UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

 sseony

Evaluacion de 4 cepas de hongos endofitos rizosféricos de solanéaceas en la germinacion y
desarrollo de plantulas de tomate de arbol

(Solanum betaceum Cav).

Tesis previa a la obtencion del

titulo de Ingeniero Agrénomo
AUTORES:

Gutiérrez Yansaguano Christian Andrés.
Cl: 0106377997

Pomaquiza Balvoa Luis Freddy.
Cl: 0302450283

DIRECTORA:

Blga. Pefia Tapia Denisse Fabiola MSc.
Cl: 0102501889

CUENCA - ECUADOR

2018



UNIVERSIDAD DE CUENCA

RESUMEN

Solanum betaceum Cav. es un frutal nativo de gran interés economico en el Ecuador cuya
produccidn se concentra en la zona interandina, por lo tanto, el fomentar nuevas tecnologias es
de gran importancia para mejorar sus practicas culturales. Se menciona que la aplicaciéon de
hongos endofitos en diversos cultivos ha permitido mejorar su desarrollo, resistencia a
enfermedades y produccion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la
inoculacion de 4 cepas de hongos endofitos rizosféricos como promotores de la germinacién y
desarrollo fisiologico de tomate de arbol en condiciones in vitro y en vivero. Ademas, mediante
la técnica de la tincion y secuenciacion, se midid las estructuras y se reconocio las cepas
evaluadas: cepa A (Fusarium sp), cepa B (Chaetomium sp), cepa C (Cephalosporium sp), cepa D
(Cochliobolus sp). Ademas, los resultados obtenidos de la inoculacion con hongos endofitos en
vivero mostraron que la cepa B (Chaetomium sp) disminuyo el tiempo de germinacién de 40 a 25
dias y aumento el nimero de semillas germinadas, en comparacién con el control estéril sin
inoculo y el control sin esterilizar. Mientras tanto la inoculacion de hongos endéfitos durante el
trasplante mostrd que las 4 cepas evaluadas tuvieron un efecto favorable en cuanto a la altura de

la planta, biomasa radicular, conductancia estomética y sobrevivencia hasta los 60 dias.

Palabras claves: semillas, hongos enddéfitos, germinacion, in vitro, vivero, secuenciacion,

inoculacion.
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ABSTRACT

Solanum Betaceum Cav. It is a native fruit of great economic interest in Ecuador whose
production is concentrated in the inter-Andean zone, therefore the promotion of new
technologies is of great importance to improve their cultural practices. It is mentioned that the
application of endophytes fungi in different crops has allowed to improve their development,
resistance to disease and production. The objective of this research was to evaluate the effect of
inoculation of 4 strains of fungi endophytes rhizosphere as promoters of germination and
physiological development of tomato tree in both conditions in vitro and nursery. In addition,
through the technique of staining and sequencing, the structures were measured and the
evaluated strains were recognized: strain A (Fusarium sp), strain B (Chaetomium sp), strain C
(Cephalosporium sp), strain D (Cochliobolus sp). As far as the results of germination are
concerned, it was obtained that the inoculation with endophytes fungi in the nursery showed that
the B strain (Chaetomium sp) decreased the germination time from 40 to 25 days and increased
the number of germinated seeds, in compared with the sterile control without innocuousness and
unsterilized control. Meanwhile the inoculation of endophytes fungi during transplantation
showed that the 4 strains evaluated had a favorable effect on plant height, radicular biomass,

stomatal conductance and survival up to 60 days.

Key words: seeds, endophytes fungi, germination, in vitro, nursery, sequencing, inoculation.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

FIM.- Fungi Isolation Medium

PDA.- Papa Dextrosa Agar

MS.- Murashige y Skoog

SMS.-Selva mediana sub perennifolia

SAP.-Selva alta perennifolia

HM.- Humedad relativa
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1. INTRODUCCION

La fruticultura en el Ecuador se ha incrementado desde la década de los 90s (Véasquez y Viteri,
2011), siendo parte importante del sector agropecuario, y continua siendo uno de los mayores
aportes a la economia nacional (Romero, 2008). En los Gltimos afios los habitos alimenticios de
la poblacion han cambiado hacia un consumo elevado de frutas (Wang et al, 2011) en sus
diversas presentaciones como: pastas, mermeladas, confitado de frutas, pulpas y frutas

deshidratadas. (Vasquez y Viteri, 2011).

El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) es una especie frutal nativa y propia de los bosques
andinos de Colombia, Per( y Ecuador, con gran importancia a nivel nacional e internacional
(Santillan, 2001). Su cultivo en la provincia del Azuay se ha visto afectado (Lucio et al, 1996;
ESPAC 2015; INEC 2014). Sin embargo, por la falta de tecnificacién y por el uso inadecuado de
fertilizantes y pesticidas que han provocado el deterioro de la macro y micro fauna del suelo y
por ende las especies vegetales no son capaces de asimilar nutrientes de un suelo muerto (Soria
et al, 2008). La falta de generacidén o adaptacion de herramientas biolégicas que permitan un
mejor manejo agrondmico del cultivo desde su germinacion hasta su etapa productiva han hecho
persistente este problema, ya que los insumos agroguimicos modernos cada vez causan menor

impacto ambiental y menor impacto en la salud (Fonseca de la Cruz et al, 2011).

El uso de ciertos hongos endofitos benéficos podria ser una alternativa bioldgica para obtener
plantulas de tomate de arbol con vigor, adaptables con una asimilacion de nutrientes favorables a
la especie, tolerantes a condiciones abidticas, enfermedades y disminuya la pérdida de la macro y
micro fauna del suelo. Ademas, que permita la disminucion del uso de pesticidas y el aumento de

la produccion en la superficie cultivada.
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2. JUSTIFICACION

La agricultura es una de las actividades de mayor relevancia a nivel nacional tanto la produccion
horticola como fruticola, siendo asi en la provincia del Azuay el cultivo de tomate de arbol se
considera un frutal de gran importancia a nivel familiar y comercial, sin embargo el INEC (2014)
reportd una reduccién del rendimiento en la produccién de 5.77 a 3ton/ha entre los afios 2002 y
2014, debido a las crecientes poblaciones de patdgenos en el suelo y a las deficientes practicas
culturales durante su cultivo, provocando que los productores sean mas dependientes del uso de
los agroquimicos o pierdan el interés en la produccién de este frutal, reduciendo asi el area
cultivable. Por lo cual, una de las alternativas para potenciar la produccion y manejo del cultivo
de tomate de arbol es la comprension de las relaciones simbioticas entre hongos y plantas, lo cual
brinda una serie de ventajas en el desarrollo e implementacion de buenas practicas agricolas,
siendo una de estas los sistemas de inoculacion y manejo de hongos endofitos (micorrizicos o no
micorrizicos), este trabajo pretende generar un primer aporte al conocimiento y busqueda de
hongos enddfitos aislados para la aplicacion en la germinacion y trasplante de tomate de arbol,
ya que en diversos estudios ajenos a este cultivo se ha identificado que la aplicacion de hongos
enddfitos ha permitido mejorar la tasa de germinacion, mayor desarrollo de biomasa, desarrollo
de metabolitos de defensa potenciales contra patdgenos, mejor absorcion de nutrientes. Por lo
tanto se brindard una herramienta a los productores que les permita optimizar sus técnicas de
manejo, mejorar su produccion, reducir su dependencia al uso de agroquimicos e incentivar el

aumento del area cultivable dentro de la provincia del Azuay.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el comportamiento de 4 cepas de hongos endofitos rizosféricos cultivables de solandceas
y su posible efecto en la germinacién y desarrollo de plantulas de Solanum betaceum Cav. como

un aporte para mejorar este cultivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el efecto de 4 cepas de hongos enddfitos aislados de raices de cultivos
locales de tomate de arbol y sus parientes silvestres sobre la germinacion de semillas
de Solanum betaceum Cav.

- Evaluar el efecto de 4 cepas de hongos enddéfitos aislados de raices de cultivos
locales de tomate de arbol y sus parientes silvestres sobre el desarrollo de plantulas
de Solanum betaceum Cav. en vivero.

- En caso de identificar cepas que exhiban efecto promotor de la germinacion y/o del
desarrollo de las plantulas de Solanum betaceum Cav. documentar la morfologia de

las cepas.

3.3. HIPOTESIS

Entre los hongos endofitos aislados de raices de solanaceas es posible identificar al menos una
cepa que presente un efecto promotor de la germinacion o del desarrollo de las plantulas de

Solanum betaceum Cav.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Importancia de la fruticultura en el Ecuador

El Ecuador incrementd la produccién de frutales a inicios de la década de los noventa (Vasquez y
Viteri, 2011), siendo uno de los mayores aportes para la economia del pais (Romero, 2008), por
lo cual la poblacion ha cambiado su modo de alimentacion a un mayor consumo de frutas (Wang

et al, 2011) y sus derivados (Vasquez y Viteri, 2011).

El Ecuador tiene una gran variedad de frutas de la sierra que ofrece durante todo el afio como el
babaco, la chirimoya, la granadilla, la mora, la naranjilla, el taxo, el tomate de arbol y la uvilla.
Por lo tanto, tienen un gran potencial econdmico, y a la vez representan una gran posibilidad para
la exportacion a mercados internacionales, siendo el tomate de arbol uno de los frutos mas

apetecidos (Véasquez y Viteri, 2011).

La posicion geografica y la diversidad de microclimas es una de las mayores ventajas para la
produccidn en nuestro pais. Entre los principales paises productores de tomate de arbol destaca
China con 12.832.440 t en produccién, Estados Unidos con una produccion de 11.719.000 t,
Turquia con una produccion de 750.000 toneladas anuales respectivamente. En el Ecuador en el
2002 se reporto que existio 4062 ha de cultivo de tomate de arbol con un registro de produccion

de 5,5 a 13,8 t/ha (INEC et al, 2002) desde el afio 1992 al 2001.
4.2. El tomate de arbol Solanum Betaceum Cav

El tomate de arbol (Solanum Betaceum Cav.), conocido también como tamarillo, tomate de

monte, tomate silvestre entre otros es originario de América del sur, pero recientes estudios

GUTIERREZ CHRISTIAN, POMAQUIZA LUIS — CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA 26



UNIVERSIDAD DE CUENCA Apt
S
(e |

demuestran que el centro de origen se encuentra en los bosques de las reservas de Tucumana

entre Bolivia y el norte de Argentina por su alta diversidad genética (NUCLEO AMBIENTAL

,2015).
4.2.1. Clasificacion botanica y ecologia

Solanum Betaceum Cav. Es una planta arbustiva de gran follaje, con tallos semilefiosos, que
llega alcanzar una altura de 2 a 3 metros (Pinto Tafur y Tiaguaro Herrera, 2012), y las flores
varian de color rosa y lavanda agrupandose en racimos terminales, floreciendo de manera
escalonada, los frutos son solitarios o agrupados con una variedad de colores como color rojo
comun, amarillo redondo, amarillo comun y morado, de forma ovoidal con apices puntiagudos
(Pinto Tafur y Tiaguaro Herrera, 2012), y su peso varia entre 70 a 100gr conteniendo semillas en
cantidades de alrededor de 240, de raiz pivotante con emision de raices laterales que facilitan un

buen anclaje al suelo (Gobernacién del Huila, 2010).

El tomate de arbol se cultiva en el Ecuador, en altitudes que van de 430 hasta los 3000 m.s.n.m.
Sin embargo, la altitud 6ptima esté entre 1500 a 2600 m.s.n.m. con un rango de temperatura que
varia de los 13°C hasta los 19°C, con precipitaciones que oscilan entre 500 a 1000 mm anuales,
humedad relativa de 60 al 80% (Gobernacion del Huila, 2010), requiriéndose de riesgos
complementarios para cubrir sus necesidades hidricas y radiacion solar de 12 horas, dependiendo
de la localizacion del lugar de cultivo (Revelo et al, 2004). Ademas, el tomate de arbol necesita
un suelo profundo con buen drenaje, alto en materia organica y con un pH que varia entre 5,4 a 7

(Revelo et al, 2004).
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4.2.2. Problemas en el manejo cultural

El problema en el manejo del cultivo de tomate de &rbol en nuestro pais, provienen de los
sistemas productivos familiares sin tecnificacion, falta de seleccion de genotipos superiores.
Ademas, conduce a una vulnerabilidad frente al ataque de plagas y enfermedades que pueden ser
difundidas a otros lugares de cultivo (Desarrollo 2001). El tomate de &rbol es una especie que se
adapta a condiciones edaficas y climaticas sin embargo en varias zonas climaticas el principal
problema son las enfermedades como el tizon tardio, gota o lancha causado por Phytophthora
infestans, y la Antracnosis u ojo de pollo causado por Colletotrichum gloesporioides, esta
enfermedad afecta en precosecha y en poscosecha y su perdida llega a un 90%. (Gomez 1993).
Ademas, el Chancro conocido como pata de puerco causado por Fusarium solani, ha producido
mucha preocupacion entre los cultivadores de tomate de arbol al igual que la conocida agalla de
raiz causada por el neméatodo Meloidogyne incognita enfermedades presentes en la mayoria de
las zonas tomateras del pais. Principalmente en provincias de Tungurahua, Chimborazo, Azuay,
Pichincha e Imbabura (INIAP 2004). En la (Tabla 1), se observa que desde la década de los 80 la
superficie de plantacion ha aumentado considerablemente hasta el 2009, pero el rendimiento a

contrario a mostrado un gran descenso.

Tabla 1. Reduccidn en rendimiento t/ha de tomate de arbol en el Ecuador.

Afo | Area de plantacion (ha) | Produccion (t) | Rendimiento (t/ha)
1980 | 820 12546 15.3
1995 | 2200 17820 8.1
2002 | 4062 21934 5.4
2004 | 6123 17602 2.9
2009 | 6670 14325 2.2
(INIAP, 2010)
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Probablemente estas reducciones en el rendimiento obedecen a incrementos de patdégenos en los
cultivos. Siendo asi, el rendimiento un indicativo de la capacidad técnica con la que se maneja a

la plantacion (Santillan, 2001).

4.3. Alternativas de manejo cultural

Entre las principales estrategias utilizadas en el cultivo de tomate de arbol tenemos la abundante
incorporacion de materia organica alejada del tronco con la aplicacién de fertilizaciones altas en
fésforo, segun lo indique el analisis de suelo y la integracion adecuada de una poda de formacion
(Gobernacién del Huila, 2010). ElI 6ptimo riego garantiza un buen desarrollo del cultivo
(Santillan, 2001). Ademas, la implementacion de porta injertos tolerantes a nematodos y
Fusarium, reduce el uso de pesticidas, aumentando asi la vida util del tomate de é&rbol,
obteniendo una alta produccion y protegiendo la salud del consumidor (INIAP, 2004).
Complementando estas técnicas, el manejo cultural adecuado de los hongos endofitos
(micorrizicos 0 no micorrizicos), son tecnologias ecolégicamente racionales y aparecen como
una de las précticas bioldgicas mas promisorias e innovativas para los sectores agricola y forestal

(Ballesteros Possu et al, 2004).

La utilizacién de biofertilizantes basados en estos microorganismos se presenta como una
biotecnologia de gran interés, tanto desde el punto de vista econémico como ecolégico para la

agricultura moderna (Herndndez y Chailloux, 2004).

4.4. Importancia relacion suelo-hongo-planta

La actividad microbiana de la rizosfera es en gran medida responsable del funcionamiento del

ecosistema y de la fertilidad de los suelos agricolas (Jaizme y Rodriguez, 2008).
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Entre los hongos rizosféricos mas destacados se encuentran los hongos endofitos por su
capacidad biofertilizante y biodegradante. Las micorrizas arbusculares son consideradas como
los hongos endofitos mas eficaces debido a su efecto sobre el crecimiento vegetal, motivado por

el establecimiento de simbiosis de tipo mutualista (CSIC, 2017).
4.4.1. Hongos endofitos

Se conoce como hongos endofitos a los microorganismos que viven en el interior de vegetales
Vivos y que mantienen una asociacion con su hospedero para mutuo beneficio principalmente en
una parte de su ciclo de vida sin causar dafio o perjuicio alguno (Abello y Kelemu, 2006). Con lo
cual la planta brinda al hongo alimento, hospedaje y proteccion; por su parte los hongos
endofitos proveen gran potencial adaptativo a las especies vegetales hospederas a condiciones
adversas como estrés, de tipo abidtico como la salinidad, acidez o bi6tico como ataque de plagas
(Abello y Kelemu, 2006), estos microorganismos mantienen una simbiosis asintomatica con su
hospedero, brindando proteccion frente a ataques de patdgenos, ya sea por la sintesis de
metabolitos secundarios o por el mejoramiento a través de la disponibilidad de los nutrientes y su
convivencia es balanceada y depende del equilibrio entre factores de virulencia del hongo y
factores de defensa de la planta, que pueden ser afectados por el ambiente (Schulz y Boyle,
2005). Los hongos enddéfitos también, pueden producir fitoreguladores que pueden aumentar el
desenvolvimiento vegetal. La gran mayoria de hongos no descritos se encuentran en asociaciones
hongo-planta siendo muy pocos estudiadas, hasta el momento (Clay y Schardl, 2002). Los
hongos enddéfitos son de suma importancia en la agricultura para el control de parasitos (Corrado
y Rodrigues, 2004). Asimismo, los hongos endofitos son usados como antimicrobianos en
humanos para evitar el uso excesivo de antibidticos que puede aumentar los costos médicos,

hospitalizaciones prolongadas e incremento de mortalidad (Pinheiro et al, 2017).
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4.4.1.1. Clasificacion de los hongos enddéfitos

Los hongos enddfitos se dividen de acuerdo a su filogenia en Clavicipitaceos colonizando a las

plantas vasculares, helechos, coniferas, angiospermas que se dividen en 4 grupos:

1. EIl primer grupo de los clavicipitaceos se transmiten verticalmente incluyen especies
simbiontes, que se relacionan con las plantas que brindan a sus hospederos resistencia a
herbivoros asi como tolerancia al estrés biotico y abiotico (Malinowky y Belesky, 2000).

2. El segundo grupo de los no clavicipitaceos formado por el subreino Dikarya, su
colonizacién da inicio al penetrar su hifa en los tejidos vegetales o mediante apresorios su
transmision horizontal mediante esporas y vertical es via tegumentos de semillas o
rizoma. Asimismo, se caracteriza por su rapida colonizacién asintomatica y esporulacion
emergiendo durante la senescencia de la planta brindando un incremento de biomasa en
tallos y raices los cuales producen fitohormonas (Tudzynski y Sharon, 2002), que otorga
tolerancia al estrés bidtico y abidtico ademas, brindando adaptacion al hébitat (Rodriguez
et al, 2008).

3. El tercer grupo de los no clavicipitaceos perteneciente al subreino Dikarya esta tiene una
amplia gama en tejidos aéreos, plantas y poblaciones de arboles tropicales, coniferas,
angiospermas lefiosa y herbacea, no vascular y también vascular sin semillas. Ademas, la
transmision horizontal forma infecciones localizadas en tejidos vegetativos y
reproductivos especialmente en semillas (Murali et al, 2007). Ademas, se ha descubierto
que no confiere necesariamente a sus hospederos a la adaptacion al habitat (Rodriguez et
al, 2008).

4. EIl cuarto grupo de los no clavicipiticeos que comprenden a hongos Ascomycetes

conidiales o estériles que forman estructuras melanizadas como hifas inter e
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intracelulares y micro esclerocios colonizando las raices (Rodriguez et al, 2008),
teniendo poca especificidad de huésped y habitad; su transmision es horizontal y no
confieren habitad de adaptabilidad (Rodriguez et al, 2008).

4.4.2. Hongos micorrizicos

El término micorriza se origina por la fusion de los palabras: mykes = hongos y rhiza = raiz, lo
cual implica la asociacion simbiotica entre las raices de las plantas y hongos del suelo

perteneciente a los Basidiomycetos, Ascomicetos y Glomales (Castro, 2009).

La principal funcién de los hongos micorrizicos es hacer asequibles nuevas areas en el suelo
incrementando el area de exploracion radical, a traves de la extension de sus hifas en el suelo, lo
cual hace maés eficiente el proceso de absorcidn de nutrientes (Castro, 2009), como N, P, K, Ca,
Cu, Mg, Mn, Zn, entre otros (Martin, 2004), y distribuirlas a las plantas mejorando la nutricién y

asi como la tolerancia a patdgenos del suelo (Martin, 2004).
4.4.2.1. Clasificacion hongos micorrizicos

Tabla 2. Principales grupos formadores de micorrizas (Castro, 2009).

GRUPOS HOSPEDERO | HONGO ESTRUCTURA | FUNCION

Ectomicorriza Gimnospermas. | Basidiomicetes. | Red de | Absorcién  de
Algunas Algunos Hartig,manto, nutrientes
angiospermas Ascomicetes rizomorfos
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Arbuscular Briofitas, Glomales Arbasculos, Absorcion  de
Pteridofitas. vesiculas células | nutrientes.
Algunas auxiliares. Formacion  de
Gimnospermas. agregados.
Muchas
angiospermas.
Ericaceas Ericales, Ascomicetos, Algunas con | Mineralizacién
monotropaceas | basidiomicetos. | hifas en células | transferencia
y algunas con | entre plantas.
manto y red.
Orquidéaceas Orquideas Basidiomicetos | Hifas Carbono y

vitaminas al

embrién.

Ectendomicorrizas

(Arbutroides

monotropoides

y

Gimnospermas

Basidiomiceros

Red de Harting,
algunas penetrar

a nivel celular

Absorcion  de
nutrientes y

mineralizacion.

(Sylvia David, Hartel Peter, Fuhrmann Jeffry y Zuberer David, 1998)

4.4.2.2. Hongos Micorrizicos arbusculares

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares se encuentran dentro de un grupo

monofilético de la clase de Glomeromycetes que colonizan las raices de mas del 80% de especies

vegetales (Schiipler et al, 2001). Dentro de los sistemas agricolas o forestales se encontraron seis

tipos de hongos micorrizicos arbusculares, Acaulospora delicata perteneciente a la familia
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Acaulosporaceae, Scutellospora dipallosa, Scutellospora fulgida, Scutellospora gilmorei a la
familia Gigasporaceae, Glomus clarum y Glomus etunicatum a la familia Glomeraceae (Irrazabal

et al, 2005).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) cumplen varias funciones en la planta:
proporcionan la capacidad de absorcidn de los nutrientes poco maviles hacia la planta, brindan
proteccion frente al ataque de patdgenos radicales, restauran la fertilidad del suelo en
ecosistemas, mejoran la calidad nutricional de las especies vegetales y en la actualidad son
considerados como biofertilizantes, bioprotectores y biorreguladores para la mayoria de cultivos
(Guerrero, 1996). Tienen una importante ventaja con respecto a otros hongos y microorganismos
del suelo, debido a que tienen un abastecimiento constante directo de carbono organico desde su
hospedante, lo que le permite la formacion de exudados como la glomalina que ayuda a la

agregacion del suelo (Gonzéles et al, 2004).

4.4.3. Métodos de aislamiento

Zettler (2010), describe que para el aislamiento de hongos micorrizicos las raices son cortadas en
proporciones de 0.5 cm a 2 cm, lavadas con detergente y desinfectadas en una solucion de 5 ml
de hipoclorito de sodio mé&s 5 ml de alcohol al 96% aforada a 100 ml con agua estéril, las
muestras se sumergen durante 1 minuto en la solucién desinfectante, posteriormente se enjuagan
3 veces en agua destilada estéril previo a la siembra en medio de cultivo Fungi Isolation Medium
(FIM) al que se agregara estreptomicina para evitar la contaminacion bacteriana, este proceso

debe desarrollarse en un ambiente estéril dentro de la cAmara de flujo.

4.4.4. Meétodos de cultivo y propagacion
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A partir del crecimiento miceliar obtenido de la raiz en medio FIM, se procede a seleccionar las

colonias predominantes por su crecimiento, forma, coloracion y se las aisla en cajas Petri que
contienen 20 ml de medio PDA (Papa Dextrosa Agar), este proceso se repite sucesivamente

hasta obtener cepas puras de los diferentes hongos encontrados.

4.45. Técnicas de inoculacion

Segun la metodologia de Bayman y Otero (2006), las cepas madres de hongos enddfitos se
repican en cajas petri con 20 ml de medio PDA (papa, dextrosa y Agar) donde se deja que
colonicen toda la superficie de la caja, posteriormente se licua todo el micelio obtenido en 50 ml
de agua estéril por 60 segundos hasta formar una suspensién miceliar, la misma que se coloca
sobre el sustrato estéril (autoclavado a 120 BAR por 15 minutos), y se aisla por 8 dias en un

ambiente estéril. En sustrato inoculado se procede a plantar.

Mientras tanto la metodologia de Pérez et al, (2012) basa la inoculacién en el conteo de las

esporas de los hongos enddéfitos en un sistema autétrofo aislado estéril.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio

La recoleccion de las muestras para el estudio, esta ubicada en los cantones Cuenca, Paute y
Guachapala de la provincia del Azuay, en donde se realiz6 las recolecciones de las muestras de
las raices para el aislamiento de los hongos endofitos que se llevé a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Carrera de Ingenieria Agrondmica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

de la Universidad de Cuenca, ubicada a 2590 m.s.n.m con una temperatura ambiental entre 20 -
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28 °C y una precipitacion de 878 mm. Las raices fueron recolectadas dentro de la zona ecologia:

huerta tradicional familiar, bosque ripario constituida por vegetacién arbérea, sotobosque

constituida por arbustos y matorrales que es el mas cercano a la superficie y sistema agroforestal

por tener cultivo de café en sistema forestal (Tabla 3), ubicados dentro del canton Cuenca, Paute

y Guachapala.

Tabla 3. Zonas de muestreo de raices para el aislamiento de hongos endéfitos rizosféricos.

Cantdn Parroquia Latitud | Longitud | Ecologia | Especie | Condiciones
Tomate
Planta
Huerta de arbol
sometida a
Cuenca | Yanuncay 717452 | 9676080 tradicional | (Solanum
déficit
betaceum
hidrico.
Cav.)
Cujajo
(Solanum | Planta
Bosque ispidum/ | sometida a
Cuenca | SanJoaquin | 717589 9679620
ripario. Solanum | superavit
chryso- hidrico.
trichum).
Turpag Planta
Bosque (Solanum | sometida a
Cuenca | SanJoaquin | 713971 9679780
ripario. aspero- compacta-
lanatum). | cion
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Sauco
negro
Sotobos- Planta bajo
Cuenca | SanJoaquin | 713955 | 9679028 (Sambu-
que arboles.
cus
nigra)
Planta con
Tomate deficiencia
de éarbol | de nutrientes
Huerta
Paute Paute 746875 | 9689565 (Solanum | 'y presencia
tradicional
betaceum de
Cav.). enfermeda-
des
Palo
Sistema blanco Planta
Guacha-
Guachapala | 753906 | 9694318 agroforest | (Solanum | utilizado
pala
al auricula- | como patron
tum).

5.2.  Area de ejecucion del proyecto

El ensayo se llevd a cabo en el Laboratorio e invernadero de Propagacion in vitro de Plantas de
la Carrera de Ingenieria Agronémica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
de Cuenca, ubicada a 2590 m.s.n.m. con una temperatura ambiental entre 20 a 28°C y una

humedad relativa de 70 a 80%.
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5.3. Recoleccidon de muestras de raices

Se recolectaron 5 muestras de raices secundarias de un tamafio entre 5 a 10 cm de longitud por
especie de solanacea a 20 cm de la superficie del suelo. Estas se colocaron en fundas sellables
herméticamente con algodon humedo para evitar su deshidratacion, posteriormente fueron

trasladadas al laboratorio.

5.4.  Aislamientoy cultivo de hongos endofitos

El procedimiento de aislamiento y cultivo de hongos endofitos para cada especie muestreada, se
lo realiz6 dentro de la camara de flujo laminar para evitar la contaminacion y se adapté el
protocolo descrito por Zettler (2010), a la investigacion. Ademaés, se complementan algunos

pasos adicionales para el procedimiento como se describe a continuacion:

a. Lavado y corte: Las muestras se lavaron con abundante agua y se cortaron en
segmentos de 2 cm.

b. Desinfeccion: posteriormente se tomo al azar 3 segmentos y Se sumergieron en una
solucion desinfectante (5 ml cloro al 10% + 5 ml alcohol al 85% + 90 ml de agua estéril)
por 1 minuto y luego se enjuagaron con agua destilada estéril, este proceso se realizé por
3 veces consecutivas.

c. Picado y macerado: los segmentos desinfectados se colocaron en una caja Petri, se
adicion6 0.5 ml de agua destilada estéril y con un bisturi se procedié a picar y macerar,
hasta obtener una solucién lo mas homogénea posible.

d. Siembra: se afiadio la solucién obtenida del macerado aproximadamente de 20 ml de
medio FIM (Fungi Isolation Medium) previamente elaborado y esterilizado, el cual se

encontraba a una temperatura alrededor de 40 °C y al cual se adicion6 0.06 gr de
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estreptomicina para evitar la contaminacion bacteriana. Cuando el medio gelifico se sell6
la caja con parafilm y se colocé en incubadora a 20 °C y 80%HR.

e. Repique: a los 2 dias de la siembra se procedié a visualizar las cepas de hongos
desarrolladas, las mismas que en base a su coloracién y crecimiento se repicaron en cajas
Petri con medio PDA (Papa Dextrosa Agar) con pH 5,6.

f. Purificacién: se realizé varios repiques sucesivos con la finalidad de purificar las cepas

de hongos aislados.

5.5.  Seleccion de hongos endofitos

El procedimiento para la seleccion de cepas puras de hongos endofitos e inoculacion en semillas
de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) se lo realizé adaptando la metodologia de Ordofiez

Castillo (2012), a la investigacion:

En condiciones estériles (cAmara de flujo laminar) se realiz6 un ensayo con 2 repeticiones por

cada cepa de hongo aislado y purificado como se describe a continuacion.

a. Refrescamiento de cepas de hongos: todas las cepas purificadas se procedieron a
repicar en cajas Petri con 20 ml de PDA vy se colocaron en la incubadora por varios
dias hasta que el hongo coloniz6 toda la superficie.

b. Preparacién sustrato: se colocé 100 cm® (70 gr) de turba himeda en frasco
herméticos, los mismos que se esterilizaron en autoclave por 30 minutos a 120°C y
210 BAR; este proceso se realizo 3 veces.

c. Elaboracion del inoculo: de cada una de las cajas Petri que contenian los diferentes

hongos se extrajo el agar (PDA) colonizado por el micelio del hongo y se coloco en
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5.6.

frascos con 50 ml de agua destilada estéril, con un bisturi se procedié a picar, mezclar
y homogenizar con la finalidad de formar un “soluciéon miceliar”.

Inoculacion semillas: las semillas de tomate de &rbol, previamente extraidas secas y
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1,5% por 2 minutos y alcohol al 70%
durante 2 minutos, enjuagadas por 3 veces en agua estéril, se sumergieron en la
solucién miceliar por 24 horas,

Siembra de semillas en sustrato: las semillas de tomate de &rbol inoculadas con la
solucién miceliar, fueron sembradas en los frascos que contenian la turba previamente
estéril y en ellos se procedié a colocar 1 ml de la solucion miceliar antes de la
siembra y 1 ml posterior a esta.

Finalmente se sellaron los frascos con parafilm y se colocaron en la cadmara de
crecimiento a una temperatura ambiente entre 20 a 28°C y humedad relativa entre 60
a 80%.

Determinacion de simbiosis: a los 60 dias posteriores a la siembra se tomo las raices
de plantulas germinadas y se procedi6 aislar los hongos endéfitos de estas, con la
finalidad de determinar si la inoculacion fue efectiva, para seleccionar las cuatro
cepas potenciales en base de la simbiosis radicular y sus caracteristicas morfoldgicas

(coloracién y forma de crecimiento).

Evaluacion de hongos endofitos en la germinacion
El procedimiento para la evaluacion de hongos enddfitos en la germinacion de semillas

de tomate arbol, se lo realizd dentro de la camara de flujo laminar para evitar la
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contaminacion y se adapt6 las metodologias de Pérez et al, (2012) y Ordofiez Castillo

(2012), a la investigacion:

a. Cultivo del hongo: las cepas seleccionadas aisladas nuevamente se procedieron a
repicar en cajas Petri con 20 ml de PDA y se colocaron en la incubadora por varios
dias hasta que el hongo colonice toda la superficie.

b. Preparacién de medio: se colocaron 4 ml de medio MS (Murashige Skoog) sin
azucar en tubos de ensayo y 100 gr de turba hiumeda en tarrinas de aluminio y ambos,
medio de cultivo y sustrato, fueron esterilizados en la autoclave por 30 minutos a 120
°Cy 210 BAR.

En el caso de los tubos de ensayo, previo a la esterilizacién, se coloc6 una tira de
papel filtro doblada en forma de M al fondo y en su interior, que serviria de soporte
para la semilla de tomate de arbol a sembrar en ellos; mientras que las tarrinas se
taparon con aluminio para su esterilizacion.

c. Elaboracién del inoculo: en condiciones estériles, el agar (PDA) de las cajas
Petri con el micelio del hongo colonizado se coloc en frascos con 50 ml de agua
destilada estéril, con un bisturi se procedié a picar, mezclar y homogenizar con la
finalidad de formar un “solucion miceliar”.

d. Siembra: se colocaron las semillas de tomate de arbol previamente desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 1,5% y alcohol al 70% durante 2 minutos sobre el soporte
de papel filtro, luego con una micro pipeta se afiadié 0.5 ml de la suspension miceliar
y se sellaron los tubos con parafilm, posteriormente se colocaron los tubos en la

camara de crecimiento a una temperatura ambiente entre 20 a 28 C° y humedad
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relativa entre 60 a 80%. Mientras que en las tarrinas con turba estéril se colocaron las
semillas de tomate de arbol previamente sumergidas en la suspension miceliar,
ademas sobre la turba se coloc6 1 ml de la suspension miceliar por cada semilla.

Los ensayos de germinacion tanto en los tubos de ensayos (Germinacion in vitro) y
tarrinas con turba estéril (Germinacién en vivero) se evaluaron el nimero de semillas
germinadas con un registro periddico y final de 45 dias, considerando las semillas
germinadas desde el momento de la ruptura de la testa; donde las plantulas obtenidas
fueron utilizadas para aislar nuevamente las cepas de hongos evaluadas,

comprobando asi la inoculacion.

5.7.  Inoculacién de hongos al trasplante

El procedimiento para la inoculacion de hongos endofitos en el trasplante de las plantulas de
tomate arbol (Solanum betaceum Cav), se lo realizd en la cdmara de flujo laminar para evitar la
contaminacion, adaptando la metodologia de Ordofiez Castillo (2012), a la investigacion como se

describe a continuacion:

a. Refrescamiento de cepas de hongos: las cepas de hongos seleccionadas se repicaron
cortando un segmento de aproximadamente 0.5 cm? del medio del cultivo en el que se
encontraba la cepa madre y depositandolo en el centro de una caja Petri que contenia
20 ml de medio PDA. Este procedimiento se repiti0 en todas las cepas y
posteriormente estas se colocaron en la incubadora por varios dias hasta que el hongo

colonice toda la superficie del medio.
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b. Preparacion del sustrato: se colocé 100 cm® (70 gr) de turba himeda y 400 cm?
(470 gr) de sustrato de vivero, en diferentes frascos herméticos y fundas, los mismos
que se esterilizaron en el autoclave por 30 minutos a 120°C y 210 BAR; 3 veces.

c. Obtencion de plantulas: en una bandeja pléstica estéril de 40x25 cm que contenia
turba estéril (autoclavada 3 veces por 30 minutos a 120 °C y 210 BAR) se sembro
150 semillas de tomate de arbol previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio
1,5% por 2 minutos y alcohol 70% durante 2 minutos, luego de la siembra en camara
de flujo laminar cada bandeja fue cerrada y sellada con la finalidad de mantener el
interior estériles.

d. Elaboracién inoculo: de las cajas Petri que contenian el hongo colonizado se extrajo
todo el medio de cultivo que contenia el micelio y se coloc6 en frascos con 70 ml de
agua destilada estéril, con un bisturi se procedié a picar, mezclar y homogenizar con
la finalidad de formar un “solucion miceliar”.

e. Trasplante de plantulas germinadas en bandejas estériles: las plantulas
previamente germinadas en las bandejas en condiciones estériles con 3 cm de altura y
4 hojas (2 juveniles, 2 verdaderas) se usaron para establecer el ensayo de la siguiente
manera, sus raices se sumergieron en la “solucion miceliar” por 30 segundos, una vez
inoculadas, se colocaron en frascos y fundas que contenian la turba estéril y el
sustrato, ademas con una micro pipeta, se agregé 1 ml de a solucién miceliar antes del
trasplante 1 ml posterior a este.

Finalmente se sellaron los frascos con parafilm y se colocaron en la camara de

crecimiento a una temperatura ambiente entre 20 a 28 °C y humedad relativa entre 60
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a 80%, mientras tanto las fundas se llevaron al vivero a una temperatura ambiente
entre 15 a 28 °C y humedad relativa de 50 a 70%.

f. Determinacion simbiosis: a los 90 dias del trasplante, de las plantulas inoculadas en
los frascos se tomaron las raices de 3 plantulas por tratamiento y se procedio a aislar
nuevamente los hongos enddéfitos de estas, con la finalidad de determinar si la
inoculacién del hongo fue suficiente para permitir que este colonice las raices, siendo
la simbiosis positiva al momento de comparar las cepas aisladas con las cepas madres
estas sean iguales.

Siendo asi con los frascos herméticos con turba estéril se establecio el ensayo en
condiciones de laboratorio, mientras tanto lo que se refiere a las fundas con sustrato

estéril se establecié el ensayo en condiciones de vivero

5.8. Medicion de la conductividad estomatica e indice de concentracion de clorofila

A los 60 dias se tomaron los datos del indice concentracion de clorofila (CCI) como una medida
de desarrollo (vigor) que podrian conferir los hongos endéfitos inoculados en vivero, ésta se
midi6 en unidades umol/m? de superficie de hoja usando el medidor de clorofila, donde en el
interior del equipo se coloco la tercera hoja joven completamente desarrollada de las plantas de

tomate de arbol sin arrancarla.

Mientras tanto a los 90 dias se tomaron los datos de conductividad estomatica como una medida
del nivel de tolerancia al estrés hidrico que podrian conferir los hongos endofitos inoculados en
vivero, ésta se midi6 en mmol/m-2s-* usando el porémetro, donde en el interior equipo se colocé

la tercer hoja mas joven de las planta de tomate de arbol sin arrancarla.
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Para la evaluacion de la resistencia al estrés hidrico por cada tratamiento se regaron todas las
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plantas hasta el punto de capacidad de campo. Posteriormente se dividié a las plantas en 2
bloques en donde se tomaron los datos de conductividad estomética diariamente, en el primer
blogque de plantas se continué regando normalmente y en el segundo bloque de plantas se

excluy6 el suministro de riego hasta que las plantas bordeen el punto de marchites permanente.

5.9. Reconocimiento morfolégico de hongos endofitos

Durante el proceso de evaluacion de las cuatros cepas de hongos endofitos seleccionadas se
realizo el reconocimiento morfoldgico a través de la técnica de la tincion de azul de metileno. El
azul de metileno tifie la pared del hongo permitiendo una facil visualizacion y reconocimiento de

sus estructuras morfoldgicas en el microscopio.
Procedimiento:

a. Se selecciona las colonias purificadas de los hongos endéfitos aisladas.

b. Poner una gota de azul de metileno en el portaobjetos.

c. Con el lado adhesivo de la cinta de 2 cm, tocar la parte superior de hongo.
d. Colocar la cinta sobre la gota de azul de metileno.

e. Observar al microscopio en aumento de 10x, 40x y 60x.

5.10. Analisis de biomasa fresca y seca

Este indicador nos permite analizar el crecimiento (acumulacion de biomasa) de las plantulas de
tomate de arbol, donde se tomo el peso fresco y seco de la parte aérea de la planta (hojas, tallo) y

las raices.
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Este proceso se realizé a los 90 dias del trasplante:

5.10.1. Biomasa fresca: para determinar la biomasa fresca se procedio a separar la parte aérea y
el sistema radicular, posteriormente las muestras se pesaron en una balanza gramera.

5.10.2. Biomasa seca: para determinar la biomasa seca se usaron las muestras previamente
pesadas en fresco y se colocaron en una estufa a 80°C durante 24 horas para luego ser

pesadas en una balanza gramera.

5.11. Anadlisis quimico sustrato

Se tomd un 1kg de turba y sustrato de vivero, utilizados en el ensayo, estas muestras se enviaron
para el analisis quimico de N, P, K y pH, al laboratorio de manejo de suelos y aguas del INIAP
Estacion Experimental del Austro con la finalidad de obtener el andlisis quimico del material
utilizado (Tabla 4) y registrar si su composicion indice en el comportamiento de la inoculacion
de los hongos endéfitos. Ademas, se enviaron las muestras de turba y sustrato de vivero para el
andlisis de materia organica (%), al laboratorio de fisica de suelos de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad de Cuenca (Tabla 5).

Tabla 4. Analisis quimico de N, P, K, Ca'y Mg en turba y sustrato de vivero.

Turba

Determinacion valor Ca (meq 100 Mg (meq

N (ppm) | P (ppm) | K(ppm)
unidad ml) 100 ml)
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Alto 189 53 9 4.0
Medio 0.3
Bajo
pH 5.88
Sustrato de vivero
Determinacion  valor Ca (meq 100 Mg (meq
unidad N (ppm) P (ppm) | K (ppm) ml) 100 ml)
Alto 247 84 11 19
Medio 3.0
Bajo
pH 5.84

Tabla 5. Analisis quimico de materia organica de turba y sustrato de vivero.

Muestra Materia organica %
Turba 59.05
Sustrato de vivero 11.15
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5.12. Disefo experimental y analisis estadistico

En el experimento para la evaluacién de los hongos endofitos durante la germinacion y trasplante
se utilizé un disefio completo al azar (DCA) bajo 2 condiciones la primera es in vitro (Tabla 6) y
la segunda en vivero (Tabla 7), con 5 Tratamientos, 1 testigo y 1 control. Asimismo, las cepas de
cada tratamiento se identifican con letras mayusculas A, B, C, D y E (Mezcla A, B, C y D),
testigo y control en vivero de los cuales se enviaron las cepas, para la secuenciacion e

identificacion.

Tabla 6. Disefio experimental para la evaluacién de los hongos endéfitos in vitro, en la

germinacion de semilla de tomate de arbol, disefio completo al azar (DCA).

TRATAMIENTO | CONDICION N° DESCRIPCION
CEPA REPETICIONES

A in vitro 10 Cepa seleccionada A + MS
liquido

B in vitro 10 Cepa seleccionada B+ MS
liquido

C in vitro 10 Cepa seleccionada C+ MS
liquido

D in vitro 10 Cepa seleccionada D+ MS
liquido

E in vitro 10 Mezclas cepas seleccionadas
A, B, C, D+ MS liquido

TESTIGO in vitro 10 Sin inoculo + Ms liquido
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Tabla 7. Disefio experimental para la evaluacion de los hongos endofitos en vivero, en la

germinacion de semilla de tomate de arbol, disefio completo al azar (DCA).

TRATAMIENTO | CONDICION | N° REPETICIONES DESCRIPCION
CEPA

A Vivero 10 Cepa seleccionada A+ turba
esteéril

B Vivero 10 Cepa seleccionada B+ turba
esteéril

C Vivero 10 Cepa seleccionada C+ turba
esteéril

D Vivero 10 Cepa seleccionada D+ turba
esteéril

E Vivero 10 Mezclas cepas seleccionadas A,
B, C, D + turba estéril

Testigo Vivero 10 Sin inoculo + turba estéril

Control Vivero 10 Sin in6culo + Turba sin

esterilizar.

6. RESULTADOS

El tipo y las caracteristicas de los datos fueron analizados mediante el anélisis de medidas de

tendencia central a través del programa InfoStat L. El nivel de significancia (alfa) seleccionado

para identificar diferencias estadisticamente significativa fue de 0.05.
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6.1. Germinacion

Debido al tipo de datos obtenidos como resultados de la germinacién de semillas de tomate de
arbol inoculadas con hongos endofitos rizosféricos, tanto in vitro como en vivero se realizé un

andlisis de medidas de tendencia central y no un andlisis estadistico.

6.1.1. Germinacion in vitro

La germinacion de semillas de tomate de arbol inoculadas con las cepas A, B, C, D E y testigo en

medio MS liquido, muestra germinacion Unica en la cepa B y en el testigo (Figura 1).

-
o

Numero semillas a los 45 dias
{unidades)
O =2 N W b OO O N 00 ©

A B c D E TESTIGO

Figura 1. Numero de semillas germinadas bajo condiciones in vitro.

En la Figura 1, se observa que la cepa B presenta la Unica semilla germinada, resultado similar al
de las cepas A, C, D y E donde no se registré germinacion alguna, por el contrario, el Testigo
alcanzd una germinacion del 50%, lo que indica un efecto negativo de las cepas de hongos
inoculadas en condiciones in vitro sobre el proceso de germinacién, probablemente debido a la
interaccion entre el hongo y la semilla, ya que el micelio del hongo colonizé aceleradamente la
testa de la semilla impidiendo la respiracion normal de ésta. Ademas se pudo destacar que, en

vista de que las semillas del tratamiento testigo alcanzaron una germinacion maxima del 50%, la
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calidad de éstas probablemente no fue la éptima o pudo ser afectada durante el proceso de

desinfeccion.

En cuanto al periodo de germinacidn que se muestra en la Figura 2, el Tratamiento B presenta la
Unica germinacion a los 14 dias en comparacién con el Testigo que muestra un periodo de
germinacion entre los 16 y 23 dias. Ya que los datos no difieren significativamente entre ellos y
no son concluyentes, se presentd como un resultado que muestra que para el tomate de arbol las
pruebas de germinacion con hongos podrian no ser apropiadas en condiciones in vitro por lo

menos con las cepas que se evaluaron en el presente estudio.

Numero de semillas germinadas (10u)
(<]

o E —»—TESTIGO |

Figura 2. Curvas de germinacion in vitro obtenidas a partir de semillas de tomate de &rbol

inoculadas con hongos endofitos.

6.1.2. Germinacion en vivero.

El resultado de la germinacion de Solanum betaceum Cav. bajo condiciones de vivero en turba

estéril usando semillas previamente desinfectadas se puede apreciar en la siguiente Figura 3.
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N° semillas germinadas - vivero.

A B c D E

TESTIGO CONTROL

=

Numere seillas a los 45 dias
(unidades)
QO = N W AT &~ O o

Figura 3. Numero de semillas de tomate de arbol germinadas bajo condiciones de vivero,

sometidas a la inoculacion de hongos enddfitos pre siembra.

A los 45 dias de la siembra, las cepas A, B, C, E muestra un mayor numero (1-2 semillas) de
semillas germinadas en comparacion con el Testigo y el control, siendo la cepa B el tnico en el
que todas las semillas germinaron, por el contrario la cepa D fue el que registré el menor numero

de semillas germinadas.

Numero semillas germinadas (10u)

0 3 6 10 13 16 19 23 26 9 32 3 ] 42 45
DIAS

—a—A A B —a—C —8—CONTROL —e—D o E —e—TESTIGO |

Figura 4. Dias de germinacion en vivero obtenido a partir de semillas de tomate de arbol

inoculadas con hongos endofitos.
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En la Figura 4, las curvas de germinacion indican que las cepas A y B tienden a reducir periodo
de germinacion total entre 25 y 30 dias, mientras que el Testigo y el Control muestran un periodo

de germinacion entre 29 a 40 dias de manera similar a lo observado en las cepas C, D y E.

Estos resultados nos muestran por una parte que para la evaluacion de la germinacion de semillas
de tomate de arbol inoculadas con hongos endofitos la siembra en sustrato es una metodologia
mas apropiada ya que en este caso se obtuvo un mayor nimero de plantas en todos los
tratamientos. Por otra parte, se puede destacar que el tiempo que tardaron en germinar las
semillas inoculadas con las cepas A y B se redujo de forma considerable al compararlo con el
control sin indculo y los demas tratamientos, que alcanzaron su mayor germinacion entre 8 y 10

dias después.

6.2. Trasplante

6.2.1. Trasplante en condiciones de in vitro

En frascos plasticos que contenian turba estéril, se trasplantaron de forma individual 10 plantulas
de tomate de arbol previamente germinadas en sustrato estéril e inoculadas con cada uno de los
cuatro tipos de cepas (A, B, C, D) aisladas de raices de solanaceas, una mezcla de las cuatro
cepas (E), y el testigo (sin cepa de hongo), obteniéndose un total de 6 tratamientos y 10
repeticiones. La siembra se realiz6 bajo condiciones estériles y el ensayo se mantuvo en el cuarto

de crecimiento del Laboratorio de Propagacion in vitro de plantas.
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6.2.1.1.  Periodo de sobrevivencia de plantulas inoculadas

NUMERO PLANTAS VIVAS (unidades)

6 :r! é 1‘0 1‘3 1‘5 1’9 2’3 2‘6 2‘ 9 3‘2 3‘5 9 4‘2 4‘ 5
DIAS

|+A LB o ¢ —+—D O E < TESTIGOD |

Figura 5. Curvas de sobrevivencia de plantulas de tomate de arbol inoculadas con hongos
endofitos al momento del trasplante en condiciones in vitro.

La Figura 5, muestra que la tasa de sobrevivencia post trasplante fue del 100% hasta los 12 dias,
pero a partir de este periodo, las plantas empezaron a morir progresivamente, reduciéndose en el
mejor de los casos a tres plantas en el tratamiento Testigo que fue el que presenté mayor nimero
de plantas vivas. En general todos los tratamientos presentaron una baja sobrevivencia de
plantulas, registrandose incluso un 100% de mortalidad en los tratamientos D y E posiblemente
debido a las condiciones in vitro establecidas para el ensayo, en donde los hongos aprovecharon
rapidamente los nutrientes e invadieron la parte aérea de la planta. A los 45 dias la minima
supervivencia de las plantas nos indic6 que el sistema de inoculacién de hongos en plantulas de
tomate no es el adecuado en condiciones in vitro ya que incluso las plantulas del tratamiento
testigo se vieron afectadas. El estrés propio del trasplante, sumado al cambio a un sistema in

vitro son factores que podrian haber influido en los resultados obtenidos.
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6.2.1.2.  Periodo de crecimiento

Gréaficos de dispersion obtenidos a partir de registro de alturas de plantulas de tomate de arbol

inoculadas en condiciones estériles en sustrato con hongos endofitos.
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Figura 6. Desarrollo de plantulas de tomate de  Figura 7. Desarrollo de plantulas de tomate de

arbol inoculadas con hongo enddfito-cepa A. arbol inoculadas con hongo enddfito-cepa B.
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Figura 8. Desarrollo de plantulas de tomate de Figura 9. Desarrollo de plantulas de tomate de

arbol inoculadas con hongo enddfito-cepa C. arbol inoculadas con hongo endéfito-cepa D.
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Figura 10. Desarrollo plantulas de tomate Figura 11. Desarrollo de plantulas de tomate de
de arbol inoculadas con hongo endéfito- arbol sin inoculo con hongo endéfito-Testigo.

cepa E.

Los resultados a partir del muestreo de las alturas de plantulas de tomate de arbol en condiciones
estériles en sustrato, indica que no existe una variacion representativa entre los cepas A, B, C, D,
E ni en el Testigo (Figura 11), pese a que éste Ultimo muestra una crecimiento algo mayor en
ciertas plantas. Estos resultados indican que no existe un efecto evidente de los diferentes
tratamientos sobre la altura y el periodo de desarrollo de las plantas en condiciones estériles

dentro del laboratorio.

6.2.1.3. Diametro

En la Figura 12, los promedios del diametro del tallo de las plantulas de tomate de arbol de las
cepas A, B y C obtenidos a los 45 dias, muestran un leve efecto sobre el desarrollo del diametro.
De similar manera, la dispersion de puntos de las cepas A, B y C muestran una mejor agrupacion
en comparacion con las cepas D, E y el Testigo que presentan promedios menores y una mayor
dispersion de los datos, sin embargo, la prueba de Fisher con un 95% de intervalo de confianza,

mostrd que no existe una diferencia estadisticamente significativa como se indica en la (Tabla 8).
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Figura 12. Didmetro de tallo obtenido en plantas de tomate de arbol luego de 45 dias de

inoculacion con hongos endofitos en condiciones de laboratorio. (Puntos verdes=muestras,

diamantes rojos=promedios).

Tabla 8. Andlisis de varianza didmetro de plantulas 45 dias en condiciones de laboratorio.

Suma  de | Cuadrados
DF cuadrados | medios F Pr>F
Modelo 5 0.2642 0.0528 0.5817 0.7157
Error 6 0.5450 0.0908
Correccion
Total 11 0.8092
6.2.1.4. Hojas

En la Figura 13, se observa que el nimero promedio de hojas obtenido en los diferentes

tratamientos muestra un leve incremento en el cepa B respecto a las otras cepas y el Testigo,

mientras que las cepas A, C, D y E, no superan al testigo y en la mayoria de casos presentan un

numero de hojas menor a este. Por otra parte, la dispersion de datos obtenida indican que las

cepas B, D y E exhiben resultados mas homogéneas y estables.
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Figura 13. NUmero de hojas en plantas de tomate de arbol luego de 45 dias de inoculacién con

hongos endéfitos (cepas A, B, C, D, E). (Puntos verdes=muestra, diamantes rojos=promedio).

Podemos destacar también que el Tratamiento D fue el que menor nimero de hojas presento,
evidenciando un efecto negativo en cuanto a este parametro evaluado. De igual manera se
observa que en este tratamiento el nimero de plantas evaluadas fue menor, lo que evidencia un

efecto no favorable de esta cepa.

6.2.1.5. Altura.
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Figura 14. Altura de plantulas de tomate de arbol luego de 45 dias de la inoculacion con hongos

enddfitos (A, B, C, D, E). (Puntos verdes = muestras, diamantes rojos =promedios).

En la Figura 14, los promedios de altura de las plantas con las cepas A, B y D muestran un leve

incremento en comparacion con el Testigo, mientras que las cepas C y E registran una altura
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estos resultados se puede mencionar que no existe un efecto significativo de las cepas sobre la
altura de las plantas. De similar manera la dispersion indican que los datos con las cepas By D

muestran una agrupacion mas consistente.

Tabla 9. Andlisis de varianza altura de plantulas a los 45 dias inoculadas en condiciones de

laboratorio.
Suma de Cuadrados
DF cuadrados medios F Pr>F
Modelo 5 8.7586 1.7517 0.5616  0.7278
Error 12 37.4305 3.1192
Correccion
Total 17 46.1890

6.2.1.6. Biomasa

Gréficos de dispersion creadas a partir del muestreo a los 45 dias de la biomasa radicular y area

de plantulas de tomate de arbol inoculadas con hongos endéfitos en condiciones de in vitro.
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Figura 15. Peso seco de biomasa radicular de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (punto redondos verdes=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Figura 16. Peso fresco de biomasa radicular de plantulas de tomate de arbol de 45 dias,
inoculadas con hongos endofitos (puntos redondos verdes=muestras, diamantes

rojos=promedios).
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Figura 17. Peso seco de biomasa aérea de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (Puntos redondos verdes=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Figura 18. Peso fresco de biomasa aérea de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (Puntos redondos verde=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Respecto al peso fresco y seco de la biomasa aérea, los valores registrados de las cepas A, B, Cy

el testigo no exhiben diferencias importantes entre ellos, mientras que de las cepas D y E

nuevamente muestran diferencias significativas respecto a los otros tratamientos y el testigo .

Tabla 10. Andlisis de varianza biomasa aérea fresca plantulas inoculadas en condiciones de in

vitro.
Suma de Cuadrado
DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 5 146277.63 29255.53  13.5502 0.0001
Error 12 25908.50 2159.04
Correccion
Total 17 172186.13

Tabla 11. Prueba de Fisher biomasa aérea fresca plantulas inoculadas en condiciones de in vitro.

Diferencia Valor Pr >

Contraste Diferencia estandarizada  critico Diff Significancia
TESTIGO vs A 49.5000 1.3047 2.1788 0.2165 NS
TESTIGO vs D 209.5000  5.5220 2.1788 0.0001  Yes
TESTIGO vs E 171.5000  4.5204 2.1788 0.0007  Yes
TESTIGO vs B 65.5000 1.7265 2.1788 0.1099 NS
TESTIGO vs C 62.5000 1.6474 2.1788 0.1254 NS
LSD-valor: 82.6618
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Tabla 12. Analisis de varianza biomasa radicular fresca plantulas inoculadas en condiciones de

in vitro.

Suma de Cuadrados

DF cuadrados  medio F Pr>F
Modelo 5 1112.13 222.43 6.0730 0.0050
Error 12 439.50 36.63
Correccion
Total 17 1551.63

Tabla 13. Prueba de Fisher 95% intervalo de confianza biomasa radicular fresca plantulas

inoculadas en condiciones de in vitro.

Diferencia Valor Pr >

Contraste Diferencia estandarizada  critico  Diff Significancia
Avs TESTIGO 5.5000 11131 2.1788 0.2875 NS

TESTIGO vs D 17.0000 3.4404 2.1788 0.0049 ke

TESTIGO VS E 14,5000 2.9344 2.1788 00125  **

TESTIGO vs B 6.5000 1.3154 2.1788 0.2129 NS

TESTIGO vs C 3.0000 0.6071 2.1788 0.5551 NS
LSD-value: 10.7662

En las Tablas 10, 11, 12 y 13, tanto el peso fresco como el peso seco de raices de plantas de

tomate de arbol en condiciones in vitro, muestran un incremento en la cepa A, sin que este valor
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llegue a ser significativamente mayor al testigo, sin embargo, se observa una diferencia
significativa respecto a las cepas D y E en donde se registraron los valores méas bajos, lo que nos

indica un efecto negativo de esas cepas sobre el crecimiento radicular.

6.2.2. Trasplante en vivero

Se trasplantaron 10 plantulas de tomate de arbol previamente germinadas e inoculadas con cada
uno de los tratamientos (cepas, A, B, C, D, una la mezcla de las cuatro cepas E, y un testigo, sin
inoculacion del hongo) en sustrato de vivero previamente esterilizado y adicionalmente se
sembro un control absoluto en el mismo sustrato sin esterilizar; obteniéndose un total de 7
tratamientos con 10 repeticiones cada uno. En este caso el ensayo se mantuvo bajo condiciones

de invernadero.

6.2.2.1. Periodo de sobrevivencia

]
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Figura 19. Curvas de sobrevivencia de plantulas de tomate de arbol inoculadas con diferentes
cepas de hongos enddfitos (A, B, C, D, E, Control y Testigo) al momento del trasplante en

vivero.
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En la Figura 19, se puede observar que las cepas A y B muestran el mayor numero de plantas
prendidas a los 60 dias, mostrando las cepas A, B y C un prendimiento algo superior al Testigo.
Ademas se puede observar que el tratamiento B fue el Unico que mantuvo la totalidad de las
plantas vivas, 10 que no se consiguid en ninguna de los otros tratamientos ni en el testigo. Por el
contrario el tratamiento D evidencio un efecto negativo de la cepa de hongo, ya que fue en este

tratamiento en donde se perdieron la mayor cantidad de plantulas.

6.2.2.2.  Periodo de crecimiento en condiciones de vivero

Gréafico de dispersiones obtenidas a partir de las alturas de plantulas de tomate de arbol
inoculadas con hongos endofitos Cepa A, cepa B, Cepa C, cepa D, Cepa E, Tratamiento Testigo
y tratamiento control en condiciones de vivero. En las Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26,
obtenida a partir del muestreo de las alturas de plantulas de tomate de arbol en vivero, indica que
a cepa B muestra una tendencia mayor sobre la tasa de crecimiento en comparacion al Testigo y

Control; mientras la tasa de crecimiento de las cepas A, C, D y E es menor al Testigo y Control.
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Figura 20. Periodo de crecimiento de plantulas Figura 21. Periodo de crecimiento de plantulas
de tomate de arbol con inoculo de hongo de tomate de arbol con inoculo de hongo

endofito, cepa A. endofito, cepa B.
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Figura 22. Periodo de crecimiento de plantulas Figura 23. Periodo de crecimiento de plantulas

de tomate de arbol con inoculo de hongo de tomate de arbol con inoculo de hongo

enddfito, cepa C. enddfito, cepa D.
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Figura 24. Periodo de crecimiento de plantulas Figura 25. Periodo de crecimiento de plantulas
de tomate de arbol con inoculo de hongo de tomate de &rbol sin inoculo con hongo

enddfito, cepa E. enddfito, Tratamiento Testigo.
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Figura 26. Periodo de crecimiento de plantulas de tomate de arbol sin inoculo, condiciones

normales (sin esterilizacion), Tratamiento Control.

6.2.2.3. Diametro
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Figura 27. Didmetro de tallo obtenido de plantulas de tomate de arbol a los 60 dias, inoculadas
con hongos endofitos al momento del trasplante en vivero (Cuadrados negros indican los

promedios obtenidos).

En la Tabla 14, se presenta el andlisis estadistico, el cual no muestra una diferencia significativa
entre las cepas evaluadas; mientras que los promedios obtenidos indican que la cepa B presenta

valores mas cercanos a los obtenidos en los tratamientos Control y el Testigo.
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Tabla 14. Andlisis de varianza del diametro de las plantulas condiciones de vivero, luego de 60

dias de inoculadas con los diferentes tratamientos.

Suma de Cuadrados
DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 6 1.6809 0.2802 0.8908 0.5129
Error 33 10.3781 0.3145
Correccion
Total 39 12.0590

6.2.2.4. Altura
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Figura 28. Alturas obtenidas de plantulas de tomate de arbol a los 60 dias, inoculadas con

hongos endéfitos al momento del trasplante en vivero (Cuadros negros indican promedios).

El anélisis de varianza (Tabla 15) indica que la altura de la plantas a los 65 dias no muestran una
diferencia significativa entre las cepas; en cuanto se refiere a los promedios registrado se observa
una pequefa variacion de la cepa B el cual presenta un valor superior al Control, mientras las

cepas A y B presentan promedios superiores al Testigo.
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Tabla 15. Andlisis de varianza altura plantulas a los 60 dias inoculadas en condiciones de vivero.

Suma de Cuadrados
DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 6 12.3841 2.0640 1.7747  0.1349
Error 33 38.3800 1.1630
Correccion
Total 39 50.7641
6.2.25. Hojas
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Figura 29. Numeros de hojas obtenidas de plantulas de tomate de arbol a los 60 dias, inoculadas

con hongos enddfitos al momento del trasplante en vivero (Cuadros negro indican promedios).

De acuerdo al andlisis de varianza (Tabla 16), no existe una diferencia significativa entre las
cepas, en cuanto al anélisis de los promedios es de similar manera, no muestran un efecto visible

entre ellos.
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Tabla 16. Analisis de varianza numero de hojas a los 60 dias plantulas inoculadas en vivero.

Suma de Cuadrados

DF  cuadrados  medio F Pr>F
Modelo 6 3.9095 0.6516 0.2387  0.9605
Error 33 90.0905 2.7300
Correccion
Total 39 94.0000

6.2.2.6. Biomasa

La biomasa registrada a los 45 dias de inoculacion con los diferentes cepas, en las Figuras 30,
31,32 y 33 evidencian una variacion en el peso seco y fresco de las raices de plantas de tomate de
arbol inoculadas con la cepa B en comparacion con el testigo, siendo los testigos y la cepa E los
que presentaron los pesos mas bajos tanto en la biomasa aérea como en la radicular, por el
contrario el tratamiento control presenta una mayor acumulacion de biomasa area seca y fresca,

en lo que respecta a los demas tratamientos.
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Figura 30. Peso seco de biomasa radicular de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (punto redondos verdes=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Figura 31. Peso fresco de biomasa radicular de plantulas de tomate de arbol de 45 dias,

inoculadas con  hongos
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Figura 32. Peso seco de biomasa aérea de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (punto redondos verdes=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Figura 33. Peso fresco de biomasa aérea de plantulas de tomate de arbol de 45 dias, inoculadas

con hongos endofitos (punto redondos verdes=muestras, diamantes rojos=promedios).
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Tabla 17. Analisis de varianza biomasa radicular (Figuras 30 y 31), de plantulas de tomate de

arbol a los 45 dias inoculadas en condiciones de vivero.

Suma de Cuadrados

DF cuadrados medio. F Pr>F
Modelo 6 1306.4711 217.7452 2.3986  0.1387
Error 7 635.4713 90.7816
Correccion
Total 13 1941.9423

Tabla 18. Andlisis de varianza biomasa aérea (Figuras 32 y 33), de plantulas de tomate de arbol

a los 45 dias inoculadas en condiciones de vivero.

Suma de Cuadrados

DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 6 5337.2661  889.5443 0.8360 0.5785
Error 7 7448.6963  1064.0995
Correccion
Total 13 12785.9623

El anélisis de varianza (Tablas 16,17 y 18) de las cepas evaluados no muestran una diferencia
significativa entre ellos; en cuanto se refiere a los promedios obtenidos se puede observar que la
cepa D tiende a ser mayor (Figura 34) en comparacion con el Control y el testigo, mientras las

cepas A y B muestran una leve superioridad al Testigo.
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6.2.2.7. Areafoliar
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Figura 34. Area foliar de plantulas de tomate de arbol luego de 60 dias de inoculacion con

hongos endofitos, en condiciones de vivero.

Tabla 19. Analisis de varianza area foliar plantulas a los 60 dias inoculadas en condiciones de

vivero.

Suma de Cuadrados

DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 6 4998.3973 833.0662 1.0207 0.4303
Error 31 25302.1163 816.1973
Correccion
Total 37 30300.5136

6.2.2.8. Conductividad estomatica

La conductividad estomatica permite identificar si los hongos evaluados crean un efecto frente
al déficit hidrico en las plantas de tomate de arbol, las cepas A, C, D y E (Figuras 35, 36, 37 y
38) mostraron un leve efecto frente al Control (Figura 41), que no fue estadisticamente

significativo, lo que sugiere que la capacidad de respiracion de los estomas podria verse afectada
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por el tipo de cepa de hongo endofito inoculado, los resultados obtenidos se generaron a partir de
un ensayo de 9 dias con riego y sin riego, donde se sometieron a todos los tratamientos a

similares condiciones, cuyos resultados se indican mediante figuras de dispersion.
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Figura 35. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento A.
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Figura 36. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento B.

mmol/m2seqy
a
5]
=]
.

. y =-1.7001% + 250.43
300 » - R = 0.0007
200 .
. .
100 T H M
bt - y=-3587x+35213 T @
. . . R® = 0.4551 s . o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias
s CONRIEGO ® SINRIEGO
--------- Lineal (CON RIEGO ) +renees Lineal (SIN RIEGO)

Figura 37. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento C.
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Figura 38. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento D.
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Figura 39. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento E.
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Figura 40. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento Testigo.
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Figura 41. Conductividad estomatica de las plantulas inoculadas - Tratamiento Control.

6.2.2.9. Indice de Concentracion de Clorofila (CCI)
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Figura 42. indice de concentracion de clorofila (CCI) obtenida de plantulas de tomate de arbol a

los 60 dias, inoculadas con hongos endofitos al momento del trasplante en vivero.

El andlisis estadistico del indice de concentracion de clorofila (CCI) no indica diferencias
estadisticamente significativas, mostrando asi que no existe una diferencia representativa entre

las plantulas inoculadas con hongos endofitos, el testigo y el control.
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Tabla 20. Analisis de varianza (CCI) plantulas a los 60 dias inoculadas en condiciones de

vivero.
Suma de | Cuadrados
DF cuadrados medio F Pr>F
Modelo 6 236.4604 39.4101 1.6915 0.1542
Error 33 768.8693 23.2991
Correccion
Total 39 1005.3298

6.2.2.10. Reconocimiento morfoldgico

La diversidad morfologica de los hongos endofitos aislados de las raices de la familia Solanacea
permitio separarlos en 4 morfo tipos. Ademas, mediante la secuenciacion a cargo de la empresa
Macrogen, se logré reconocer tres de los cuatro hongos aislados. Mientras tanto en el laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca se logrd

reconocer el hongo faltante (Tabla 21).

Tabla 21. Caracteristicas fisicas de los hongos endéfitos aislados de las raices de Solanacea.

Morfotipos Origen Color Forma
Tomate de arbol
Cepa A (Fusarium sp.) (Yanuncay) Blanco Sub-globosa
Tomate de arbol Globosa a
Cepa B (Chaetomium sp.) (Yanuncay) Pardo Subglobosa

Cepa C (Cephalosporium sp.) Palo blanco (Guachapala) | Blanco Sub-globosa

Cepa D (Cochliobolus sp.) Tomate de arbol (Paute) Negro Globosa

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. y Larriva W. 2017.
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Se realizd la tincion con azul de metileno a las cepas identificadas con la finalidad de reconocer

su morfologia, a su vez se realizd la medicion sus estructuras (hifas, conidiéforos y esporas) con
el programa Scopelmage 9.0, para diferenciar las caracteristicas de los hongos enddfitos aislados
de raices de plantas de la familia Solanacea y evaluados en la germinacion y trasplante de tomate

de arbol (Solanum betaceum Cav).

Cepa A (Fusarium sp). Presento hifas septadas de una longitud 73.204 pum y con un didmetro de
5.215 um; ademas presento conidioforos de una longitud de 24.687 um, hasta 83.729 um
ramificadas con esporas que miden una longitud de 12.424 um septadas en el conidiéforo con un
diametro de 4.286 um. Ademas, las esporas desarrolladas presentan una forma de media luna con
longitud 35.872 um con un didmetro de 3.856 um y el aleuriospora esta implantado sobre el

espordforo (Imagen 1).

L=24.687um

L=12778um
£=10.155um

Imagen 1. Hongo endoéfito evaluada y aislada de la Cepa A (Fusarium sp).

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Cepa B (Chaetomium sp). Constituidos por varios peritecios de manera paralela con longitud de
115.481 pum con un diametro de 4.474 um, hifas septadas y ascosporas que estan dentro de ascas
que emergen del peritecium que mide un diametro de 86.051 um y las ascosporas son de color

pardo oscuro (Imagen 2).
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Imagen 2. Hongo endofito evaluada y aislada de la cepa B (Chaetomium sp).

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Cepa C (Cephalosporium sp). Formados por hifas con micelio septadas, de conidiéforos de una
longitud de 143.238 um, hasta 112.458 um y de un diametro de 4.800 um vy la longitud de las
esporas de 16.373 pm con un didmetro de 5.175 pm ademas, el aleuriospora que estan

implantadas directamente sobre el esporéforo (Imagen 3).

L=112 458um

L=4.8000Gm

£ k=s.000um

Imagen 3. Hongo endofito evaluada y aislada de la cepa C (Cephalosporium sp). Fuente:

Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. y Larriva W. 2017.
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Cepa D (Cochliobolus sp). Constituidos por hifas longitudinales que presentan septos tabicadas

con una longitud de 78.299 um con didmetro 5.824 pum, con esporoforos de 31.318 um de
longitud y de un didmetro 4.327 um. Ademas, el conidioforo estd implantado en la hifa que mide
98.125 um de longitud, ramificados y las esporas poseen una longitud de 13.321 pm con un

didmetro de 10.480 pum, alantospora septadas que miden 9.440 um (Imagen 4).

Imagen 4. Hongo enddfito evaluado y aislada de la cepa D (Cochliobolus sp).

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017

La morfologia de las cepas evaluadas en los ensayos aisladas de plantas de tomate de arbol
(Solanum betaceum Cav.) y palo blanco (Solanum auriculatum), cepa A de forma subglobosa de
color blanco (Imagen 5), cepa B de forma globosa a subglobosa de color pardo (Imagen 6), cepa
C de forma Globosa de color blanco (Imagen 7) y la cepa D de forma globosa de color negro

(Imagen 8).
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Imagen 5. Crecimiento y forma miceliar cepa  Imagen 6. Crecimiento y forma miceliar cepa
A (Fusarium sp). B (Chaetomium sp).

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017 Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017

Imagen 7. Crecimiento y forma miceliar cepa  Imagen 8. Crecimiento y forma miceliar cepa

C (Cephalosporium sp). D (Cochliobolus sp).
Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. y Larriva Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017
W. 2017
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados en laboratorio, evidencian que las
condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos no fueron apropiadas para la germinacion
de las semillas de tomate, ya que se pudo observar un crecimiento acelerado de los hongos
aislados en condiciones in vitro impidiendo la germinacién de las semillas en lugar de
favorecerla. Esta situacion podria ser mejorada usando la técnica descrita por Pérez et al, (2012),
para la inoculacion de micorrizas en plantas de mora la misma que se basa en el conteo de
esporas y no en la inoculacién de una solucién miceliar, metodologia descrita por Bayman y
Otero, (2006), para la inoculacion de micorrizas en Vainilla planifolia, la misma que fue usada
en el presente trabajo. Sin embargo, al no presentar los hongos evaluados un efecto positivo
evidente, los resultados no permiten descartar la metodologia de trabajo ya que en el caso de
encontrar hongos micorrizicos, los resultados en laboratorio podrian ser diferentes, e incluso mas
claros y rapidos como para discernir entre cepas con efecto positivo y negativo en el desarrollo

de las plantas.

Por otra parte se debe mencionar que es importante tener bien definido el sistema de
establecimiento in vitro de las semillas a usar y realizar pruebas previas de viabilidad de las
mismas, ya que los resultados obtenidos muestran solo un 50% de germinacion in vitro en el
tratamiento testigo, lo que indica un efecto negativo en las semillas, efecto que no se observé en
el ensayo en vivero, posiblemente por las condiciones ambientales como la temperatura y/o la

humedad.

Finalmente de acuerdo a los resultados datos obtenidos en condiciones de laboratorio, se

destacara que las cepas D y E presentaron resultados significativamente menores al testigo
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respecto al peso fresco y seco de la raiz, siendo éstos mismos tratamientos los que presentaron
los menores pesos de &rea foliar tanto fresca como seca. Estos resultados muestran que el sistema
de evaluacion del desarrollo simbidtico de plantulas de tomate in vitro podria ser util para
discernir rapidamente entre cepas con efectos positivos y negativos, como un sistema de
seleccion previo a un ensayo en campo, en donde se podra evaluar un efecto més cercano a la

realidad del cultivo.

Respecto a los resultados obtenidos en los ensayos en vivero se puede mencionar que semillas y
plantas tuvieron una mejor respuesta en éstas condiciones ya que se pudo obtener un mayor
numero de semillas germinadas y un mayor niumero de plantas vivas en los diferentes ensayos,
con lo cual Klironomos (2003), menciona que un inoculo nativo se encuentra adaptado a las
condiciones externas siendo estas unas de las causas de su mejor comportamiento; sin embargo
no se pudo evidenciar un efecto positivo significativo consistente en ninguno de los tratamientos
evaluados, no obstante se puede destacar que los resultados obtenidos en la cepa B (Chaetomium
sp), presentaron el 100% de germinacion y resultados similares e incluso ligeramente superiores
al testigo y el control en algunos parametros evaluados, sin que éstos lleguen a ser significativos
como lo demuestran Esmeralda et al, (2012), en su estudio con hongos del género Glomus y
plantas de Carica papaya en el que registrd incrementos en el crecimiento del 400 al 1000% en

condiciones de vivero

De similar manera Gonzalez Mendoza et al, (2015), en su estudio con los hongos Glomus sp y
Glomus intraradices inoculados en plantas Capsicum annum registraron efectos significativos en
la altura (2.11 - 5.63), nimeros de hojas (5.86 — 10.66), y diametro de tallo (0.14 — 0.22 mm)

mientras que en nuestro estudio la inoculacion del hongo aislado evaluado en la cepa B
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(Chaetomium sp), proporciono un leve efecto en el nimero de hojas (3 - 4), altura (3.65 — 5.45)
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en comparacion el testigo (sin inoculo).

Por el contrario se menciona que los resultados de biomasa radicular seca obtenidos en la cepa B
(Chaetomium sp), presentaron diferencias superiores significativas respecto al testigo sin
inoculo, sin que éstas superen al tratamiento control (sustrato sin esterilizar) lo que evidencia la
importancia que tienen los microorganismos en el desarrollo de las plantas (BS Saharan, 2011).
Castro (2009), en su estudio con hongos micorrizicos en plantas de Chirimoya (Annona
cherimola) observo que estas extendian la exploracion radicular, mejorando la tolerancia al
estres hidrico, no obstante en el ensayo con tomate de arbol no se pudo evidenciar una mejora en
la tolerancia al estrés hidrico pese a que el area radicular aumento, estos resultados se opone a los
reportados por (Pérez etal. 2012) en plantulas de Rubus glaucus y en Musa paradisiaca en
donde la simbiosis redujo el estrés hidrico y mejoré el funcionamiento fotosintético y estomatico

durante el proceso de micropropagacion (Thacker & Jasrai 2002).

De forma general, a excepcion de la biomasa radicular que fue superior en la cepa B
(Chaetomium sp), respecto al testigo, no se encontraron otras diferencias importantes entre los
tratamientos, sin embargo se puede resaltar un efecto ligeramente superior de la cepa B
(Chaetomium sp), en la germinacion, supervivencia y altura, y resultados similares al control en
otros pardmetros como didametro del tallo, conductancia estomatica, nimero de hojas e indice de
concentracion de clorofila. Esto es importante resaltar ya que se debe tener en cuenta que en el
tratamiento control, en donde el suelo no fue esterilizado el suelo, existe una diversidad de
microorganismos pueden influir positiva o negativamente el desarrollo de la planta, mientras que
en los tratamientos y especificamente en el caso de la cepa B (Chaetomium sp), lo que

observamos es el efecto del hongo como el inico microorganismo asociado a la planta.
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Cav. observando una respuesta positiva en el desarrollo vegetativo (mayor altura de tallo, mayor
numero de hojas) en relacion al testigo, sin presentar un reporte detallado de los datos obtenidos.

La informacion respecto al efecto de los hongos en el desarrollo de plantas de Solanum betaceum

Cav es practicamente nula, siendo este un aporte inicial para continuar con este tipo de estudios.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la germinacion in vitro y en vivero se logro identificar
que la cepa de hongo enddfito rizosférico evaluada en el tratamiento B (Chaetomium sp.) mostro

una tendencia a mejorar el tiempo y nimero de semillas germinadas.

Mientras tanto la inoculacion de hongos endofitos durante el trasplante presentd una tendencia
positiva con el tratamiento B (Chaetomium sp), mejorando levemente la tasa de crecimiento,
biomasa radicular, area foliar y procesos fisioldgicos por lo que se sugiere su conservacion y

evaluacion en conjunto con otras cepas.

Al identificarse un leve efecto promotor sobre la germinacion y desarrollo de plantulas de
Solanum betaceum Cav se reconocio los diversos hongos aislados: cepa A (Fusarium sp), cepa B
(Chaetomium sp), cepa C (Cephalosporium sp), cepa D (Cochliobolus sp), destacandose entre

estas las cepas B y C.

Por lo cual, se recomienda realizar nuevos estudios que permitan estudiar en diversas
condiciones los hongos reconocidos e identificar los hongos endofitos rizosféricos con potencial

para su aplicacion como biofertilizantes.
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10. ANEXOS

Proceso de aislamiento y seleccion de cepas de hongos enddfitos rizosféricos cultivables.

Anexo 1. Seleccién de raices para aislamiento.  Anexo 2. Seleccidn de cepas para aislamiento.

13/02/2010

Fuente: Gutiérrez, C. Pomagquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Anexo 3. Repique de hongos enddfitos en Anexo 4. Cepas aisladas de hongos endofitos en

camara estéril. PDA.

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. g ente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.
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Proceso de germinacion de semillas de tomate de arbol inoculadas con hongos enddfitos en

in vitro y vivero.

Anexo 5. Proceso germinacion in vitro Anexo 6. Proceso germinacion in vitro

Tratamiento cepa B. Testigo.

LI02/20/30

06/02/2011

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Anexo 7. Germinacion semillas tomate de Anexo 8. Germinacion semillas de tomate de

arbol Tratamiento cepa B en vivero. arbol Control en vivero.

s n ——— - -v,f-w:’nﬂ'm;
LA

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.
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Anexo 9. Inoculacién Germinacién en in Anexo 10. Inoculacién Germinacion en

vitro. vivero.

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

GUTIERREZ CHRISTIAN, POMAQUIZA LUIS — CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA 96



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Proceso de trasplante de plantulas de tomate de arbol inoculadas con hongos endéfitos en

in vitro y vivero.

Anexo 11. Solucion miceliar para inoculacion Anexo 12. Inoculacion de hongos en

condiciones estériles.

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Anexo 13. Trasplante en condiciones estériles. Anexo 14. Crecimiento plantula de tomate

de arbol tratamiento G.

p3/oe/2011

c4/03/2001

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.
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Anexo 15. Crecimiento de plantulas tomate de Anexo 16. Plantulas de tomate de arbol a los

arboles inoculados en vivero. 60 dias luego de la inoculacion

e4/03/2011

Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.

Anexo 17. Plantula de tomate de &rbol Anexo 18. Plantula de tomate de &rbol

Tratamiento cepa B en vivero. Tratamiento cepa B en condiciones estériles.

1 < 1

1]
—
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Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017. Fuente: Gutiérrez, C. Pomaquiza, L. 2017.
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Anexo 19. Analisis quimico de sustrato (turba) usado durante el ensayo para trasplante en

condiciones estériles.

.
ESTACION EXPERIMENTAL DEL AUSTRO D
". LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
IHP" km 12 1/2 via El Descanso - BULLCAY - Gualaceo www(@iniap.gob.ec -
ooy e amdmsos Azuay - Ecuador TeleFax: (07) 2171161 o
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
[ s A Dl ISR AR 1T P TS LT 1 1 S OATOS DEG PHOPMGTARRE BT I T T R e s e R A R R ER T q 1 n e SR e P et
Nombre : CRISTIAN GUTIERREZ Teléfono: N/E
Direcci e-mail : NE
Ciudad : Paute
PROPIEDAD > -
g Parroquia: Paute
Provincia : Azuay Ubicacion: TUTUCAN
Cantén : Paute Latitud Longl
TEETLREANT TS
EEL
Identificacion TURBA Fecha Muestreo 24/02/2017 Fecha Andlisis : 15/05/2017
Cultivo Actual NE Fecha Ingreso 1 25/04/2017 Fecha 6 : 19/05/2017
INTERPRETACION
Alto
Medio
Bajo
Determinacién N P S Zn Cu Fe Mn B M.O.
Valor 189 53 4.0
Unidad (Ppm) (ppm) )
0 5 55 8 85 z z5 8 85
P 5.88 [rmEEen SRS FEREY) |
Muy Acido L i L i Alcalino
Acido Acido Acido Neutro Alcalino Alcalino
CE. ds/m I
No Salino Ligeramente Salino Salino Muy Salino
13,85
Téxico Alto s -l meq/100mL.
Liger .
I'v.o:'n':,m i Medio e
Adecuado Bajo 2% Materia Seca:
(meq/100mi) —rrrer 7 ~r 2% Humedad:
Exiractante n__Metodolog Extractante
NP Colorimetria Otsen T o Potenciométrica Suelo: Agua (1: 2.5) Niveles de Referencia Optimos
K, Ca, Mg Absorcion Modificado CE Conductometria Pasta Saturada N 20 40| S 10- 2|8 05 10 Na 05- 10
Zn, Cu, Fe, Mn Atomica pHBS Texura ‘Bouyouous No Aplica. P 10 m‘Zn 4 8 |C o 0 | Camg 2- 8
s | Turbidmetria Fostato de Ca A Volumetria KCLIN K ©02-04/Cu 1 - 10[MO 3 - 5|MgK 25 - 100
B Colorimetria Monobasico ALH oz 2 e 4 B |Fe 20- 40| Al+H 05- 15| (CarMgK 125- 500
(=]} Volumetria |Pasta Saturada ‘Absorcion Pasta Saturada Mg 1 3|M 5 10| A 3 1,
MO, Oxicdacion No aplice |- Bases | Aomica Olsen Modificado pH 8 5
Via Humeda
AP
AL CHUQUIPATA
. . ratorio de Suelos y Aguas
Responsable laboratorio Laboratorista
N/E: No Entrega
Los resultados emitidos en este informe, ala(s) al ensayo.
Se prohibe la reproduccion parcial, si se va a fotocopiar que sea de todo el documento original Fecha Impresién : 29/05/2017
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Anexo 20. Andlisis quimico de sustrato (1ltierra agricola: 1 limo: 1 abono orgénico) usado

durante el ensayo para trasplante en vivero.

km 12 1/2 via El Descanso - BULLCAY - Gualaceo www(@iniap.gob.ec
Azuay - Ecuador TeleFax: (07) 2171161

ESTACION EXPERIMENTAL DEL AUSTRO
.ﬂ ® LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
._e., D o e

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

N T T e e T T T TTATOB L CHICTTTI IR LERTTERR e e ¢ gusa L L
Nombre : CRISTIAN GUTIERREZ Teléfono: : N/E

Direccion : e-mail : NE

Ciudad : Paute

[ T T T e LTI TRE T LT T DRTOS DEEABROPEDRB T T T [EEEEaR EETa:: =

. Parroquia: Paute
Provincia : Azuay Ubicacién: TUTUCAN
Canton : Paute Latitud Longi

[ e R T T S T LS T I T T 10 T I T 10 a 1 o DRTOSDELRMES TR L T 1o T e TR v e T e T T
No. Laboratorio : 4890 Responsable Muestreo : Cliente Factura No. : 0
Identificacion  : SUSTRATO VIVERO Fecha Muestreo 1 24/02/2017 Fecha Andlisis : 15/05/2017
Cultivo Actual  : N/E Fecha Ingreso 1 25/04/2017 Fecha E: : 19/05/2017
INTERPRETACION
Alto
Medio
Bajo
Determinacion N P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn B M.O.
Valor 247 84 15t 19 3.0
Unidad (ppm) (meq/100mL) (ppm) %)
0 5 55 I 65 z 75 8 85
] T |
Muy Acido Medianam. | L Medianam.  Alcalino
Acido Acido Acido Neutro Alcalino Alcalino
CE dS/m I
No Salino Ligeramente Salino Salino Muy Salino
L Bases
23,81
Téxico Alto meg/100mL
Ly nt -
"';:": . Medio i I3
Adecusdo Bajo - o pef % Materia Seca:
(meq/100m) —pre———1 ~CaMg—MgK—(CasMgyK 2% Humedad: o s
6.4 28 20,6
Metodologia Extractante
Potenciométrica Suelo: Agua (1: 2.5) Niveles de Referencia Optimos
Conductometria Pasta Saturada N 2 - 40 8 10 2B 05 10 Na 05- 10
Bouyoucus | No Aplica P 10-20/Zn 4. 8|(C 0- 0| Camg 2-8
Volumetria KCLIN K 02-04/Cu 1 - 0/MO. 3 Mg/ 25 - 100
.. b Ca 4 8 Fe 20 - 40 AH 05 - 1.5/ (CasMgIK 125- 500
T Absorcién | PastaSawrada | (Mg 1 - 3(Ma S - 10/A 03- 10
Atomica Olsen Modificado pH 8.5 1

HUQUIPA
Resy\&uﬁ: laboratorio
NE: No Entrega
Los resultados emitidos en este informe, corresponden tnicamente a la(s) muestra(s) sometidals) al ensayo,
Se prohibe la reproduccion parcial, si se va a fotocopiar que sea de todo el documento original Fecha Impresion @ 29/05/2017
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