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APLICACION DEL SISTEMA DE PLANTA DONANTE DE
MICELIO (PDM) EN LA MICORRIZACION in vitro DE PAPA

Application of Mycelium Donor Plant (MDP) system on in vitro
mycorrhization of potato
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Fernandez Garcia® y Eduardo Ortega Delgado?®

ABSTRACT. In vitro mycorrhization of plants is a highly RESUMEN. La micorrizacién de plantas in vitro es un
complex process that depends on ensuring the needs of  proceso altamente complejo que depende de garantizar las
plants and fungi, organisms with different nutritional necesidades de plantas y hongos, organismos que tienen
requirements. Today doesn’t exist an in vitro culture system requerimientos nutricionales diferentes. En la actualidad,
which guarantee the mycorrhization of Solanum tuberosum L. aun no se ha disefiado un sistema de cultivo in vitro que
(potato), although some authors have made several attempts garantice la micorrizacion eficiente de plantas de Solanum
to achieve it. The aim of this study was to evaluate the tuberosum L. (papa), aunque algunos autores han realizado
applicability of Mycelium Donor Plant (MDP) system varios intentos por lograrlo. El objetivo de este estudio
for in vitro mycorrhization of potato plants in order to get fue evaluar la aplicabilidad del sistema Planta Donante de
mycorrhized plants in a short period, with proven practical Micelio (PDM) a la micorrizacion in vitro de este cultivo
use. Experimentally, a similar system to MDP, in which para obtener plantas micorrizadas en un corto periodo,
S. tuberosum plants (seven days old) were associated with con probada utilidad practica. Experimentalmente se trabajo
an extensive network of mycelium coming from Medicago con un sistema disefiado de forma similar al PDM en el
truncatula plants, previously mycorrhized with the AMF cual se asociaron plantas de S. tuberosum, de siete dias de
Rhizoglomus intraradices was design. High levels of potato subcultivadas, con una extensa red de micelio proveniente
plant colonization (55 %), just 12 days after contact the de plantas de Medicago truncatula Gaertn., previamente
mycelium networks, were obtained. Potato plants were in micorrizadas con el hongo micorrizico arbuscular
excellent conditions to be transplanted and they were able Rhizoglomus intraradices. Se obtuvieron elevados niveles
to reproduce the fungal colony when they were replanted de colonizacion (55 %) de las plantas de papa a solo 12 dias
in fresh media, producing a large number of extraradicals de haber entrado en contacto con las redes de micelio.
structures (mycelium and spores), demonstrating the Las plantas de papa se encontraban en condiciones 6ptimas
applicability of MDP system for in vitro mycorrhization of =~ para ser trasplantadas y fueron capaces de reproducir la
S. tuberosum. colonia fungica cuando se replantaron en medios frescos,
produciendo un elevado niimero de estructuras extraradicales
(micelio y esporas), demostrando la aplicabilidad del sistema
PDM en la micorrizacion in vitro de S. tuberosum.
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basados en el amplio espectro de la simbiosis micorrizica
arbuscular (1, 2). Producto de la importancia de este
tema, la busqueda de nuevas vias de inoculacién es
objetivo prioritario, siendo la micorrizacion de plantas
in vitro una de las mayores aspiraciones.

La micorrizacion de plantas in vitro es un proceso
altamente complejo, que depende de garantizar las
necesidades de plantas y hongos (3), organismos con
requerimientos nutricionales diferentes, y en el caso
especifico de los HMA, sélo se cuenta con escasa
informacion. Los medios de cultivo, los sistemas de
cultivo y la fuente de inoculante empleada, son los
factores que determinan su éxito (4).

En la actualidad, aun no se ha disefiado un
sistema de cultivo in vitro que garantice la micorrizacion
eficiente de plantas de S. tuberosum. Aunque algunos
autores (4, 5) han realizado varios intentos por lograrlo
y se han utilizado varios sistemas y medios de cultivo,
no se ha podido acelerar el proceso de micorrizacion
de las plantas, ni homogenizar la germinacién de
los propagulos utilizados. Esos autores también han
demostrado que el empleo de esporas como inéculo
no garantiza la colonizacion del sistema radical en un
periodo corto, ni la produccion de un elevado nimero de
estructuras extrarradicales, debido a que estos propagulos
requieren de un tiempo prolongado para germinar y
colonizar, ademas se ven influenciados por diversos
factores, dificiles de controlar en tales condiciones.

En el afio 2009 se publicé un sistema de
micorrizacion in vitro de plantas denominado Planta
Donante de Micelio (PDM), el cual explota por primera
vez la capacidad colonizativa del micelio extrarradical
y en el que se obtienen grandes cantidades de inéculo
micorrizico in vitro, a la vez que se logran micorrizar
plantas de M. fruncatula en condiciones autotréficas (6).

Este sistema se baso en la poca especificidad que
muestran las asociaciones micorrizicas en la naturaleza,
donde las hifas que emergen de raices micorrizadas vivas
son capaces de conectar plantas de iguales o diferentes
especies a través de extensas redes de micelio (6, 7).

Teniendo en cuenta los antecedentes relacionados
con la micorrizacion in vitro de S. tuberosum, se decidio
evaluar la aplicabilidad del sistema PDM a la micorrizacion
in vitro de este cultivo para obtener plantas micorrizadas
en un corto periodo con probada utilidad practica.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizd el sistema PDM (6) para
la produccién rapida y homogénea de plantas de papa
micorrizadas in vitro, empleando como fuente de inoculante
las redes de micelio extrarradical. Se tuvieron en cuenta
resultados previos (4) en los que se demostro, al emplear
esporas como inéculo, que éstas no son un propagulo
adecuado para micorrizar vitroplantas de papa en tales
condiciones, ya que requieren de un tiempo prolongado
para germinar y establecer la colonizacion en las raices.
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Por otra parte, debido a los altos requerimientos
nutricionales que tiene la papay a su rapido desarrollo
en condiciones in vitro, es necesario el control de otros
factores (ej. nutricionales, ambientales) que hacen
complejo el manejo de esos sistemas. Al respecto se
hace referencia en un estudio anterior (4) en el que
se evaluaron diferentes sistemas y medios de cultivo
para garantizar la micorrizacion in vitro de plantas de
papa y se utilizé esporas como inoculante, dejando
clara la necesidad de busqueda de otros propagulos
para asegurar la colonizacion rapida de S. tuberosum.

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron vitroplantas de Solanum tuberosumL. cv.
Desirée suministradas por los laboratorios de la Estacion
de Haute, Bélgica. La multiplicacion del material vegetal
se realiz6 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 sélido MS (Murashige y Skoog) (8) (Duchefa,
Biochemie) suplementado con 20 g L' de sacarosa y
3 g L' Gel Gro®(ICN, Biomedicals, Inc., Irvine, USA)
como agente gelificante, ajustado a pH 5,7 antes de la
esterilizacion. Las cajas de cultivo fueron transferidas
a camara de crecimiento bajo condiciones controladas
(22 °C, fotoperiodo de 16 h dia" y flujo de fotones
fotosintéticos de 225 pmol m? s), para garantizar el
desarrollo de los explantes.

Se trabajé ademas con semillas de Medicago
tfruncatula Gaertn. cv. Jemalong, cepa A-17 (SARDI,
Australia), que se esterilizaron por inmersion en hipoclorito
de sodio con 8 % de cloro activo, durante 10 minutos.
Se lavaron con agua desionizada estéril y se incubaron
en la oscuridad (27 °C) para germinar en placas Petri
de 90 mm diametro, conteniendo 35 mL de medio SRM
(Strullu y Romand maodificado) (9) sin azucares y sin
vitaminas, solidificado con 3 g L' de Gel Gro®. En cada
placa se colocaron 25 semillas. Las plantas se utilizaron
cuatro dias después de la germinacion.

El inéculo fungico utilizado (Rhizoglomus
intraradices Schenck & Smith, MUCL-41833), de cuatro
meses de cultivo, se adquirié en GINCO (Coleccion
in vitro de Glomeromycota, BCCM/MUCL, Unidad
de Microbiologia, Universidad catdlica de Lovaina,
Lovaina la Nueva, Bélgica). La cepa fue suministrada en
placa Petri de 90 mm diametro, en asociacion con raices
transformadas (Ri T-DNA) de zanahoria (Daucus carota L..)
en medio SRM, solidificado con 3 g L' de Gel Gro®.
Elindculo se subcultivé utilizando la metodologia descrita
por Cranenbrouck y colaboradores (10) y se incubd a
27 °C en la oscuridad en posicion invertida.

PROCEDIMIENTO PARA ESTABLECER EL SISTEMA PDM

Para establecer el sistema PDM se utilizo
como base el sistema publicado por Voets (6),
empleando la misma metodologia en su disefio.
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En el compartimento radical de cada placa Petri se
coloco igualmente una planta de M. truncatula de
cuatro dias de germinada. Las pequefias raices se
colocaron en la superficie del medio de cultivo y el
sistema aéreo extendiéndose fuera de la placa.

Se inocularon 50 esporas de R. intraradices sobre
las raices, previa extraccion de un cultivo monoxénico
de cuatro meses de edad, por solubilizacion del gel (10),
ademas se continudé con el cierre y sellado de los
sistemas (6). Los mismos fueron transferidos a
camara de crecimiento bajo condiciones controladas
(22°C, fotoperiodo de 16 h dia’ y flujo de fotones
fotosintéticos de 225 pmol m?2 s™') y mantenidos en
posicion vertical.

Semanalmente, se anadieron 5 mL de medio SRM
a una temperatura aproximada de 35 °C con 4 g L™
de Gel Gro®. De esta manera se garantizé también
un nivel adecuado del medio sobre la pared divisoria
(x 2 mm), para facilitar el paso de las hifas hacia el
compartimento hifal (CH). Después de ocho semanas
de cultivo se determind el numero de hifas cruzando
sobre la pared divisoria entre el compartimento radical
(CR) y el CH, la longitud del micelio y el numero de
esporas producidas en el CH.

El numero de hifas cruzando sobre la pared divisoria
fue cuantificado utilizando un microscopio compuesto
de campo brillante (125-250X, Olympus BH-2, Olympus
Optical GmbH, Alemania). La longitud micelial y
el numero de esporas desarrollados en el CH se
evaluaron empleando un microscopio de diseccion
(10-40X, Olympus SZ40, Olympus Optical GmbH,
Alemania) (5).

Se tomaron dos grupos de 25 unidades
experimentales (cada sistema se consideré una unidad
experimental) para continuar con la siguiente fase del
estudio. Posteriormente, se realizaron dos nuevos
orificios (£ 2mm diametro) en el CH de los sistemas,
tal como describen otros investigadores (6).

Las placas se abrieron cuidadosamente y se
colocaron dos plantas de papa de siete dias de
subcultivo, presentando aproximadamente 3 cm de
longitud y de tres a cuatro hojas por planta. Las raices
se colocaron suavemente sobre el medio de cultivo
y el vastago se ubicd hacia el exterior de la placa.
Todos los sistemas fueron sellados cuidadosamente,
las placas se cubrieron con bolsas de polietileno negro,
dejando el sistema aéreo de las plantas expuesto a
condiciones de camara de crecimiento similares a
las antes mencionadas, pero en posicion horizontal.

EvALUACIONES

En este momento del estudio, las 25 unidades
experimentales se dividieron en cinco grupos,
de manera que cada grupo compuesto por cinco unidades
s6lo se mantuvo en contacto con la red de micelio los
dias correspondientes para completar la dinamica.
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Transcurridos 3, 6, 9, 12 y 15 dias, de acuerdo a la
dinamica establecida, se extrajo de sus sistemas una
planta por unidad experimental, las plantas restantes
se utilizaron para el replante. Posteriormente, se tifieron
las raices de las plantas extraidas (11) y se procedi6 a
estimar la frecuencia e intensidad de la colonizacion (12).

Alos 3, 6,9, 12y 15 dias de haber entrado en
contacto con la red de micelio, las plantas restantes
de las cinco réplicas se extrajeron cuidadosamente
y se transfirieron a placas Petri de 90 mm diametro.
Las plantas se transfirieron a medio E (MS modificado) (4)
sin azucar ni vitaminas. La produccién de esporas por
placa Petri y el desarrollo del micelio extrarradical,
se midieron semanalmente durante cuatro semanas (5).

ANALISIS ESTADISTICO

Después de comprobada la normalidad y la
homogeneidad de varianza (Test de Brown-Forsythe),
utilizando el paquete estadistico SPSS Version 21
para Windows (13), los datos fueron sometidos a
Analisis de Varianza de clasificacién simple.
Los valores de las variables frecuencia e intensidad
fueron transformados segun la expresion arcsenvx/100
y comprobada su distribucién normal. Se realiz6
Analisis de Varianza y Test de Tuckey (14) para
formar los dos grupos de 25 sistemas PDM que
serian utilizados posteriormente para colonizar las
plantulas de S. tuberosum, teniendo en cuenta que no
existieran diferencias significativas para p<0,05 en las
tres variables evaluadas (numero de hifas cruzando la
pared divisoria entre compartimentos, longitud micelial
en el compartimento hifal y nUmero de esporas en el
compartimento hifal). Con los valores de produccion
de esporas y de longitud del micelio en los distintos
tiempos de muestreo (3 a 12 dias), en las diferentes
semanas después de la asociacion, se calcularon
los intervalos de confianza de la media al 95 % de
probabilidad, atendiendo al nimero de repeticiones y
la reproducibilidad de los datos. Se utilizé igualmente
el paquete SPSS Version 21 para Windows (13).

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los 10y 12 dias de comenzado el experimento
se observaron los primeros puntos de contacto entre
las hifas de germinacion provenientes de las esporas
y las raices de las plantas y el micelio comenzé a
desarrollarse de manera profusa dentro del medio en
los compartimentos radicales. Este comportamiento
fue similar al informado en el estudio, en el que se
propone el sistema para la micorrizacién de plantas de
M. truncatula, utilizando la misma especie fungica (6).

Transcurridas seis semanas, las hifas comenzaron
a cruzar sobre la pared divisoria entre el CR y el CH,
contabilizandose alrededor de 463 + 28 hifas que
habian cruzado al CH al final de este periodo.
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En ambos compartimentos el micelio se caracteriz6
por presentar abundantes hifas primarias o corredoras
e hifas de bajo orden portando esporas, estructuras
ramificadas de absorcion (ERA) y esporas asociadas
a ERA; comportamiento tipico de la colonia de
R. intraradices en condiciones in vitro (6, 15).

Dos semanas mas tarde, el micelio extrarradical
habia colonizado intensamente casi la totalidad del CH
y se habian producido un promedio de 1 338 + 186 cm
de hifas y mas de 1 400 esporas (1 420 + 238).
Enlas 25 unidades experimentales que se seleccionaron
para asociar las plantas de papa, divididas en
cinco grupos de cinco sistemas, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos para las
diferentes variables analizadas (Tabla), apreciable
en los valores de p.

Tabla. Valores de significaciéon (p) determinados
por Test de Tukey para las variables
relacionadas con el desarrollo fungico
presente en los sistemas PDM

Valores de

Variables S -,
significacion

Sistemas para asociar plantas de S. tuberosum

Numero de hifas cruzando sobre la pared

divisoria entre el CH y el CR 0,173
Longitud micelial en el CH 0,235
Numero de esporas en el CH 0,487

CH: compartimento hifal, CR: compartimento radical

Transcurridos los tres primeros dias de haber
asociado las plantas de papa a las RME se comenzaron
a observar numerosos apresorios en la superficie de las
raices de ambas plantas (Figura 1 Ay B), localizados en
las zonas apical y subapical. Estas estructuras son las
primeras que se observan después del contacto entre
la hifa de germinacion y la superficie del sistema radical
también es la que permite al propagulo infectivo adherirse
a la raiz para, a partir de ella, comenzar a penetrar la
epidermis y establecerse en el interior radical (16).

Al sexto dia se apreciaron algunas vesiculas en el
interior de las raices que comenzaron a ser numerosas
a partir del noveno dia (Figura 1 C y D), siendo mas
frecuentes en las plantas que estuvieron 12y 15 dias
asociadas a los sistemas.

En la Figura 1 E se muestra el estado saludable de
las plantas de papa creciendo en medio SRM, después
de nueve dias de asociadas a la red de micelio
presente en el compartimento hifal del sistema PDM.
El medio SRM se caracteriza por tener muy bajos
contenidos nutricionales (3), ya que esta disefado
para garantizar el establecimiento fungico y no es
adecuado para el desarrollo de plantas de papa in vitro;
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Tincién con tinta azul Parker. Ay B: formacion de apresorios (a)
en la superficie de las raices de papa a los tres dias de contacto
con las redes de micelio extrarradical. C y D: produccion de
vesiculas (v) en el interior de las células corticales de las raices
de plantulas de papa después de nueve dias. E: Plantulas de
S. tuberosum (16 dias de edad) después de nueve dias de contacto
con la RME. Placas Petri de 90 mm diam. CR: compartimento
radical, CH: compartimento hifal

Figura 1. Colonizacién de plantulas de papa
asociadas a la red de micelio
extrarradical (RME)

sin embargo, como las plantas estuvieron creciendo solo
12 dias en este medio, no se observaron sintomas de
deficiencia nutricional, contrario a lo que informaron
otros autores (4) cuando inocularon las plantas con
esporas en ese mismo medio y el experimento tuvo
una duracién de 40 dias.

Las evaluaciones realizadas durante los dias
de asociacion de las plantas a las RME (3, 6, 9,
12 y 15 dias) que reflejan el establecimiento de la
micorrizacion, se muestran en la Figura 2.

Los niveles de colonizacién micorrizica,
expresados por las variables frecuencia e intensidad,
comenzaron a aumentar después de los tres primeros
dias de asociacion con las RME hasta alcanzar un
valor maximo, cercano al 60 %, a los 12 dias.
A partir de ese momento se mantuvieron constantes
hasta el final de la dinamica, no mostrando diferencias
entre las plantas asociadas a los 12 y 15 dias.
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Letras iguales en la misma variable no difieren significativamente
para p<0,05 segun Test de Tukey, n=5

Figura 2. Dinamica de la frecuencia e intensidad de
la colonizacién fiingica durante 15 dias de
asociacion entre plantas de S. tuberosum
y las redes de micelio extraradical

Segun el analisis realizado en la literatura
cientifica, tan altos valores de colonizacion no habian
sido obtenidos hasta este momento en S. tuberosum
en condiciones in vitro (5) y son superiores a los
alcanzados por el cultivo en condiciones de campo (17, 18),
los cuales no superan el 30 %.

Los altos porcentajes de colonizacion alcanzados
en las plantas se deben a la densa red de micelio
compuesto por cientos de hifas en crecimiento
activo que emergian de las raices previamente
colonizadas y se dispersaban alrededor de las raices
de las plantas asociadas, tal como describieron los
autores del sistema utilizado (6). En el sistema de
experimentacion, el micelio proveniente de las raices
de las plantas donantes ocupd casi completamente
el compartimento hifal, produciendo alrededor de
1340 cm de hifas, por lo que el acceso de estas hifas
a las raices de las plantas recién asociadas resulté
extremadamente sencillo.

Aunque los valores que se obtuvieron en
este estudio, respecto a la longitud de hifas en el
compartimento hifal, son inferiores a los informados
por Voets (6), quienes refieren haber cuantificado
alrededor de 4 000 cm de hifas, fueron suficientes
para que las plantas alcanzaran tan altos valores
de colonizacién en un periodo de tiempo de solo
12 dias.

Los resultados difieren de otros publicados
previamente (5, 19) en sistemas de cultivo in vitro en
los que se inocularon plantas de S. fuberosum 'y
M. truncatula, respectivamente, utilizando una dosis elevada
de esporas (100 por placa Petri) como fuente de inéculo.
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Dichos autores informaron niveles de colonizacion
cercanos a 50 %, transcurridas ocho semanas de
cultivo y plantas con severos sintomas de deficiencia
nutricional, poniendo de manifiesto lo inconveniente
de emplear esporas como inéculo en estos sistemas.

Como se analizé anteriormente, cuando se
utilizan esporas como fuente de indculo el proceso
de colonizacion puede retardarse, no solo en ocurrir,
sino también, en extenderse en el sistema radical (4).
Esto puede deberse a que las esporas presentan
falta de homogeneidad en la germinacion, limitada
capacidad de crecimiento independiente y los puntos
de colonizaciéon que originan son locales y estan
condicionados por la proximidad a la raiz (20, 21).

Al extraerse las plantas de papa y transferirse a
medio fresco E se pudo observar un comportamiento
fungico diferenciado, en dependencia de los dias que
habian estado las plantas asociadas con las RME
(Figura 3 Ay B).

En las plantas que permanecieron solo tres dias
asociadas a las RME no se observé nuevo crecimiento
micelial durante las cuatro semanas de muestreo,
mientras que en el caso de las plantas asociadas seis
dias 0 mas, si se aprecié un marcado crecimiento
micelial, proveniente tanto de hifas intactas o dafiadas
que se encontraban adheridas a la superficie de las
raices, como de hifas que emergian desde el interior
radical (6). Este crecimiento fue ganando en intensidad
amedida que las plantas estuvieron mas tiempo (9y 12 dias)
(Figura 3 Ay B) en contacto con las redes de micelioy
por tanto presentaban un mayor numero de estructuras
fungicas intrarradicales.

Se observd que las hifas emergieron desde
el interior de las raices a partir de las 48 horas de
trasplantadas, en las plantas que estuvieron 9y 12 dias
(Figura4 Ay B) asociadas a las RME y se caracterizaron
por un crecimiento recto y profuso dentro del medio.

También se observaron numerosas vesiculas
en el interior de las raices (Figura 4 D) y al cabo de
la primera semana el micelio se habia dispersado
intensamente en el medio de cultivo. La produccion de
esporas estuvo en correspondencia con el desarrollo
micelial y alrededor de 100 esporas por placa Petri ya
habian sido producidas durante la primera semana
de muestreo.

Transcurridas cuatro semanas, el micelio
mostraba el crecimiento tipico de una colonia de
R. intraradices, observandose numerosas anastomosis
(Figura 4 C) y un considerable numero de esporas
por placa Petri (Figura 4 C y Figura 3 B), con valores
cercanos a 5 000.

Las plantas que estuvieron 12 dias en contacto
con las RME mostraron un patrén de crecimiento del
nuevo micelio similar al antes descrito para las plantas
de nueve dias, aunque produjeron un menor nimero
de esporas por placa Petri.
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Figura 3. Dinamica del crecimiento micelial (A) y la produccion de esporas (B) por placa Petri (90 mm diam.)
de R. intraradices asociada con plantas de S. tuberosum después de su trasplante a medio fresco E

Fotos tomadas al microscopio de diseccion (4 -40x)

Figura4. Ay B: Crecimiento micelial (CM) a partir de raices de plantas de S. tuberosum de nueve dias de asociadas
alas redes de micelio extrarradical, después de transcurridas 48 horas de transferidas al nuevo medio (E).
C: Micelio desarrollado y esporas producidas (Esp.) en plantas de papa después de nueve dias asociadas
con las RME, a las 4 semanas de transferidas al nuevo medio. An: anastomosis interconectando hifas
en la colonia. D: Presencia de abundantes vesiculas (V) en el interior de las raices de papa
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Al analizar los valores de intensidad de la
colonizacion, caracterizada por la presencia de
vesiculas y arbusculos se confirmd, que el estado en
que se encuentre la micorrizacion es de vital importancia
para garantizar un abundante recrecimiento del
micelio. Dichas estructuras solo se observaron en las
plantas que estuvieron mas de seis dias asociadas
con la red de micelio y por su parte, los valores de
intensidad fueron significativamente mayores a partir
de los 12 dias de asociacion (Figura 2).

En las plantas que se asociaron en el sistema
PDM no se pudo relacionar el recrecimiento hifal con
la presencia de arbusculos, debido a que las primeras
vesiculas también se observaron después de seis
dias de haber entrado en contacto las raices de las
plantas con las redes de micelio. Estas estructuras
de paredes gruesas, ademas de ser importantes
érganos de almacén, juegan un significativo rol
como propagulos en fragmentos de raices (5, 10) y
posiblemente también en raices vivas. Por otra parte,
no debe descartarse la posibilidad de que también
haya ocurrido recrecimiento micelial a partir de las
hifas intrarradicales, ya que las hifas de los HMA tienen
la capacidad de crecer hacia el exterior de las raices
y explorar nuevos ambientes (3), como se observo
también en este experimento.

En las plantas que se asociaron con las redes
de micelio se aprecio, ademas, que las hifas
extrarradicales unidas a las raices (removidas del
medio inicial para su transferencia a medios frescos),
continuaron creciendo a través de secciones intactas
o dafadas. Esto podria representar otro mecanismo
de importancia para el nuevo crecimiento fungico en
plantas trasplantadas. Segun algunos autores (21),
cuando las hifas de los HMA sufren dafios de forma
natural, son capaces de volver a crecer, repararse,
explorar el ambiente circundante y ademas colonizar
nuevas raices, debido a que cuentan con eficientes
mecanismos de reparacion.

Otros autores han demostrado también que al
cortar y extraer el medio de cultivo de un compartimento
hifal y afiadir medio fresco, se propicia el crecimiento
de nuevo micelio de forma sincronizada, a través del
recrecimiento de las hifas cortadas o de la formacion
de nuevas hifas (22).

El abundante numero de esporas (~ 5 000)
producido por R. intraradices al colonizar plantas de
S. tuberosum (Figura 3 B) también refleja las ventajas
del sistema PDM, al informarse en este estudio la
mayor cantidad de esporas obtenidas in vitro en
un periodo de cuatro semanas en plantas de papa
colonizadas, en relacion con el resto de los sistemas
de cultivo que han sido publicados hasta el momento
para esta especie vegetal.

Cuando se utiliza el sistema PDM se pueden
obtener plantas de papa micorrizadas a los pocos
dias de asociadas al sistema (entre 9 y 12 dias),
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con elevados niveles de colonizacién, capaces
de reproducir las colonias fungicas cuando son
trasplantadas a nuevos medios. Ademas, si se realiza
un manejo cuidadoso de los sistemas, evitando
posibles contaminaciones microbianas, éstos pueden
ser reutilizados permitiendo asociar dos nuevas plantas
en cada sistema. Estas plantas micorrizadas a tan
corta edad se encuentran en un estadio fisioldgico que
permite su trasplante a invernadero con el consiguiente
beneficio que representa la micorrizaciéon en esa fase y
la produccién masiva de indculo micorrizico en placas
de cultivo o en biorreactores.

CONCLUSIONES

La inoculacion de plantas de papa con micelio
extrarradical de Rhizoglomus intraradices proveniente
de una planta donante, permite obtener elevados
niveles de colonizacion in vitro y reducir el tiempo del
proceso colonizativo de S. tuberosum. Estas plantas
a solo cuatro semanas del trasplante reproducen la
colonia fungica en medios frescos. Se produce un
elevado numero de estructuras extrarradicales (micelio
y esporas) y el numero de esporas producidas es de
aproximadamente 100 por centimetro cubico.

Como ha quedado expuesto a través de este
estudio el sistema PDM puede ser adaptado a otras
especies de plantas y podria ser aplicado en diversos
campos de investigacion relacionados con los HMA,
no sélo desde el punto de vista de la investigacion
basica, sino también practica. Por otra parte,
el sistema constituye la base para el desarrollo de un
futuro sistema de micorrizacion de plantas in vitro que
permita la introduccion de los HMA en las practicas
actuales de produccién vegetal y la obtencién de
plantas in vitro eficientemente micorrizadas, las cuales
probablemente estaran mas aptas para enfrentar el
estrés que representa la adaptacion a las condiciones
edafoclimaticas.
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