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EFECTO DE LA INOCULACION CON TRES CEPAS DE HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES SOBRE LA ACLIMATIZACION
DE VITROPLANTAS DE PAPA (Solanum tuberosum)

Yakelin Rodriguez®, Y. Quifiones y Maria M. Hernandez

ABSTRACT. The influence of three strains of arbuscular
mycorrhizal fungi (Glomus claroideum, Glomus mosseae and
Glomus sp) on potato vitroplant acclimatization, clon 6-457,
was studied. The percentages of mycorrhizal colonization and
fungal density, as well as the growth variables: plant height,
leaf number, nodal cutting number, and plant survival, were
determined. Besides, |eaf peroxidase and polyphenol oxidase
activities and their isoenzyme expression were analyzed. In
general, apositive effect of Glomussp and G claroideumstrains
on potato vitroplants was observed, Glomus sp-inoculated
treatment being remarkabl e for the superior valuesrecordedin
fungal and growth variables evaluated. Indeed, enzymatic
activities were repressed by Glomus sp, suggesting a minor
stress of potato plantsinoculated with this strain, aswell asa
better acclimatization in this stage. | soenzymatic patternsdid
not show mycorrhization effect, due to differences among
treatments were not detected and a new symbiosis-specific
isoform was not expressed either.
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INTRODUCCION

La papa se cultiva a gran escala en mas de 130
paises (1) y los modos de propagacioén varian en funcién
de los intereses de los productores, siendo la
micropropagacién una de las técnicas mas empleadas
con estos fines. Por lo general, la aplicacion de estas
técnicas tiene aln determinados problemas, que limitan
su uso generalizado y no garantizan totalmente las con-
diciones para el posterior desarrollo de las plantulas deri-
vadas en ambientes naturales.

En la Gltima década, algunos investigadores han in-
formado el uso de determinados microorganismos que
habitan las plantas de manera natural, como una posible
solucidn para incrementar la adaptacion de las plantulas
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RESUMEN. Estetrabajo serealizé con € objetivo deestudiar
lainfluenciadetres cepas de hongos micorrizicosarbusculares
(Glomus claroideum, Glomus mosseae y Glomus sp) sobre la
aclimatizacién de vitroplantas de papa (Solanum tuber osum),
clon 6-457. Se determinaron los porcentajes de colonizacion
micorrizicay densidad visual, |as variables del crecimiento:
altura, nimeros de entrenudos y hojas, asi como la supervi-
venciade las plantulas. Ademés, se estudiaron las actividades
enziméticas de peroxidasasy polifenoloxidasas en hojasy la
expresion de susisoenzimas. En general, se observo un efecto
positivo de las cepas Glomus sp y G claroideum sobre las
vitroplantas de papa, destacandose Glomus sp por losvalores
superiores alcanzados en las variables flngicas y del creci-
miento evaluadas. Asimismo, esta cepareprimio las activida-
des de las enzimas analizadas, sugiriendo una menor afecta-
cion de las plantulas de papa inoculadas y, por tanto, una
mej or aclimatizacion en estafase. L os patronesisoenzimaticos
no reflgjaron el efecto delamicorrizacion, yaque no se detec-
taron diferencias ni se expresd ningunaisoforma nueva espe-
cificadelasmbiosis.

Palabras clave: micorrizas arbusculares, adaptacion, papa

producidas in vitro (2); un ejemplo de ello lo constituyen
los hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Lainoculacion de estos hongos en posturas ha sido
bien demostrada, siendo extendida a plantas
micropropagadas como la pifia, la fresa, la nuez, el agua-
cate, el platano y otras vitroplantas. En todos los casos
se han obtenido resultados positivos en el crecimiento y
desarrollo, asi como en el vigor y la sobrevivencia de es-
tos cultivos, ya que estos microorganismos reducen el
estrés asociado con la nutricion, la carencia de agua, la
estructura del suelo, el pH, las sales, los metales toxi-
cos y los patégenos (2, 3, 4, 5). Paralelamente a estos
estudios, se han realizado otros de caracter bioquimico;
entre ellos, se destaca la determinacion cuantitativa y
cualitativa de sistemas enzimaticos involucrados en los
eventos que tienen lugar en los procesos de reconoci-
miento, establecimiento y funcionamiento de la simbio-
sis micorrizica.

Dos de las enzimas ampliamente analizadas son las
peroxidasas (EC 1.11.1.7) y las polifenoloxidasas (EC 1.10.3.1
y EC 1.10.3.2), las cuales pertenecen al sistema celular
antioxidante de las plantas, donde participan como una
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primera linea de defensa ante cualquier situacién
estresante (6).

Los trabajos realizados han demostrado que se pro-
ducen variaciones en la trascripcion, actividad enzimaética
y expresion isoenzimatica de ambas enzimas, fundamen-
talmente en el sistema radical de las plantas, inducidos
por la presencia del hongo (7, 8).

Tomando en cuenta todos los aspectos antes men-
cionados, ha sido objetivo del presente trabajo evaluar el
efectode lainoculacién de distintas cepas de HMA (G. claroideum,
G. mosseae y Glomus sp) sobre la aclimatizacion de
vitroplantas de papa.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del experimento se selecciona-
ron vitroplantas de papa (clon 6-457) con 25 dias de esta-
blecidas in vitro. El experimento se realizo en aislador y
se utilizaron tres cepas de HMA (Tabla 1), las cuales fue-
ron inoculadas a razon de 2 g por vitroplanta, que se sem-
braron en bolsas de polietileno negro, una planta por bol-
sa. El sustrato utilizado fue la mezcla de suelo Ferrralitico
Rojo Compactado y cachaza (2:1 v/v). Se utilizé un dise-
flo completamente aleatorizado con 20 plantas por trata-
miento. Alos 0y 45 dias de establecidas las plantas, se
procedio a la toma de muestras para las determinacio-
nes realizadas. También se evaluaron variables del creci-
miento como la altura de las plantulas, el nimero de ho-
jasy entrenudos, asi como la supervivencia.

Tablal. Relacidn delas cepas de hongos micorrizicos
arbusculares estudiadas

Tratamientos Cepasde HMA
Ged Glonmus claroideum (Schenck & Smith)
Gm Glomus mosseae (Nicol. & Gerd. emend. Gerdeman & Trappe
Gsp Glomus

Evaluaciones flingicas (solo a los 45 dias). Aproxima-
damente 200 mg de raicillas fueron cuidadosamente lava-
das, secadas a 70°C y tefiidas seguin Phillips y Hayman (9),
para analizar los porcentajes de colonizacion micorrizica
y densidad visual mediante el procedimiento descrito por
Herreraetal. (10).

Extraccion y cuantificacion de proteinas. Las hojas de
las vitroplantas fueron maceradas en mortero con nitro-
geno liquido y el polvo resultante se homogenizé en bu-
ffer de extraccion Tris-HCI50mM pH 7.2 (1:1, p/v), el cual
contenia sacarosa 10 % y  mercaptoetanol 0.1 %. Los
extractos crudos fueron agitados en zaranda durante
45 min. en bafio de hielo. Al terminar se filtraron a través
de gaza doble y se centrifugaron a 14 000 gravedades
por un periodo de 25 min. a 4°C. El sobrenadante obteni-
do fue conservado a -20°C. Se procesaron tres réplicas
en cada caso. La concentracion de proteinas se determi-
no por el método de Bradford (11) en un espectrofotometro
(Ultrospec 2100 pro).

Actividad enzimatica. Las actividades enzimaticas de
peroxidasas (PO) y polifenoloxidasas (PPO) se determi-
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naron solo en hojas. Para la determinacién de ambas
actividades se emplearon métodos colorimétricos. La
actividad peroxidasa se realiz6 segun el método descrito
por Frick (12) y se utilizaron guayacol y peréxido de hi-
drégeno como sustratos. La velocidad de oxidacion del
guayacol fue determinada a 470 nm. La actividad
polifenoloxidasa se determiné por el método descrito por
Alexander (13). El sustrato utilizado en este caso fue el
pyrogalol y su oxidacién fue evaluada a 420 nm. En los
dos casos se tomo la variacién de la densidad éptica
(AD.O) en el tiempo (At) durante dos minutos a intervalos
de 15 segundos y se calcul6 segln la expresion:

. L AD.O 1V S
Actividad enzimética= """~ = " _ diluci6n
Atk V2
Donde:
k- coeficiente de extincion molar del guayacol o pyrogalol,
V- volumen de ensayo, V - volumen de extracto enzimatico.

A partir de la actividad enzimatica expresada en
umoles de producto formado/min/mL de enzima, se cal-
culd la actividad especifica que se expresé como UAE/mg
de proteina.

Analisis estadistico. Los datos del porcentaje de coloni-
zacion micorrizica fueron transformados por la funcion
2arcsenVx. Estos, ademas de los de densidad visual y
actividades especificas, fueron sometidos a un andlisis
de varianza (ANOVA) de clasificacion simple siguiendo
un disefio completamente aleatorizado. Las medias con
diferencias significativas se compararon segun la prueba
de Rangos Multiples de Duncan 0.05. Para el procesa-
miento estadistico se utiliz6 el software SPSS, version 7.5.
Electroforesis. Los andlisis electroforéticos fueron efec-
tuados en geles de poliacrilamida (PAGE) (reactivo cali-
dad Fluka) en condiciones nativas utilizando 20 uL de
muestra en cada caso, segun el método descrito por
Maribona et al. (14) con la siguiente modificacion: gel
concentrador (superior)-4 %Yy gel separador (inferior)-7.5 %.

Las electroforesis se realizaron en una camara verti-
cal BIORAD miniprotean, corridas a 25 mAy 4°C por 90-
120 min. Para ello se emple6 buffer Tris-Glicina 19 mM
pH 8.3.

Para la tincion de las peroxidasas se sumergio el
gel en benzidina hidroclérica y perdxido de hidrégeno, hasta
la aparicion de bandas azules entre los 5-10 min. (15). La
actividad polifenoloxidasa en el gel se revel6 con L-Prolina
y dihidroxifenilalanina (DOPA) disueltos en solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 0.1M pH 6.5 (16). Am-
bas reacciones fueron detenidas con HAc al 10 %.

Los geles se fotografiaron con una camara Nikon
F90X y se utilizé una pelicula Konica (100 asa); poste-
riormente las fotos fueron escaneadas (Acer Slim6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Colonizacién fungica. Los valores de las variables fungicas
analizadas son adecuados, mostrando similitud con los
obtenidos en un experimento desarrollado en vitroplantas
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de papa inoculadas con distintas cepas y concentrados
de HMA, en dos sustratos (17).

Los tres tratamientos inoculados con HMA mostra-
ron valores superiores al control en el porcentaje de colo-
nizacion micorrizica (Tabla I1), sin diferencias significati-
vas entre ellos. Sin embargo, en el porcentaje de densi-
dad visual sobresalieron por sus elevados valores las
vitroplantas tratadas con Glomus sp, seguido por los tra-
tamientos inoculados con G. mosseae y G. claroideum,
gue superaron al control sin diferir estadisticamente en-
tre ellos.

Tabla Il. Porcentajes de colonizacion micorrizica
(%C) y densidad visual (% DV) en raices de
las vitroplantas de papa no inoculadas e
inoculadas con tres cepas de HMA

Tratamientos % C % DV
Gcd 25.7a 1.24b
Gm 25.0a 1.35b
Gsp 26.0a 3.69a
C 21.0b 0.46¢c
ES 0.50*** 0.01***
CV (%) 3.54 0.61

Valores con letras comunes en una misma columna no difieren
significativamente segun prueba de Duncan p<0.05

Estos resultados indican que a pesar de estar colo-
nizados de forma similar los sistemas radicales por los
tres hongos estudiados, Glomus sp presentd una mayor
ocupacion de este, lo cual se refleja en la densidad vi-
sual, desarrollando mas sus estructuras fangicas, lo cual
apunta hacia un efecto mas marcado de esta cepa sobre
las vitroplantas de papa. Resalta, asimismo, el bajo por-
centaje de densidad visual que muestra el control, lo que
sugiere que las cepas nativas no son muy infectivas.
Crecimiento y desarrollo. Al observar el comportamiento
de la supervivencia de las vitroplantas de papa (Figura 1),
sobresalen por sus valores elevados los tratamientos ino-
culados con G. claroideum y Glomus sp, sin diferencias
significativas entre ellos. En cambio, el tratamiento ino-
culado con G. mosseae mostro valores inferiores al con-
trol sin inocular.

En la Figura 2 se aprecia la evolucion de la altura de
las vitroplantas de papa, donde durante los dos primeros
meses evaluados se destacan los tratamientos inocula-
dos con G. claroideum y Glomus sp sobre el inoculado
con G. mosseae Y el control sin inocular, que no mani-
fiestan diferencias significativas entre ellos.

En cambio, al tercer mes se evidencia la superiori-
dad del tratamiento inoculado con Glomus sp que sobre-
sale por sus valores elevados, seguido por G. claroideum
que difirio estadisticamente del resto de los tratamien-
tos. Las vitroplantas controles y las inoculadas con
G. mosseae no mostraron diferencias significativas, exhi-
biendo los valores inferiores de altura. Alos cuatro meses
se comporto de la misma forma con valores ligeramente
superiores.
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Figura 1. Efecto de la inoculacidn de tres cepas de
hongos micorrizicos arbusculares sobre la
supervivencia de las vitroplantas de papa
aclimatizadas alos tres meses de establecidas
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Figura 2. Efecto de la inoculacion de tres cepas de
hongos micorrizicos arbusculares sobre la
altura de las vitroplantas de papa
aclimatizadas durante cuatro meses

El nimero de entrenudos (Figura 3A) mostré un com-
portamiento similar a la altura, donde durante los prime-
ros meses no se observaron grandes diferencias entre
los tratamientos, a excepcién del segundo mes que se
destacan los tres tratamientos inoculados sobre el con-
trol, con valores superiores, sin diferencias significativas
entre ellos. Sin embargo, al cuarto mes se manifiesta el
mejor comportamiento del tratamiento inoculado con
Glomus sp, con el mayor nimero de entrenudos, difirien-
do estadisticamente del resto de los tratamientos.

En cuanto al nimero de hojas (Figura 3B), se obser-
v6 algo parecido, destacandose al final del periodo eva-
luado el tratamiento inoculado con Glomus sp con el va-
lor superior, seguido por G. claroideum, luego G. mosseae y por
ultimo el control, con diferencias significativas entre todos.
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Figura 3. Efecto delainoculacidn de tres cepas de hongos micorrizicos arbusculares sobrelos nUmeros de
entrenudos (A) y hojas (B) de las vitroplantas de papa aclimatizadas durante cuatro meses

Las variables del crecimiento analizadas reflejan cla-
ramente el efecto positivo de la inoculacion con las cepas
de HMA Glomus sp y G. claroideum sobre las vitroplantas
de papa aclimatizadas, y entre ellas sobresale Glomus sp
por sus valores elevados. Esto coincide con los resultados
de las variables flingicas expuestos anteriormente.
Actividades enzimaticas. Al analizar la actividad especifi-
ca PO en hojas de las vitroplantas de papa inoculadas
con las distintas cepas de HMA (Figura 4), se encontro
gue alos 45 dias los valores fueron superiores (de tres a
cinco veces) a los obtenidos a la salida de las vitroplantas
de la fase in vitro (0 dias), lo cual es légico. En el segun-
do periodo evaluativo se observo un decremento de esta
actividad en los tratamientos inoculados con las cepas
G. claroideum y Glomus sp, entre los que no hubo diferen-
cias significativas, mientras que el inoculado con G. mosseae
no presento diferencias respecto al control.
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Figura 4. Actividad especifica de peroxidasas a los
0 y 45 dias de la aclimatizacion de las
vitroplantas de papa inoculadas o no con
hongos micorrizicos arbusculares
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En cuanto a la actividad especifica PPO (Figura 5),
de forma similar al comportamiento observado para la
actividad PO, los valores alcanzados por las vitroplantas
aclimatizadas (45 dias) fueron mayores a los que mues-
tran estas vitroplantas antes del proceso de aclimatizacion
(O dias). A los 45 dias los tratamientos inoculados con
las cepas G. claroideum y G. mosseae no difirieron
estadisticamente del control sin inocular, mostrando los
valores superiores. Solo el tratamiento inoculado con
Glomus sp provoco una disminucion de esta actividad.
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C-Control, Ged- Glomus claroideum, Gm- Glomus mosseae,
Gsp- Glomus sp.

Figura 5. Actividad especifica de polifenoloxidasas
alos 0y 45 dias de la aclimatizacion de
las vitroplantas de papa inoculadas o no
con hongos micorrizicos arbusculares

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
las variables fungicas y del crecimiento y desarrollo estu-
diadas, ya que solo la cepa Glomus sp fue capaz de



Efecto de la inoculacién con tres cepas de hongos micorrizicos arbusculares sobre la aclimatizaciéon de vitroplantas de papa

reducir las actividades especificas de las enzimas deter-
minadas en el tejido foliar, lo cual indica una menor afec-
tacion de las plantulas inoculadas con esta cepa y, por
tanto, una mejor adaptacion en esta fase.

El hecho de que ambas actividades fueran superio-
res en el segundo periodo evaluado respecto al primero,
es debido a que alos 0 dias estas vitroplantas estan toda-
via en condiciones in vitro, mientras que a los 45 dias es-
tan en condiciones de estrés mas severas en la fase de
aclimatizacion.

Se ha demostrado la participacion de ambas enzimas
en la llamada explosion oxidativa, que se produce como
mecanismo de defensa de las plantas a los estrés biético
y abidtico (18, 19, 20), por lo que no resulta dificil aceptar
gue estén involucradas en el proceso de aclimatizacion
de las vitroplantas de papa.

La represion de PO y PPO encontrada en hojas es
un indicativo de la presencia del hongo en la raiz de las
plantulas, evidenciandose mejor el efecto de la cepa
Glomus sp. Aunque escasas, estas variaciones sugieren
gue los hongos Glomus sp y G. claroideum indujeron una
respuesta sistémica, que pudiera favorecer la fase estu-
diada de la micropropagacion (aclimatizacién).

Cabe mencionar los distintos procesos fisioldgicos
en los que participan ambas enzimas, como son el
reforzamiento de la pared celular por la deposicién de
lignina y suberina, la acumulacion de polifenoles, la for-
macién de estructuras papilares y el entrecruzamiento
de proteinas de la pared (21, 22).

La mayoria de los estudios realizados con plantas
micorrizadas, relacionados con estas actividades
enziméticas, son en raiz, donde se han detectado incre-
mentos de caracter transitorio y localizado, en diferentes
etapas de la colonizacion de distintos cultivos (23, 24).
Particularmente el tomate ha sido inoculado con estas
mismas cepas y los resultados sugieren que Glomus sp
esta mejor preparada fisiolégicamente para la coloniza-
cion del cultivo y suponen que sea portadora de algin
mecanismo, que inhiba la accion de esta enzimay su
papel de defensa, existiendo mayor compatibilidad con
el cultivo (7, 8).

No obstante, existen ya algunas evidencias de de-

terminaciones realizadas en el tejido foliar, donde se han
encontrado cambios en las actividades de enzimas de
defensa (25). Asimismo, en hojas de vitroplantas de cafe-
to micorrizadas en estadio in vitro, se han observado va-
riaciones en las actividades PO y PPO, predominando la
represion de estas (26).
Expresion de isoenzimas. En la Figura 6 se observa el
patrén isoenzimético de PO, donde al salir de la fase in
vitro (C,) se detectaron tres isoformas en las hojas de las
vitroplantas de papa, mientras que a los 45 dias de la
aclimatizacion aparecieron cinco isoformas. Sin embar-
go, no hubo diferencias en la expresién de estas isoenzimas
en los tratamientos estudiados, por lo que no se manifies-
ta un efecto de la micorrizacion en este andlisis.
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Gcd- Glomus claroideum, Gm- Glomus mosseae y Gsp- Glomus sp.

Figura 6. Patron isoenzimético de peroxidasas en
hojas de las vitroplantas de papa
aclimatizadas alos 0y 45 dias de inocula-
das con tres cepas de hongos micorrizicos
arbusculares

Se destaca una correspondencia entre estos resulta-
dosy los obtenidos en la actividad especifica PO (Figura 4),
observandose un menor niumero de bandas y una activi-
dad baja antes del trasplante (0 dias), asi como un mayor
ndmero de bandas y una mayor actividad a los 45 dias de
la aclimatizacion.

En cuanto a la expresion de PPO (Figura 7), no se
detectaron isoformas en las hojas de las vitroplantas de
papa al salir de la fase in vitro (C ) y a los 45 dias de la
aclimatizacion aparecio una isoforma en todos los trata-
mientos. Similar a lo descrito para PO, esta determina-
cién tampoco refleja efecto de la micorrizacion y muestra
una correspondencia entre estos resultados y los obteni-
dos en la actividad especifica PPO (Figura 5).

Gced Gm

Gf C

Gcd- Glomus claroideum, Gm- Glomus mosseae,
Gsp- Glomus sp, C- Control a los 45 dias

Figura 7. Patrén isoenzimético de polifenoloxidasas
en vitroplantas de papa aclimatizadas alos
45 dias de inoculadas con tres cepas de
hongos micorrizicos arbusculares
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