bitjie) + Combinacion 2 (PGPR)

T3 Variedad de papa 1(Unica) + Combinacion 3 (AMF + PGPR)

T3 Variedad de papa 2 (Bitjie) + Combinacion 3 (AMF + PGPR),

T4 Control 1 (Variedad de papa 1 (Unica), (no micorriza, no bacteria)
T4 Control 2 (Variedad de papa 2 (Bitjie), (no micorriza, no bacteria)
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2.7. Porcentaje de colonizacion micorrizica: Frecuencia e intensidad.

Para calcular el porcentaje de frecuencia e intensidad de la colonizacion micorrizica de cada

planta se utiliz6 siguiente formula:

"o 100(N — n0)
B N

Dénde: (F%) = frecuencia, N = nimero total de fragmentos observados por planta, es decir
en este estudio fueron 20 fragmentos analizados por planta; no = numero de fragmentos con

rango cero de colonizacién (0 colonizacién).

Y para calcular la intensidad de R, irregularis. Se utilizé la siguiente férmula:

95n5 4+ 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl
N

1% =

En donde: 1% = intensidad de la colonizaciéon, n5, n4, n3 etc. indican el nimero de
fragmentos con rango 5, rango 4, rango 3, etc. y N es el niumero total de fragmentos

analizados para esa muestra.
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CAPITULO 1ll
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Resultados.

En la primera variedad de papa (Unica) en el transcurso de los 3 meses 4 plantas
murieron en el proceso dando un total de 41 plantas que se dividieron de la siguiente
manera; 12 plantas para el primer tratamiento, 11 plantas para el segundo tratamiento,
12 plantas para el tercer tratamiento y 10 plantas para el primer tratamiento. Los
resultados de altura, y peso seco de hojas raices y tubérculos se a los 30 dias
después de la siembra (DDS), 60 DDS y 90 DDS se presentan en las tablas 3 y 4

respectivamente.

Variedad Unica

Tabla 3. Altura de las plantas tomadas en el dia 30, 60 y 90 DDS (dias después de la siembra)

Tratamiento Altura 30 DDS (cm)  Altura 60 DDS (cm)  Altura 90 DDS (cm)
T2 (Bac) 5.43+0.56 10.83+0.85 ab 19.75+£0.70 b
T3(AMF+Bac) 5.98+0.60 10.88+0.65 ab 17.67+1.11 bc
Control 3.98+0.70 8.80+0.92 b 14.80+0.88 ¢

P value 0.102 0.040 <0.0001

Se muestra muestran las medias + error estandar de al menos 10 réplicas. En negras
se resaltan las diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05). Tratamientos,

seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey test).

Tabla 4. Peso seco de las hojas, raiz y tubérculos a los 90 DDS

Tratamiento Peso seco(g) Peso seco raiz (g) Peso seco tubérculos (g)
T1 (AMF) 0.509+0.025 0.108+0.020 3.672+0.53 b

T2 (Bac) 0.509+0.035 0.159+0.032 5.839+£0.70 a
T3(AMF+Bac) 0.586+0.028 0.086+0.020 3.718+0.69 b

Control 0.488+0.053 0.096+0.023 5.988+0.69 a

P value 0.286 0.173 0.024

Se muestran las medias * error estandar de al menos 10 réplicas. En negras se
resaltan las diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05). Tratamientos,

seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes. En la segunda
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variedad de papa (Bintjie) Logramos obtener un total de 40 vitroplantulas de las cuales
en el transcurso de los tres meses que duro el sembrio murieron 2 plantas dando un
total de 38 plantas de las cuales 9 pertenecian al primer tratamiento, 10 al segundo
tratamiento, 10 al tercer tratamiento y 9 al cuarto tratamiento.

Los resultados de altura, y peso seco de hojas, raices y tubérculos a los 30 dias

después de la siembra (DDS), 60 DDS y 90 DDS se presentan en las tablas 5y 6

respectivamente.

Variedad Bintjie

Tabla 5. Altura de las plantas (Bitjie) tomadas en el dia 30, 60 y 90 DDS

Tratamiento Altura 30 dias (cm) Altura 60 dias (cm) Altura 90 dias (cm)
T1 (AMF) 9.20+1.18 12.80+1.42 15.60+1.48

T2 (Bac) 7.90+1.82 12.60+0.79 15.10+0.89
T3(AMF+Bac) 11.10+0.82 13.88+0.77 16.44+0.58

Control 7.80%1,39 10.33+1.21 12.44+0.096

P value 0.294 0.172 0.096

Se muestra muestran las medias + error estandar de al menos 10 réplicas. En negras
se resaltan las diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05). Tratamientos,

seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes.

En la variedad Unica a los 90 DDS tuvo mejor resultado el tratamiento 1 (AMF), pese a
gue haciendo una comparacion con el control, los dos restantes tratamientos a los que
afiadimos microorganismos presentan un resultado positivo, siendo el control el que
medidas mas bajas de altura presento. En la variedad bintjie pese a que no existen
mayores diferencias entre los tres tratamientos a los que afiadimos microorganismos
el resultado mas favorable fueron las plantas con las que se utilizé el tratamiento 3
(AMF+Bac) siendo el control el que nos dio las medidas mas bajas de altura de igual

manera para esta variedad (figura 1)
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Figura 1. Comparacion de los 4 tratamientos en la altura de las dos variedades de papas a los 90 DDT
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Tabla 6. Peso seco de las hojas, raiz y tubérculos

Tratamiento Peso seco hojas  Peso seco raiz (g) Peso seco
(s)) tubérculos (g)
T1 (AMF) 0.505%0.021 ab 0.073%0.007 3.63+0.38 a
T2 (Bac) 0.467+0.029 ab 0.076+0.006 3.05+0.36 ab
T3(AMF+Bac) 0.542%0.040 a 0.066%0.006 3.63+0.77 ab
Control 0.416+0.030 b 0.061+0.006 1.83+0.40 b
P value 0.027 0.329 0.033

Se muestra muestran las medias + error estandar de al menos 10 réplicas. En negras
se resaltan las diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05). Tratamientos,
seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes.

En la variedad Unica cada tratamiento responde de una manera distinta a cada
variable propuesta a medir, en el caso del peso seco del area foliar obtuvimos los
mejores resultados con el tratamiento 3 (AMF+Bac), el peso seco de la raiz se obtuvo
valores superiores con el tratamiento 2 (Bac) y el peso seco de los tubérculos los

valores superiores se los obtuvo con el tratamiento 2 (Bac) y tratamiento 4(bacteria).
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Figura 2. Comparacion entre tratamientos de las variables del peso seco del area foliar
radicular y tubérculo de la variedad Unica

Entre los tratamientos utilizados en la variedad Binjie sucede algo parecido a la
variedad Unica, para el peso seco del area foliar los resultados méas altos fueron las
plantas inoculadas con el tratamiento 3 (AMF+Bac) asi mismo en el peso seco
radicular el tratamiento 2 (Bac) fue el més efectivo y en donde encontramos diferencia

con la variedad anterior es en el peso seco de los tubérculos, aqui (figura 3) el
tratamiento 1(AMF) y tratamiento 3 (AMF+Bac) fueron los mas efectivos.
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Figura 3. Comparacion entre tratamientos de las variables del peso seco del area foliar
radicular y tubérculo de la variedad Bintjie
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3.1.1. Porcentaje de colonizacién radicular
Los porcentajes de frecuencia e Intensidad micorrizica en la raices de las plantulas de

papa de la variedad Unica y Bintjie a los 90DDS se presentan en las tablas 7 y 8

respectivamente.

Variedad Unica

Tabla 7. Evaluacion de los porcentajes de frecuencia en intensidad de la colonizacion

micorrizica
Frecuencia % Intensidad % |
U+AMF 91.54+1.8 a 5.42+1.2 a
U+Bac 15.94+1.6 b 0.15+0.01 b
U+AMF+Bac 83.81+t11.5a 7.37+1.7 a
Control 4.00t1.5hb 0.04+0.01 b
<0.0001 0.002

Al medir la frecuencia micorrizica en la variedad Unica podemos mencionar que los
tratamientos que incluyeron a la micorriza obtuvieron valores netamente altos, a nivel
de cada planta obtuvimos incluso valores de una frecuencia del 100% con el
tratamiento 1 (AMF) asi mismo el tratamiento 3 (AMF+BAC), y a nivel general el
tratamiento con el que se obtuvo mejor respuesta fue el primero, por el contrario los
niveles méas bajos de frecuencia los tuvo el control como se puede observar en la

siguiente figura 4.
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100 ° ° °
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°
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—8=—Frecuencia % Variedad Unica ==@==Frecuencia % Variedad Unica
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Figura 4. Porcentaje de la frecuencia de cada planta por tratamiento cada tratamiento de la

variedad Unica

Al analizar la intensidad micorrizica en la variedad Unica existe una relacion directa
entre las plantas que se inocularon con el tratamiento 1 (AMF) y tratamiento 3
(AMF+Bac), es decir los tratamientos que poseian la micorriza, siendo el tratamiento 3
el que mejores resultados nos dio, los niveles mas bajos fueron los del control en

conjunto con las plantas que tuvieron solo la bacteria (Figura 5)
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Figura 5. Porcentaje de la Intensidad de cada planta por tratamiento cada tratamiento de la
variedad Unica
Variedad Bintjie

Tabla 8. Evaluacion de los efectos de colonizacion micorrizica

Frecuencia % Intensidad %

U+AMF 91.97+39 a 6.32+1.5a
U+Bac 18.65+1.5b 0.18+0.01 b
U+AMF+Bac 93.20+14 a 5.80+0.5 a
Control 12.58+2.4 b 0.12+0.02 b
<0.0001 <0.0001
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Tal y como sucedié en la variedad Unica, en la variedad Bintjie se repite, las plantas
que fueron inoculadas con micorrizas; tratamiento 1 (AMF) y tratamiento 3 (AMF+Bac)
fueron las que presentaron los porcentajes mas altos, pese a que en esta variedad
especificamente el tratamiento 3 fue el que nos arrojé los datos mas elevados asi
como los valores més bajos nos los dio el tratamiento 4 (control) como se representa

en lafigura 5
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Figura 6. Porcentaje de la frecuencia de cada planta por tratamiento cada tratamiento de la

variedad Unica

En el porcentaje de intensidad nuevamente sucede lo mismo, las plantas que fueron
inoculadas con micorrizas o con micorrizas y bacterias obtuvieron los porcentajes mas
altos, con los valores que obtuvimos en esta variedad en conjunto con la variedad
Unica podriamos inferir que existe una relaciéon en el porcentaje de frecuencia con el
porcentaje de intensidad. Los valores mas bajos de intensidad fueron los arrojados por

el control.
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Figura 7. Porcentaje de la Intensidad de cada planta por tratamiento cada tratamiento de la

variedad Unica.

3.2 Discusion:

En este estudio sobre el efecto de crecimiento de las variedades de papa al ser co-
inoculadas con Rhizophagus ilrregularis y Paenibacillus sp, en la variedad Unica y
Bintjie se puede mencionar que tuvieron una respuesta positiva en algunas variables a
considerar en comparaciéon con el control, siendo la variedad Unica la que present6
mejores resultaros en cuanto a la altura de las plantas con el tratamiento 1 (AMF)
como se puede observar en la tabla 1. El aumento de la disponibilidad de P con la
simbiosis micorriza-planta estd ampliamente documentado en la literatura, hecho
particularmente importante sobre todo en suelos que tienen altas tasas de retenciéon de
P, como los usados en el presente ensayo (Coyne, 2000), menciona que: Las
micorrizas aumentan la disponibilidad del fosforo mediante una serie de mecanismos
como la excrecion de fosfatasas, acido carboénico y acido organico, asi como mediante
la extensién de la superficie de la raiz expuesta al fosforo, significando que las
micorrizas estimulan el crecimiento de las plantas. Pese a esto en un estudio similar
realizado por (Black & And Tinker P, 1977) no encontraron diferencias en el

rendimiento final entre los tratamientos de las plantas que inocularon y no inocularon.

En la variedad Unica, los resultados muestran un efecto positivo de la simbiosis a
partir de los 60 DDS, lo que concuerda a lo obtenido por (Enriquez, 2008), quien
obtuvo respuesta en altura a partir de los 75 DDS, confirmando que la simbiosis
micorriza-planta tiene un periodo de establecimiento variable, durante este lapso de

tiempo incluso puede haber un retardo en el crecimiento del hospedero hasta que se
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establezca la simbiosis. Es posible que el efecto de la simbiosis haya empezado a
partir de los 60 DDS, época en donde ya se observa significacion estadistica sobre
todo en altura de planta, algunos autores reportan que para que se establezca la
simbiosis se requiere un periodo de incubacion incluso de 75 a 90 dias.

Enriquez (2008), en un ensayo similar en plantas de palmito, obtuvo resultados en las
mismas variables a partir de los 70 a 90 DDS; motivo por el cual se podria inferir que
pese a que encontramos diferencias en la altura de la variedad Bitjie en comparacion
con el control, estas no estan tan establecidas en comparacion con la variedad Unica.
Los resultados que se observan en la tabla 1 y 3, muestran el efecto positivo de la
aplicacion de micorrizas arbusculares en sustrato estéril a partir de los 60 dias
después del trasplante, lo que concuerda con (Duchicela & Gonzales, 2003) quien
manifiesta que para ver el efecto benéfico de la simbiosis se requiere de la

esterilizacién del sustrato.

Estudios previos han informado de que la aplicacion combinada de PGPR y AMF
aumenta el crecimiento y el desarrollo en las plantas inoculadas (De-Bashan,
Hernandez, Money, & Bashan, 2004).

En nuestro estudio, logramos obtener resultados positivos en algunas variables
cuando se aplico el tratamiento 3 (AMF+Bac), como en la altura a los 90 DDS de la
variedad Bitjie, y el peso seco de las hojas en ambas variedades. El efecto incipiente
en el crecimiento de las plantas con la combinacion de rizobacterias y micorriza puede
estar relacionado con la competencia de cada simbionte, una situacion en la que la
planta huésped debe tanto satisfacer sus necesidades fisiol6gicas y proporcionar

energia a los microorganismos simbiontes (Azcon, 2000).

En cuanto al peso seco del area radicular a los 90 DDS, se puede encontrar que en
ambas variedades existen valores mas altos en las plantas a las que se afadi6 el

tratamiento 2 (PGPR), como se muestra en la tabla 2 y tabla 4.

Segun (Tsavkelova, Klimova, Cherdyntseva, & Netrusov, 2006), los mas eficientes
productores de auxinas son las bacterias promotoras del crecimiento. El Acido Indol
Acético (AlA) producido por las bacterias representa una capacidad PGPR importante
ya gue beneficia a la planta contribuyendo con el crecimiento radicular, pues esta
auxina es capaz de promover la formacion de raices laterales y adventicias, sin
embargo el efecto de ésta sobre la planta depende de su concentracion y el tipo de

cultivo en el que éste se evalle. Observando las tablas 2 y 4, en lo referente al peso

36



seco del &rea foliar después de 90 DDS se puede manifestar que la variedad Unica y
Bintjie tienen diferentes formas de responder a la aplicacion de los tratamientos con R
irregularis y Paenibacillus sp. Siendo la variedad Bintjie la que present6 una respuesta
efectiva al aumento del peso foliar.

La variabilidad del area especifica de las hojas entre los diferentes tipos dentro de una
misma especie de planta puede estar relacionada a la diferente capacidad
fotosintética, una de las variables que afectan el crecimiento de la planta, esta
relacionada con la eficiencia fotosintética, es decir, cuanto mayor sea, mayor sera la
produccion de sustancias de reserva como el almidon, lo que favorece el rendimiento
de los cultivos como en el caso de la papa, pues se produciria mayor desarrollo de las
hojas, y mejorara la cantidad de tubérculos (Steinbauer, 2000); (Wei-xing & Tibbitts,
1997). Lo que origina que en cierta variedad como la Binjie tenga una respuesta
efectiva al aumento del peso foliar en diferencia a la Unica que presenta valores mas

equilibrados en los 4 tratamientos.

En nuestro estudio en relacién al peso seco de los tubérculos sucede algo inesperado
(tabla 2) el control al que no se afiadi6 microorganismos presenta resultados
superiores a los que utilizamos los HMA y PGPR, motivo por el cual podriamos asumir
gue las plantas utilizaron mayor cantidad de energia para producir tubérculos evitando
su desarrollo foliar y prestando mayor cantidad de recursos al area radicular. En la
variedad Binjie sucede lo contrario el mejor nivel en cuanto a produccién de tubérculos
nos dan las plantas en las que se utilizé el tratamiento 1 (HMA) dando a entender que
las dos variedades de papa utilizadas no reaccionan de la misma forma ante un mismo

tratamiento de HMA.

La efectividad que obtuvimos con los inéculos de HMA, y de HMA+ PGPR son
favorables al hablar en la frecuencia de colonizacion de HMA encontradas en las
plantas de las dos variedades de papa utilizadas, la variedad Unica presento mejores
niveles de colonizacion utilizando el tratamiento 1 (AMF), a diferencia de la variedad
Binjie que presento mejores niveles de colonizacion utilizando el tratamiento 3
(AMF+Bac).

Estos resultados afirman lo propuesto por (Fitter & Garbaye, 1994) quien informé que:
Las rizobacterias pueden aumentar la capacidad de AMF para colonizar las raices de
las plantas. Pese a que los valores que reflejan la intensidad encontrada en las plantas
son bajos (tabla 5-6), la promocion del crecimiento asociado con bajos niveles iniciales

de colonizacion de HMA también se demostré por O Keefe usando un set de plantas
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de papas. Ademas existen varios estudios que reportan niveles de colonizacion bajos

para el cultivo de la papa (Cesaro, y otros, 2008).

Por otro lado el porcentaje de colonizacion no va en relacion directa con el beneficio
neto que obtienen las plantas de la asociacion con los HMA. “Se ha reportado que
incluso niveles muy bajos de colonizacién pueden tener un impacto positivo en la
produccion de papa” (Niemira, Safir, Hammerschmidt, & Bird, 1995).
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CONCLUSIONES

La papa es un cultivo que puede adaptarse bien a la inoculacion de R irregularis.
Aunqgue se pudo demostrar que la misma puede variar dependiendo el tipo de variedad

de papa y de acuerdo al tiempo de cosecha.

Existe un efecto clave con la inoculacion de R irregulares para el crecimiento de la
planta, ya que en ambas variedades pudimos conseguir un desarrollo amplio en
comparacion al control, y sin dejar alado que tampoco se logré encontrar diferencias
marcadas entre el uso de R Irregularis en conjunto con Paenibacillus sp, asi como el

uso de las mismas por separado.

Se pudo deducir que no existe relacién entre el porcentaje de colonizacién micorrizica
con la influencia de la misma en el desarrollo de la planta, niveles bajos de inoculacion

lograron resultados favorables en el crecimiento del vegetal.

Las respuestas positivas en este estudio fueron al emplear a los microorganismos por

separado.
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RECOMENDACIONES

Al trabajar con vitroplantulas resulta complicado conseguir un numero efectivo de
plantas para poder empezar con el sembrio, la contaminacion es un problema que
dificulta llegar a la cantidad efectiva razon por la cual es necesario considerar todos los
niveles de asepsia en la cdmara de flujo laminar para hacer la replicaciéon de las
plantas.

Hasta llegar a la cantidad necesaria de vitroplantulas es necesario continuar la
replicacién hasta obtener el nUmero exacto de plantas a sembrar con la misma fecha

de replicacion.

Es preciso tener en claro la morfologia que adquieren las micorrizas en las raices para

asi poder evitar confusiones al momento de determinar los porcentajes de inoculacion.
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