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B USQUEDA DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA LA MICORRIZACION
In Vitro DE PLANTULAS DE PAPA (Solanum tuberosum L.)

Searching of a new culture medium for in vitro mycorrhization
of potato (Solanum tuberosum L.) plantlets

Kalyanne Fernandez Suéarez®, Félix Fernandez Martin

y Stéphane Declerck

ABSTRACT. The culture medium is the key stone to guarantee
the establishment of arbuscular mycorrhizal symbiosis on in
vitro plants, because it includes organisms with different
nutritional requirements. The aim of this investigation was to
develop a culture medium, starting from nutritional
modifications made to MS medium, in order to allow the in
vitro mycorrhization of potato plants with an adequate
nutritional state. Two experiments were carry out using three
culture media (SRM, MS and %2MS), as well as different
nutrients concentrations of MS medium. Potato plantlets, of
seven and ten days old, were inoculated in these media with
Glomus clarum spores in a partially in vitro autotrophic system.
Fungal and potato development were sampled after 20, 30 and
40 days of culture. A differentiated behavior of fungal and
potato growth parameters were observed, depending of the
culture medium used, been the E medium (Y4P - ¥aN - YK respect
to MS) the one where the major values of variables were found.
Not differences between inoculated and controls plantlets were
found during the experiments.
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INTRODUCCION

El medio de cultivo constituye un eslabdn clave para
garantizar el establecimiento de la simbiosis micorrizica
arbuscular en plantas in vitro sin afectar el estado
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RESUMEN. El medio de cultivo constituye un eslabon clave
para garantizar el establecimiento de la simbiosis micorrizica
arbuscular en plantas in vitro, pues involucra a organismos
con requerimientos nutricionales muy diferentes. Este trabajo
se realiz6 con el objetivo de desarrollar un medio de cultivo a
partir de modificaciones nutricionales realizadas al medio MS,
que permitiera el establecimiento de la micorrizacion in vitro
de plantas de papa con un estado nutricional adecuado. Se
realizaron dos experimentos utilizando diferentes medios de
cultivo (SRM, MS y % MS), asi como variaciones en las
concentraciones de nutrientes del medio MS empleando
Disefios Completamente Aleatorizados. En estos medios se
inocularon plantulas de papa, de entre siete y diez dias de
micropropagadas, con esporas de Glomus clarum, en un
sistema autotréfico parcialmente in vitro. Se realizaron
muestreos del desarrollo flngico y de las plantulas a los 20, 30
y 40 dias de cultivo. Se observé un comportamiento
diferenciado tanto en los parametros de crecimiento vegetal
como fangicos, dependiendo del medio de cultivo en el cual se
desarrollaron, siendo en el medio E (Y4P-¥4N-Y4K con respecto
a MS) en el que se encontraron, de forma integral, los mayores
valores de las variables evaluadas. Durante el tiempo de
duracion de los experimentos no se detectaron diferencias entre
las plantulas inoculadas y las controles.

Palabras clave: medio de cultivo, micorrizacién in vitro,
papa

fisiolégico de las plantulas, pues involucra a organismos
con requerimientos nutricionales muy diferentes (1).

La seleccion del medio es muy importante pues
algunos tipos de agar contienen inhibidores propios debido
a la presencia de trazas de metales pesados. Ademas,
determinadas concentraciones de sulfato de sodio, fosforo
y sacarosa en el medio de cultivo son de relevante
importancia para el establecimiento de los hongos
micorrizicos (2, 3, 4) ya que retardan o inhiben el proceso
de germinacion y colonizacion, por lo que se encuentran
disminuidos en los medios en los que estos se cultivan.
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Las plantas obtenidas a través de las técnicas de
cultivo de tejidos se producen sobre medios soélidos,
semisélidos y liquidos, cuya composiciéon varia
dependiendo de la especie de planta que se esté
cultivando y de los propésitos del productor; pero en
general, son ricos en nutrientes minerales, en especial
los que de alguna manera pueden retardar la colonizacion
micorrizica e incluso inhibirla (5, 6).

En cambio, los cultivos duales de raices y hongos
micorrizogenos son establecidos en medios sdlidos,
particularmente en los medios White modificado (Minimo, M)
y Strullu & Romand modificado (SRM) (7, 8, 9), los cuales
presentan una concentracion de macroelementos mucho
mas baja que las encontradas en el medio Murashige &
Skoog (MS) (10), comunmente utilizado para la
micropropagacion de plantas. La composicion del medio
M es incluso mas pobre que el medio SRM y fue
desarrollado comparando el efecto de la concentracién
de diferentes elementos sobre la formacion de micorrizas (2).
Por su parte, el medio SRM fue desarrollado
empiricamente (11) para optimizar la fase intrarradical del
hongo in vitro. La composicidon de macroelementos es
similar en ambos y las diferencias mayores se encuentran
en la composicion de oligoelementos y vitaminas.

Algunos autores (12) publicaron un sistema de
micorrizacion autotréfico parcialmente in vitro de plantas
de Solanum tuberosum L. (papa), utilizando solo placas
Petri y el medio de cultivo SRM, que es el adecuado para
el establecimiento micorrizico en raices transformadas.
En dicho sistema las raices se desarrollan dentro de la
placa, en un ambiente totalmente in vitro y los vastagos,
expuestos a condiciones medioambientales de cuarto de
crecimiento.

Estos autores obtuvieron una intensa colonizacion
micorrizica y la produccion de miles de esporas después
de 22 semanas de cultivo, las cuales fueron capaces de
colonizar nuevas plantas bajo las mismas condiciones.
Sin embargo, al concluir el experimento, las plantas
mostraban numerosas afectaciones en su desarrollo y
estado fisiolégico, debido al prolongado tiempo de cultivo
y la escasez de nutrientes presentes en el medio
empleado (SRM). Por tal motivo, las plantas producidas
en dicho sistema no podian ser utilizadas con otros fines,
como por ejemplo, el de ser trasladadas a invernadero
para la produccion de tubérculos como semilla.

Hasta el momento no existe un sistema de cultivo
de micorrizacion in vitro de plantas que haya sido disefiado
tomando en consideracion los requerimientos nutricionales
de las plantas utilizadas.

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados
se realizé esta investigacion con el principal objetivo de
disefiar un medio de cultivo a partir de medios conocidos
que permitiera la micorrizacion rapida de plantas de papa
in vitro con un estado nutricional adecuado.
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MATERIALES Y METODOS

Para cumplimentar el objetivo propuesto se llevaron
a cabo tres experimentos encaminados a la busqueda de
un medio de cultivo en el que se garantizara la
micorrizacién rapida y eficiente de plantulas de papa.

ASPECTOS GENERALES DE LOS EXPERIMENTOS

Material bioldgico

Se utilizaron vitroplantas de Solanum tuberosum L.
cv Desirée suministradas por los laboratorios de la
Estacion de Haute, Libramont, Bélgica. Las plantulas se
subcultivaron por micropropagacion de los cortes nodales
y se colocaron 20 explantes en cajas de cultivo (90 x 60
x 50 mm) estériles conteniendo 50 mL de medio MS
(Duchefa, Biochemlie, Haarlem, The Netherlands)
suplementado con 20 g.L" de sacarosa, 3 g.L™' Gel Gro™
(ICN, Biomedicals, Inc., Irvine, CA, USA), ajustado a pH
5,7 antes de la esterilizacién (121°C, 15 min.). Las cajas
de cultivo fueron transferidas a camara de crecimiento
bajo condiciones controladas (22°C, fotoperiodo de 16 h.dia”
y flujo fotosinténtico de 225 umol.m2.s™).

El in6culo fungico utilizado (Glomus clarum Nicolson

& Schenck, MUCL 46238), de cuatro meses de cultivo,
fue adquirido en GINCO (BCCM/MUCL, Unidad de
Microbiologia, Universidad catdlica de Lovaina, Bélgica,
http://www.mbla.ucl.ac.be/ginco-bel), suministrado en
placas Petri (90 mm diametro) en asociacion con raices
transformadas (Ri T-DNA) de zanahoria (Daucus carota L.)
en medio SRM (Strullu y Romand modificado) (13)
solidificado con 3 g.L" Gel Gro™. La cepa fue subcultivada
utilizando la metodologia descrita por Cranenbrouck et al.
(14), produciendo miles de esporas en un periodo de cinco
meses.
Experimento 1. Analisis cualitativo de las potencialidades
de los medios MS, ¥2MS y SRM para el establecimiento
del HMA Glomus clarum en plantulas de papa, utilizando
un sistema autotréfico de cultivo parcialmente in vitro.

En este experimento se evaluaron las posibilidades
de los medios de cultivo MS, 2MS y SRM (Tabla I) para
garantizar la germinacion, colonizacion y establecimiento
micorrizico de esporas de HMA en plantulas de papa, en
un sistema autotréfico de cultivo, parcialmente in vitro
(SA-PIV).

El SA-PIV utilizado fue propuesto por Voets (12) para
producir inéculo micorrizico in vitro asociando esporas
de HMA a plantulas de papa. Como puede apreciarse en
la Figura 1 en este sistema la planta se desarrolla en dos
condiciones diferentes, el sistema radical se encuentra
dentro de una placa Petri (90 mm didmetro.) previamente
preparada, creciendo en medio de cultivo sélido bajo
condiciones estrictas de cultivo in vitro y el sistema aéreo
se desarrolla totalmente fuera, expuesto a condiciones
ambientales de cuarto de crecimiento.
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Tabla |. Relacion entre los diferentes nutrientes
modificados (P, Ny K) en cada variante de
medio de cultivo y sus porcentajes respecto
al medio MS

Medio de cultivo  Porcentaje (%) respecto a MS Relacion
P N K P-N-K
A 25 100 100 14-1-1
B 12,5 100 100 1/8-1-1
E 25 25 25 1/4-1/4-1/4
F 12,5 25 20 1/8-1/4-1/5
G 25 12,5 10 1/4-1/8-1/10
¥MS 50 50 50 1/2-1/2-1/2
SRM 3 11 8 -
Cultivo monoxénico
Vista superior
Aislamiento ‘
de esporas [} »”

2a

Plantas de papain vitro

(1) cultivo monoxénico del HMA, (2a) aislamiento de esporas para
su inoculacién en raices de plantulas de papa de siete dias de
subcultivo, (2b), previamente transferidas a los sistemas (3)

Figura 1. Diagrama representativo del sistema
autotrofico parcialmente in vitro
propuesto por Voets (12) para la
asociacion de esporas de HMA con
plantulas de papa

Para establecer el sistema se procedio a desarrollar
la metodologia descrita por Voets (12), la cual consistio
en realizar un orificio (+ 2 mm diametro), con ayuda de un
pinza caliente, en la base y la tapa de las placas Petri
(90 mm diametro) y adicionar 30 mL del medio
correspondiente (MS, 2MS y SRM) en cada placa, sin
azucar y sin vitaminas.

Para solidificar los medios se afiadieron 4 g.L™" de
Gel Gro™. Se tomaron plantulas de papa de entre siete y
diez dias de subcultivadas en medio MS (entre dos y tres
hojas y entre tres y cuatro raicillas por plantula) y se
transfirieron a las placas con ayuda de pinzas,
depositandolas en los orificios y colocando suavemente
las raices sobre el medio de cultivo.

Las esporas de G. clarum empleadas como in6culo
fueron extraidas de un cultivo monoxénico de cuatro
meses de edad por solubilizacion del medio SRM
(utilizando una solucion de acido citrico-0,1 M y citrato
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de sodio-0,1 M) y mantenidas en agua desionizada estéril
(121°C, 15 min.), segun la metodologia descrita por Doner
y Bécard (15).

Se inocularon alrededor de 50 esporas por plantula,
con ayuda de una micropipeta Eppendorf (200 pL), enla
vecindad de las raices de papa y se establecieron 10
sistemas para cada medio de cultivo. Posteriormente, las
placas fueron selladas con Parafilm (Pechiney, Plastic
Packaging, Chicago, IL 60631) y el orificio fue cubierto
con grasa de silicona (VWR International, Belgium) estéril
(121°C, 15 minutos) para evitar contaminacion. Las placas
fueron cubiertas con bolsas de polietileno negro para
mantener a los propagulos fungicos y a las raices en la
oscuridad. Los sistemas fueron transferidos a camara de
crecimiento bajo condiciones controladas (22°C, 70 %
de humedad relativa, fotoperiodo de 16 h.dia™ y flujo
fotosintético de 225 ymol m? s™) y mantenidos en posicion
vertical durante los 30 dias de duracién del ensayo.

Semanalmente, partiendo del dia 15 de establecidos
los sistemas, se afiadieron en cada placa 5 mL de medio
solidificado con 4 g.L”" Gel Gro™ sin aztcar ni vitaminas,
refrescado en bafio de agua hasta una temperatura
aproximada de 40°C. Este suministro de medio fresco
fue necesario debido a la rapida disminucién del volumen
de medio que ocurrié en las placas producto del activo
crecimiento de las plantas.

Experimento 2. Efecto de la inoculacion con esporas de
G. clarum en plantulas de papa en el SA-PIV utilizando
diferentes medios elaborados a partir de MS

Se evalud el comportamiento de la colonizacion
micorrizica en diferentes medios de cultivo (A, B, E, Fy G),
elaborados a partir de variaciones en las concentraciones
de Py N del medio MS (teniendo en cuenta los resultados
del experimento anterior), cuyas caracteristicas se
presentan en la Tabla | y su composicién en la Tabla 1.
Los medios SRMy 2MS fueron utilizados como controles.

Se utilizaron nuevamente esporas de G. clarum
provenientes de un cultivo monoxénico de cuatro meses
de edad, inoculandose alrededor de 50 en la vecindad de
las raices de papa. Los sistemas se manejaron de la
misma forma en que se realiz6 el ensayo anterior y se
montaron ocho sistemas para cada medio de cultivo.

EVALUACIONES REALIZADAS

El desarrollo fungico y de las plantas fue monitoreado
alos 20, 30 y 40 dias de comenzado el experimento. Las
variables estudiadas fueron las siguientes: altura de la
planta (cm), nimero de hojas, superficie de area foliar
(cm?), longitud micelial (cm) y nimero de esporas.

Al finalizar el ensayo (40 dias) se evalud la masa
seca aérea (g), las concentraciones foliares de N, Py K
(%) y la frecuencia (%) e intensidad (%) de la colonizacion.
La estimacion del area foliar se realizé utilizando la
metodologia descrita por Torres y Garcia (16).
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Tabla ll. Composicidn nutricional de los medios de cultivo utilizados en los experimentos. Los medios A, B,
E, Fy G fueron elaborados a partir de modificaciones realizadas en la composicidon del medio MS

Componentes (UM)  SRM MS % MS A B E F G

N (NO3) 3800 38 200 19 100 19 100 19 100 4775 4775 1193,7
N (NH,) 180 20 100 10 050 10 050 10 050 5025 5025 25155
P 30 1200 600 300 150 300 150 300

K 1650 19 700 9 850 19 700 19 700 4925 3940 1970
Ca 1520 3960 1980 1980 1980 1980 1980 1980
Mg 3000 1490 745 745 745 745 745 745

S 3013 1740 870 870 870 870 870 870

Cl 870 3960 1980 1980 1980 1980 1980 1980
Na 20 91 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5
Fe 20 100 50 50 50 50 50 50

Mn 11 130 75 75 75 75 75 75

Zn 1 29,8 14,9 14,9 14,9 14,9 14,9 14,9

B 30 90 45 45 45 45 45 45

| - 5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Mo 0,22 0,9 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Cu 0,96 0,098 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049
Co - 0,19 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095
pH 5,5 5,7 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5

Gel Gro™ (g.L Y 4 4 4 4 4 4 4 4

Fuentes nitrogenadas: NH,NO,, KNO,; Fuente fosférica: KH,PO,. A: V4P, B: [IP; E: 4P-ViN-iK; F: [IP-4N-"/ K; G: V4P-[IN-'/10K
Todos los calculos son respecto al medio MS. El resto de los elementos estan disminuidos a la mitad con respecto a MS

Las concentraciones foliares se determinaron por
digestion humeda (H,SO, + Se), evaluando el N por el
método de Nessler, el P por formacién de azul de
molibdeno y el K por fotometria de Ilama, segun
metodologias descritas por Paneque (17). El nimero de
esporas y la longitud micelial fueron estimados utilizando
un microscopio de diseccion (40X, Olympus SZ40,
Olympus Optical GmbH, Germany) y una placa con el
fondo dividido por una red de lineas paralelas (1 cm?),
segun Voets (12). Se contaron las esporas encontradas
en cada celda formada por las lineas y se sumaron,
informandose el numero total de esporas en la placa. En
el caso del micelio, se contaron todas las hifas que
cruzaban las lineas divisorias (horizontales y verticales)
y se empled la formula de Newman (18) (ver Giovannetti y
Mosse (19)) para calcular su longitud total, a través de de
la siguiente expresion:

R = pNA/2H
donde:
N- es el nimero de intersecciones
A- es el area en la cual se encuentran las hifas
H- es el largo total de las lineas rectas que dividen la placa
R- es la longitud del micelio

Para determinar la frecuencia e intensidad de la
colonizaciéon se colectaron todas las raices y se
clarificaron con KOH (10 %) a 80°C. Seguidamente se
realizé un lavado con agua destilada y se tifieron con una
solucion de tinta azul (1 % HCL:1 % de tinta azul (Parker);
20)a 80°C por 15 min. Los porcentajes de ambas variables
se estimaron utilizando el método de Plenchette y Morell
(21). Las observaciones se ejecutaron bajo microscopio
compuesto de campo brillante (250-500X, Olympus BH-2,
Olympus Optical GmbH, Germany).
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Experimento 3. Efecto de la micorrizacion en el crecimiento
de plantulas de papa utilizando dos medios seleccionados
del experimento anterior.

En este experimento se evaluo el efecto de la
micorrizacion sobre el crecimiento y desarrollo de
plantulas de papa utilizando los medios de cultivo mas
adecuados para la micorrizacion, teniendo en cuenta los
resultados del ensayo anterior.

Se estudiaron los siguientes tratamientos: (1) medio
2MS; (2) medio E + G. clarum; (3) medio E; (4) medio G
+ G. clarumy (5) medio G y para la inoculacion, incubacion
y mantenimiento de los sistemas, se realizaron los
mismos procedimientos que en los casos anteriores.

EVALUACIONES REALIZADAS

El desarrollo fungico y de las plantas fue monitoreado
igualmente a los 20, 30 y 40 dias de comenzado el
experimento. Las variables estudiadas fueron las
siguientes: altura de la planta (cm), numero de hojas,
superficie de area foliar (cm?), longitud micelial (cm) y
numero de esporas. Las metodologias empleadas fueron
las mismas que las utilizadas en el experimento anterior.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos provenientes de los experimentos
que siguieron una distribucion normal fueron sometidos a
un Test de Tuckey con el fin de identificar las diferencias
significativas entre los tratamientos a p<0,05. Los valores
de las variables frecuencia e intensidad fueron
transformados segun la expresién arcsen Vx/100 y
comprobada su distribucion normal. Para el analisis
estadistico de los datos se utilizo el paquete Statistica (22).
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RESULTADOS

Experimento 1. Analisis cualitativo de las potencialidades
de los medios MS, ¥2MS y SRM para el establecimiento
del HMA Glomus clarum en plantulas de papa, utilizando
un sistema autotréfico de cultivo parcialmente in vitro.

En este sistema las plantas de papa presentaron,
de manera general, un comportamiento diferenciado
dependiendo del medio de cultivo en el cual se
desarrollaron, lo cual se aprecia en la Figura 2. Las plantas
que crecieron en el medio de cultivo ¥2MS presentaron
una mejor respuesta, exhibiendo tallos de mayor tamafo
y vigor, mayores hojas y un profuso crecimiento del
sistema radical, en comparacién con el resto de las
plantas, incluso con las desarrolladas en medio MS. Por
tanto, en el medio MS no se presentd la conducta
esperada, al mostrar las plantas un reducido crecimiento
del sistema aéreo y radical, materializado en hojas
pequefas y tallos mas delgados, asi como un escaso
numero de raices.

Figura 2. Comportamiento diferenciado de plantulas
de papa inoculadas con +50 esporas del
HMA G. clarum en los medios de cultivo MS,
SRM y ¥%MS, transcurridos 20 dias de
asociacién en el sistema autotréfico
parcialmente in vitro

En el medio SRM las plantas mostraron un
crecimiento atrofiado y poco armaénico, caracterizado por
hojas pequefias, dispuestas practicamente paralelas a
los tallos, que se revelaron delgados y poco vigorosos,
mostrando ambos un cambio de coloracion de verde a
purpureo. El sistema radical presenté un crecimiento
adecuado aunque no tan intenso como en el medio 2MS.

El comportamiento fungico, en relacién con los
diferentes medios de cultivo, no estuvo en
correspondencia con el desarrollo de las plantulas de papa,
de tal forma que en el medio SRM fue donde se observaron
mayor numero de esporas germinadas (= 70 %), asi como
también mayor numero de puntos de contacto
(aproximadamente el 50 % de las esporas germinadas)
entre los tubos germinativos y las raices, indicadores de
accion colonizadora. En el caso del medio 2MS se
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observo germinaciéon de algunas esporas (15-20 %)
después de 20 dias de cultivo y el contacto de los tubos
germinativos con las raices, no siendo asi en el medio
MS en el que no hubo germinacion.
Experimento 2. Efecto de la inoculacion con esporas de
G. clarum en plantulas de papa en el SA-PIV utilizando
diferentes medios elaborados a partir de MS

Se obtuvo un efecto significativo de los tratamientos
sobre el desarrollo de las plantas y de los propagulos
fungicos, apreciable a partir de los primeros siete dias y
hasta la conclusién del ensayo (40 dias) (Figuras 3y 4).
El contenido nutricional de los medios influyé
notablemente no solo sobre el crecimiento de las plantas,
sino también sobre la germinacion y el establecimiento
micorrizico.

A: VaP; B: Y P; E: VaP-ViN-YiK; F: Y/ P-YiN-"/.K; G: VaP-Y/ N-'/, Ken el
crecimiento de plantulas de papa, después de 40 dias de cultivo en
el SA-PIV, comparados con los controles SRM y ¥2MS (Placas Petri
de 90 mm diametro)

Figura 3. Efecto de los diferentes medios de cultivo
obtenidos a partir de ladisminucién de las
concentraciones de P, Ny K en el medio
MS

Los mayores valores de altura se alcanzaron en las
plantas desarrolladas en los medios /2MS, E y G (Figura 4).
Sin embargo, para el caso del area foliar y la masa seca
aérea de las plantas, los mayores valores se encontraron
en el medio 2MS, seguidas por las que crecieron en
medio E y G, con una diferencia de casi el 50 % en el
caso de la de la masa seca aérea. En los medios A, By
SRM se alcanzaron los valores mas bajos de todas las
variables, siendo la masa seca aérea y el area foliar 90 %
y 45 % menores respectivamente, que en el medio 2MS.

En cuanto a la extraccién realizada de los elementos
que sufrieron variacion en la concentracion (N, P y K),
pudo observarse que las plantas que crecieron en el medio
¥2MS realizaron una extraccion significativamente mayor
de los tres nutrientes (>100 %), comparado con el resto
de los tratamientos (Figura 5).
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Figura 4. Efecto de los medios de cultivo (A, B, E, F, G, 2aMS y SRM) en el desarrollo de plantulas de papa
cultivadas en el sistema autotréfico parcialmente in vitro a través de las variables (a) altura de la
plantay (b) area foliar en los tres momentos de muestreo y (c) masa seca aérea a los 40 dias

Es=7,65 Es=5,93 Es=0,23
— \ e K — P
70 7 a r 2.5
a
T 60 a 20
5 50 I
]
T 40 - 1.5
]
g 30 b P 1.0
]
E 20 bSd O,
= d - 0.5
E 10 - I_h
0 efg g Fate | 0
< - P P o
< Q \§ ~
QT Q,“\ N
s & ¢
(©]

Diferencias significativas para p<0,05 segun Test de Tukey, n=7

Figura 5. Extraccién de nitrégeno (N), fésforo (P) y
potasio (K) (mg.planta™) realizada por las
plantulas de papa en los diferentes
tratamientos en el sistema autotrofico
parcialmente in vitro
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Por otra parte, se aprecié un efecto positivo de la
reduccion conjunta de P y N en los tratamientos en que
se emplearon los medios E, F y G sobre la extraccion de
los elementos N, P y K, resultando los medios A, B y
SRM en los cuales se realizé una menor extraccion, con
valores practicamente similares en los tres casos.

Coincidentemente, la extraccion de los tres
elementos analizados y el establecimiento de los
propagulos fungicos se vio favorecido también en el medio E
(Figura 6), en el que se habian disminuido las
concentraciones de fosforo y nitrégeno en igual proporcién
(V4P - VaN).

En este medio, las esporas comenzaron a germinar
a partir de los diez primeros dias de asociacion con las
plantas. Las primeras esporas se produjeron a partir de
la cuarta semana e incrementaron su numero
paulatinamente, apreciandose vesiculas y arbusculos en
el interior de las células corticales de las raices de papa.
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Figura 6. Influencia de la composicidn nutricional de los medios de cultivo (A, B, E, F, G, 2MS y SRM) sobre
el comportamiento micorrizico en raices de plantas de papa cultivadas en el sistema autotréfico

parcialmente in vitro

A partir de los 30 dias de cultivo las hifas comenzaron
a crecer activamente dentro del medio y a expandirse
hasta explorar toda el area de la placa que integra los
sistemas, permitiendo observar la avanzada dispersion
del micelio y la formacion de numerosas estructuras
ramificadas de absorcion (ERAS).

Los valores obtenidos en el numero de esporas (= 70)
por placa Petri y de la longitud del micelio (= 60 cm),
en las colonias que se desarrollaron en medio E,
superaron estadisticamente a los del resto de los
tratamientos. En el medio 2MS las esporas se
comportaron de la misma forma que en el ensayo anterior,
en el que germinaron solo algunas de ellas (= 15 %) y los
tubos germinativos observados mostraban un crecimiento
lento y erratico.

Experimento 3. Efecto de la micorrizacion en el crecimiento
de plantulas de papa utilizando dos medios seleccionados
del experimento anterior

Uno de los propdsitos de este experimento fue evaluar
el efecto de la micorrizacién sobre el crecimiento y
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desarrollo de las plantulas de papa en el SAP in vitroy en
los medios de cultivo mas adecuados para el
establecimiento de la asociacion en dicho sistema,
teniendo en cuenta los resultados del ensayo anterior.

En la Tabla Il se puede apreciar que en las variables
de crecimiento altura de la planta y area foliar, no
existieron diferencias significativas entre las plantas
micorrizadas y las controles, durante los 40 dias de
duracion del experimento, independientemente de los
medios de cultivo utilizados. No obstante, de forma
general, fueron menores estadisticamente que las
desarrolladas en medio 2MS.

En cuanto al comportamiento fungico se observé un
patron similar al encontrado en el ensayo anterior, en
relacion con la germinacion de las esporas inoculadas, el
desarrollo del micelio y la produccion de nuevas esporas
(Figura 7), reflejado en un crecimiento activo de las hifas
dentro de los medios E y G a partir de los 30 dias de
inoculacion, hasta abarcar toda la placa, con la produccién
de numerosas ERAs.
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Tabla lll. Efecto de la micorrizacién en el desarrollo Al analizar las variables longitud del micelio y nimero
de plantulas de papa cultivadas en el de esporas por placa Petri, en los medios E y G, pudo
sistema autotréfico parcialmente in vitro, observarse (Figura 8) que fueron aumentando

expresado en las variables altura de la paulatinamente a lo largo del ensayo hasta alcanzar
plantay areafoliar, en los medios de cultivo valores similares a los obtenidos en el ensayo anterior,

E, G y .MS evaluados en la etapa Il del aunque considerados no significativos en comparacion
experimento 1. Evaluaciones realizadas a con los niveles que se obtienen en cultivos de G. clarum
los 20,30y 40 dias asociados araices transformadas de zanahoria.
- - - También puede apreciarse en la Figura 8 que a pesar
Tratamientos Altura ?fr:]';‘ planta  Ar ?ng%har de presentarse valores mas altos de las variables en el
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1as . .
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asociacion con raices de plantas de papa ) ) ) L .
(inoculadas con 50 esporas), en medio E Figura 8. Comportamiento micorrizico en raices de

(YuP-¥iN-YK de MS), transcurridos 40 dias plantulas de papa cultivadas en el SA-PIV

de cultivo en el sistema autotréfico durante 40 dias
parcialmente in vitro
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DISCUSION

Para lograr el éxito de la micorrizacion de plantas in
vitro es necesario considerar tres aspectos
fundamentales: los componentes del medio de cultivo,
las condiciones en las cuales se desarrollan las plantulas
y la fuente de inoculante utilizada; teniendo en cuenta
que bajo estas condiciones, los componentes del medio
de cultivo controlan la fisiologia de la planta hospedera y
consecuentemente influencian las relaciones con su
cosimbionte micorrizico, asi como también la
concentracion de nutrientes del medio de cultivo afecta la
colonizacion de las plantas por parte de los propagulos
fungicos (23). Por tanto, la definicion de los medios de
cultivo adecuados para el desarrollo exitoso de ambos
organismos es una de las etapas mas criticas de este
proceso y depende en gran medida de las especies
utilizadas en cada caso; partiendo de los eventos de
reconocimiento que condicionan el establecimiento de una
simbiosis funcional entre el HMA y su planta hospedera
(24, 25).

El cultivo in vitro de hongos micorrizicos arbusculares
en asociacion con cultivos de raices se desarrolla
usualmente en medios pobres en nutrientes,
fundamentalmente fésforo, nitrégeno y sacarosa, para
garantizar el establecimiento de los propagulos fungicos
(1, 3); sin embargo, los medios adecuados para la
micropropagacion de plantas se elaboran a partir de sus
requerimientos nutricionales, por lo que poseen estos
elementos en altas concentraciones. De ahi que definir
un medio balanceado, que permita tanto el desarrollo de
las plantas como de la asociacidn micorrizica arbuscular,
constituye un factor clave para garantizar la micorrizacion
de plantas in vitro.

Los resultados descritos en el segundo experimento
reflejan como las variaciones de concentracion estudiadas
en el medio MS permitieron elaborar un medio en el cual
se podian desarrollar de manera exitosa tanto los
propagulos del hongo micorrizico arbuscular Glomus
clarum como las plantulas de papa. Con el medio E (V2P-
YaN-V4K con respecto a MS) se asegurdé no solo el normal
desarrollo de las estructuras fungicas intra y
extrarradicales, sino también la produccién de plantas de
papa micorrizadas in vitro con condiciones fisiol6gicas
adecuadas, aunque sin satisfacer aun las expectativas,
ya que al requerirse de un tiempo tan prolongado (30 dias)
para garantizar el establecimiento micorrizico, las plantas
mostraban un crecimiento excesivo, al menos para ser
utilizadas posteriormente con otros fines.

En el medio E, a diferencia del resto de los medios
elaborados a partir de las modificaciones realizadas al
medio MS, se mantuvo el balance normal de elementos
que poseia el medio inicial MS. Esto pudo haber influido
en que las plantas se comportaran mejor en este medio
en comparacién con F y G, en los que se encontraban
desbalanceadas las concentraciones de estos elementos
en mayor medida ("/,P-%N-"/ K y VaP-1,N-/ K,
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respectivamente). En el caso de los medios A (4P) y B
(1/,P), sus efectos sobre el desarrollo de las plantas fueron
mas drasticos, probablemente por presentar solamente
reducciones de P.

El fésforo y el nitrégeno son dos de los nutrientes
considerados dentro del grupo de los macronutrientes y
ademas, componentes esenciales de las plantas para
completar su ciclo de vida. Su deficiencia afecta
numerosos procesos relacionados con el crecimiento y
el desarrollo de las plantas, asi como con el metabolismo.

Los medios de cultivo para la micropropagacion de
plantas in vitro usualmente contienen todos los minerales
y vitaminas necesarios para el crecimiento y la
diferenciacion de las plantas y las concentraciones se
encuentran en las proporciones adecuadas para que no
existan interacciones entre ellos que dificulten su
asimilacion o funcionamiento y puedan ser utilizados en
un numero considerable de especies vegetales (26). Por
tanto, un exceso o reduccién en el medio de cultivo de
alguno de estos elementos puede ocasionar dificultades
en la absorcién de otros, o impedir que estos tengan el
efecto esperado.

El fésforo, por ejemplo, influencia o es influenciado
por la disponibilidad o el uso de muchos otros elementos,
yasean o no esenciales (27), dentro de los que se destaca
el nitrdgeno y viceversa. Los conocimientos actuales
reflejan el efecto sinérgico que se establece entre Py N
cuando son aplicados al suelo conjuntamente, pero
siempre debe existir un balance entre ellos.

En un estudio realizado en el que se suministraron
diferentes dosis de P y N a plantas de tomate, se demostré
(28) que la absorcion de N y por tanto, su concentracion
en las plantas, disminuy6 cuando estaban en presencia
de concentraciones limitadas de fésforo.

La posible interaccion entre P y K aun no esta
demostrada, pero segun Adams (27), de existir,
probablemente sea en el sistema de balance de aniones-
cationes en el cual los acidos organicos juegan un papel
significativo.

Por otra parte, aunque la transferencia de nutrientes
no es el Unico beneficio para los simbiontes si representa
ciertamente un factor de gran importancia en las
interacciones micorrizicas (28), por lo que en estos medios
(A, B) también se encontré un efecto negativo de su
composicion nutricional sobre los parametros de
germinacion de esporas y por tanto de la colonizacion.

Estos resultados se correspondieron con los
obtenidos por Bressan (29), quien encontro, utilizando
diferentes medios de cultivo con variaciones en las
concentraciones de P y N, que la adicion de N al medio
con reducidas concentraciones de P ocasionaba una
disminucién drastica de la germinacion en esporas de
G. etunicatum y aseguro que la interaccion entre Py N
afecté no solo la germinacion de las esporas en mayor o
menor medida, sino también el crecimiento de las raices
y la extension de la colonizacion.
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También en las plantas desarrolladas en los medios
A, By SRM, ademas del efecto reducido en el crecimiento
se encontrd un marcado cambio de coloracién en las
plantas. Estos sintomas coinciden con los descritos por
Fernandez et al. (6) en un estudio realizado en plantulas
de papa en un sistema de cultivo totalmente in vitro. Segun
estos autores, la afeccion no parece estar relacionada
con ninguna deficiencia nutricional simple, pues las
variaciones de color observadas y el estado de las plantas
no coinciden con ninguno de los sintomas provocados
por el déficit individual de los elementos esenciales en el
cultivo de la papa (30, 31). La marcada reduccion del
crecimiento y la delgadez de los tallos si pudiera ser
atribuido al desbalance ocasionado al reducir las
concentraciones de P sin alterar el nitrdgeno. Por otra
parte, se sefiala que la deficiencia de fésforo en plantas
de papa podria ocasionar crecimiento reducido, tallos
delgados y oscurecimiento de las hojas (30, 32).

La micorrizacién de plantas de papa con esporas de
G. clarum en el sistema parcialmente in vitro no produjo
efectos sobre el crecimiento, durante los 40 dias de
duracion del experimento. Esto podria estar relacionado
con las condiciones artificiales de cultivo o simplemente
a una baja dependencia micorrizica del cultivar.

La micorrizacién de plantas de papa ya habia sido
publicada anteriormente por Voets (12) utilizando el
sistema autotrdéfico parcialmente in vitro. Si se comparan
estos resultados con los presentados en el articulo, podra
notarse una gran diferencia en cuanto a produccion de
esporas Yy desarrollo del micelio obtenido. Estos autores
informan una produccién de 12 000 esporas de G.
intrarradices (MUCL 43194) al cabo de 22 semanas de
cultivo, comparable con la obtenida con la misma cepay
con dos cepas diferentes de la misma especie en
asociacion con raices transformadas de zanahoria en
medio SRM (33 y 34). Sin embargo, dichos autores no
realizan ninguna valoracion sobre el estado fisiologico de
las plantas de papa después de transcurrir 22 semanas
creciendo en este sistema y en el medio SRM (elaborado
para el crecimiento de los HMA, el cual no garantiza el
normal crecimiento y desarrollo de las plantas por
presentar una drastica disminucion de los
macroelementos que lo componen). Por tanto, su
propuesta resultdé muy adecuada para la produccién de
estructuras flngicas en presencia de plantas de papa in
vitro, pero no para producir plantas micorrizadas que
posteriormente pudiesen ser utilizadas con otros fines.
La gran variabilidad observada entre este experimento y
el desarrollado por Voets (12), en cuanto al
comportamiento de los simbiontes, es el resultado de la
estrecha interaccion que existe entre los hongos
micorrizicos, su hospedero y el medio en el cual ambos
se desarrollan (25).
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CONCLUSIONES

+« Lainvestigacion realizada permiti6 demostrar que las
concentraciones y las proporciones de fésforo,
nitrégeno y potasio del medio MS son un factor
importante a tener en cuenta a la hora de disenar medios
de cultivo que permitan la micorrizacién acelerada de
plantas en un Sistema Autotréfico Parcialmente in vitro.

% Como resultado del estudio se obtuvo un medio de
cultivo (E) que, a diferencia del resto de los medios
evaluados, favorecié tanto el desarrollo de las plantulas
de S. tuberosum cv. Desiré, como el establecimiento
de la colonizacion micorrizica a partir de esporas de
G. clarum. Hasta el momento ningun estudio anterior
habia tenido en cuenta los requerimientos nutricionales
del cultivo utilizado, pues solamente estaban enfocados
en la produccién masiva de indculo, obviando las
necesidades de las plantas. Tener en cuenta estos
aspectos en estudios posteriores permitira estandarizar
este y otros medios, asi como mejorar los sistemas
de cultivo ya existentes con el fin de producir plantas
micorrizadas de forma rapida, que al ser trasplantadas
reproduzcan la colonia fungica y se beneficien con la
asociacion en una etapa tan critica para las plantas
micropropagadas como es la de adaptacién.
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