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RESUMEN
La bioprospeccion de micorrizas es la busqueda, identificacion y
evaluacion de hongos micorricicos con caracteristicas funcionales
superiores, parautilizarlos como recursos biologicos en la agricultura
o en la restauracion ambiental. La utilizacion de metodologias de
desinfeccion y viabilidad de esporas mejora la bioprospeccion
desarrollando nuevos protocolos de produccién de micorrizas
basados a mejorar la simbiosis e incrementar propagulos infectivos
(esporas, hifas y fragmentos de raiz). El objetivo de este estudio fue
desarrollar un protocolo para evaluar la respuesta a la desinfeccion
y germinacién in vitro de micorrizas nativas aisladas de plantas
de papa (Solanum tuberosum L.). Las colectas de micorrizas se
realizaron en dos fincas en el departamento de Esteli en la zona Norte
de Nicaragua cultivadas con papa entre 35 y 50 dias de edad de las
variedades Picasso, Panamera, Nemphis y Sylvana. Se cuantificd
la densidad poblacional y la abundancia relativa de esporas de
micorrizas en muestras de suelos e identificé los géneros a través
de claves morfologicas. Luego, se cuantificéd la colonizacion de

Recibido: 11 de septiembre del 2025
Aceptado: 15 de diciembre del 2025

ABSTRACT
Mycorrhizal bioprospecting is the search, identification, and
evaluation of mycorrhizal fungi with superior functional traits for
their use as biological resources in agriculture or environmental
restoration. The application of spore disinfection and viability
methodologies enhances bioprospecting by enabling the development
of new mycorrhiza production protocols aimed at improving
symbiosis and increasing infective propagules (spores, hyphae, and
root fragments). The objective of this study was to develop a protocol
to evaluate the response to disinfection and in vitro germination of
native mycorrhizae isolated from potato plants (Solanum tuberosum
L.). Mycorrhizal samples were collected from two farms in the
department of Esteli, in northern Nicaragua, cultivated with potato
crops aged between 35 and 50 days, corresponding to the cultivars
Picasso, Panamera, Nemphis, and Sylvana. Population density and
relative abundance of mycorrhizal spores in soil samples were
quantified, and the genera were identified using morphological keys.
Subsequently, the colonization of typical fungal structures such as
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estructuras fingicas tipicas: hifas, vesiculas y arbtsculos en raices.
Finalmente, se determind la mejor metodologia de desinfeccion
de esporas de micorrizas y se definieron los mejores medios de
germinacion de esporas en diferentes medios de cultivos incubadas
a 25 °C por siete dias. Los géneros identificados corresponden a
Glomus spp., Scutellosporas spp., y Gigasporas spp. La variedad
Panamera present6 la mayor densidad de esporas vivas (4.2 esporas
en 10 g de suelo), siendo significativamente diferente de Sylvana. El
género Glomus spp., fue el mas abundante (76 %) de esporas en la
variedad Picaso. El mayor valor de colonizacion de hifas se observo
en las variedades Picasso (15.27). No se registraron diferencias
significativas en la cuantificacion de las estructuras arbusculos
y vesiculas. Se estudiaron tres metodologias de desinfeccion de
esporas obteniéndose que la metodologia 3 a base de Cloramina T
mas estreptomicina y gentamicina obtuvo un 70 % de esporas del
género Glomus spp., sin contaminantes de hongos y bacterias cuando
crecieron in vitro en MS al 50 %. La germinacion de esporas ocurrio
unicamente en el medio minimo, con cinco esporas germinadas.
El porcentaje de micorrizas arbusculares en raices de papa y suelo
es muy pobre, lo que indica que el mal manejo de este cultivo al
utilizar altos insumos quimicos no solo afecta la cantidad de esporas
presentes y el nimero de especies de micorrizas, sino que también la
viabilidad de estas para crear simbiosis con la planta.

Palabras  clave:  simbiosis, estructuras  micorricicas,
bioprospeccion, hongos formadores de micorrizas arbusculares.

hyphae, vesicles, and arbuscules in roots was quantified. Finally,
the most effective methodology for mycorrhizal spore disinfection
was determined, and the most suitable spore germination media
were defined by incubating spores in different culture media at 25
°C for seven days. The identified genera corresponded to Glomus
spp., Scutellospora spp., and Gigaspora spp. The Panamera cultivar
exhibited the highest density of viable spores (4.2 spores per 10 g
of soil), showing significant differences compared with the Sylvana
cultivar. The genus Glomus spp. was the most abundant (76%) in
the Picasso cultivar. The highest value of hyphal colonization was
observed in the Picasso cultivar (15.27). No significant differences
were recorded in the quantification of arbuscule and vesicle
structures. Three spore disinfection methodologies were evaluated,
of which methodology 3, based on chloramine T combined with
streptomycin and gentamicin, achieved 70% of Glomus spp. spores
free of fungal and bacterial contaminants when grown in vitro on
50% MS medium. Spore germination occurred exclusively in the
minimal medium, with five spores germinated. The percentage
of arbuscular mycorrhizae in potato roots and soil was very low,
indicating that poor crop management practices involving high
chemical inputs not only reduce the quantity of spores present
and the number of mycorrhizal species, but also compromise their
viability to establish symbiosis with the plant.

Keywords: Symbiosis, mycorrhizal structures, bioprospecting,
arbuscular mycorrhizal fungi.

a papa (Solanum tuberosum L.) constituye una

fuente de alimentacion para los humanos y

es un componente esencial en la dieta de los

nicaragiienses. Para garantizar la sostenibilidad

agricola y la seguridad alimentaria, es crucial
desarrollar alternativas biologicas que permitan optimizar los
rendimientos del cultivo, reducir los costos de produccion y
mitigar el impacto ambiental. En este contexto, la simbiosis
micorricica arbuscular se posiciona como un tema central, ya
que la funcionalidad de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) son necesarios para contribuir con la
salud del suelo y la nutricion vegetal.

A pesar de su importancia, la produccion de papa en
regiones clave de Nicaragua (Esteli, Jinotega y Matagalpa)
enfrenta diversas limitaciones como el uso excesivo de
insumos y fertilizantes quimicos, problemas fitosanitarios y
condiciones climaticas adversas. Este mal manejo intensivo
ha provocado una disminucion significativa en la presencia y
funcionalidad de los HFMA nativos en el suelo, lo que afecta
negativamente la capacidad de las plantas para establecer
simbiosis, aspecto que disminuye la absorcion de nutrientes y
la resistencia al estrés (Swaminathan y Verma, 1977).

La bioprospeccion de hongos formadores de
micorrizas arbusculares se establece como una metodologia
esencial para identificar y aprovechar las cepas fungicas
locales adaptadas a las condiciones agroecoldgicas especificas

de una zona determinada; sin embargo, para que este proceso
sea efectivo, es necesario superar los desafios técnicos en el
manejo in vitro de estos organismos. Especificamente, se
requiere la optimizacién de protocolos para la desinfeccion
de las esporas y la evaluacion de su viabilidad, ya que los
métodos tradicionales a menudo resultan en altos niveles
de contaminacioén o en una baja tasa de germinacién, lo que
limita la obtencion de propagulos infectivos puros para su
multiplicacion.

El uso de micorrizas nativas se presenta como una
alternativa sostenible. Los HFMA identificados mediante
bioprospeccion no solo mejoran la nutricion mineral de las
plantas (especialmente fosforo), sino que también contribuyen
a reducir la dependencia de insumos quimicos, aumentar el
rendimiento y fortalecer la resiliencia del cultivo de papa frente
a enfermedades y estrés hidrico (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Esta investigacion tiene como objetivo optimizar
métodos de desinfeccion y germinacion de esporas de hongos
formadores de micorrizas arbusculares, para el desarrollo
de protocolos de bioprospeccion in vitro que fortalezcan la
produccion de semilla de papa de alta calidad.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion. El presente estudio corresponde
a una investigacion de tipo experimental, con un enfoque
cuantitativo y alcance descriptivo-exploratorio, de acuerdo
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con las clasificaciones metodologicas estandar (Hernandez
Sampieri et al., 2014).

Muestreo de suelo y material vegetal. El muestreo se realizo
en dos fincas productoras de papa en el departamento de
Esteli, al Norte de Nicaragua, ubicado a 107 km de su capital
Managua. Se muestrearon cuatro lotes: finca Los Coérdobas
(lote con las variedades Picasso y Panamera) y finca La
Fortuna (lote con las variedades Memphis y Sylvana), con
edades entre 35 y 50 dias. El muestreo se realizo al azar en
un area de 50 m? en el que se seleccionaron cinco plantas con
raices incluyendo el suelo, todo colectado a una profundidad
de 20 cm. La muestra del suelo fue de aproximadamente de
500 gramos.

Ubicacion del estudio. La optimizacion de las metodologias
de desinfeccion y germinacion de esporas de los HFMA se
realizaron en los laboratorios de Nematologia, Microbiologia,
Quimica y Biologia Molecular de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), localizados en el km 12.5 Carretera Norte,
en Managua, en las coordenadas 12°08°36” de latitud Norte
y 86° 09°49” de longitud Oeste.

Extraccion e identificacion de HFMA en suelo. Las esporas
de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA)
nativas de suelo se extrajeron a través del método de tamizado
y decantacion propuesto por Gerderman y Nicolson (1963);
y el método de centrifugacion en sacarosa modificado por
Brundrettetal. (1996). Laextraccion consistio en pesar 10 gde
suelo adicionandose

y tincién de raiz modificado por Phillips y Hayman (1970).
Se seleccionaron raices finas de aproximadamente 1 cm de
longitud, se lavaron con agua potable y se colocaron en tubos
Falcon de 50 ml, se agregé6 KOH (hidroxido potasio) al 10 %
(v/v) y se colocaron en bafio maria a 60 °C por 30 minutos.
A continuacion, se agregd H,O, (peroxido de hidrogeno) al
10 % (v/v) y se colocd nuevamente en bafio maria por 15
minutos, luego se cubrieron con azul de tripano al 0.05 %
(p/v) y se colocd en bafio maria por 25 minutos; finalmente
se lavaron con agua destilada y se les afiadio lacto glicerol.

Desinfeccionde HFMA. Ladesinfeccionde esporasde HFMA
es un paso esencial para eliminar contaminantes superficiales
(bacterias y hongos saprofitos). Esto garantiza la esterilidad
necesaria para el cultivo monoxénico in vitro, permitiendo
evaluar la viabilidad de la cepa pura. Para la desinfeccion,
se utilizaron las esporas aisladas de las muestras de suelo.
Se compararon tres metodologias de desinfeccion (Cuadro
1), basadas en los protocolos propuestos por Cranenbrouck
et al. (2005), Moose (1962). No obstante, debido a la
baja abundancia de esporas observada en los géneros
Scutellospora spp y Gigaspora spp durante la cuantificacion
inicial, el material biologico disponible fue insuficiente para
evaluar la metodologia tres en estos géneros. Por lo tanto,
el tercer protocolo de desinfeccion se evalud exclusivamente
con esporas del género Glomus spp, el que resultd ser el mas
abundante en las muestras de suelo (con un promedio de 18
esporas por gramo de suelo) y cuya disponibilidad permitid
realizar las réplicas experimentales requeridas.

100 ml de agua Cuadro 1. Metodologias de desinfeccion de esporas de hongos formadores de micorrizas arbusculares

destilada mientras la

Géneros de

muestra era ag itada Metodologia Descripcion HEMA Referencia

manualmente. . Tween 20 al 0.05 % (1 minuto) + Hipoclorito de sodio al 1 % (2 Scﬂ?:ﬁf;‘;iﬂps Moose (1962)

Después de 30 minutos) + 200 mg 1! de estreptomicina (5 minutos) Gi P PR modificada

igaspora spp

segundos de Tween 20 al 2 % (10 minutos) + Cloramina T al 5 % (10 minutos) Glomus spp Cranenbrouck ef al.

sedimentacién el 2 + Hipoclorito de sodio al 1 % (2 minutos) + 200 mg 1 de  Scutellospora spp (2005) modificada
> , estreptomicina (10 minutos) Gigaspora spp

sobrenadante se filtro Tween 20 al 2 % (15 minutos) = Cloramina T al 5 % (15 minutos) Cranenbrouck ef al.

secuencialmente a 3 + Hipoclorito de sodio al 1 % (5 minutos) + 200 mg 17 de Glomus spp (2005) modificada

través de tamices estreptomicina v 100 mg 1! de gentamicina (30 minutos)

de 500, 250 y 25

micras y se recolectd en tubos Falcon de 50 ml. La muestra
colectada en el tubo se centrifugd a 3 400 rpm durante cinco
minutos, se eliminod el sobrenadante y se agregd 15 ml de
sacarosa al 70 % (p/v). Luego se centrifugd a 3 400 rpm por
cinco minutos, el sobrenadante se paso por el tamiz de 25
micras y se enjuag6 con abundante agua, al final la muestra
(esporas con agua) se colectd en una placa de Petri para su
visualizacion en el estereoscopio.

Identificacion de estructuras micorricicas en raices.
Para la identificacion de estructuras de hifas, vesiculas y
arbusculas de HFMA se utiliz6 el método de despigmentacion

Germinacion de esporas. El éxito en la germinacion de las
esporas esta en dependencia del proceso de desinfeccion. La
germinacion se evalud en cuatro medios de cultivo con el fin
de comprobar la capacidad de germinacion de las esporas de
HFMA, los medios de cultivos utilizados son los propuestos
por Murashige y Skoog (1962) al 50 %; Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) y el medio minimo (M) y como control (testigo), el
medio Agar Agua.

Variables evaluadas
Densidad poblacional de esporas (niimero de esporas).
Se registro mediante la cuantificacion del numero de
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esporas viables (vivas) y no viables (muertas) por gramo
de suelo seco, con categorizacion por género de HFMA.
La cuantificacion se realiz6 inmediatamente después de la
extraccion de las esporas, a partir de la muestra compuesta
por el suelo proveniente del area del sistema radicular de las
cinco plantas colectadas por variedad, replicada tres veces.
El conteo de esporas y viabilidad se determind observando
las caracteristicas morfologicas bajo microscopio: las
esporas viables se caracterizaron por un citoplasma intacto,
denso y granuloso, mientras que las no viables presentaban
citoplasma colapsado, vacuolizado o signos de deterioro.

Abundancia relativa de géneros de HFMA (%). Se
determind para establecer el perfil taxonomico predominante
de la comunidad nativa en los lotes (variedades). Esta variable
se calculdé como el porcentaje de esporas vivas identificadas
para cada género (Glomus, Gigaspora, Scutellospora) con
respecto al nimero total de esporas vivas cuantificadas en
la muestra de suelo. La identificacion a nivel de género se
realizé utilizando las claves morfoldgicas de la International
Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal
Fungi (INVAM, 2024). El calculo de la abundancia relativa
(% AR) para cada género (i) se realizo segun la metodologia
de cuantificacion y caracterizacion taxonomica propuesta por
Schenck y Pérez (1987), utilizando la siguiente formula:

Numero de esporas vivas del genero i

% ARi = ( - - )x 00
Nimero total de esporas vivas en la muestra

Colonizacion de HFMA (nimero estructuras micorrizicas
en raices). Se evalu6 en las muestras de raices, cuantificando
la presencia de estructuras fungicas tipicas: hifas, vesiculas y
arbusculos. La determinacion se realizo mediante observacion
directa en un microscopio Optico con el objetivo 10X.
Previamente, las raices clarificadas y tefiidas se colocaron en
un portaobjeto, desde donde se seleccionaron aleatoriamente
10 segmentos de raiz por muestra. Cada segmento fue
dividido en 10 fragmentos, resultando en la evaluaciéon de
100 campos microscopicos por muestra. Para cada campo,
se cuantificd la cantidad de hifas, vesiculas y arbusculos
presentes al momento de la identificacion de estructuras
micorricicas. Los datos cuantitativos de estas estructuras se
utilizaron posteriormente para el analisis estadistico.

Desinfeccion de esporas (%). EI porcentaje de
contaminacion de las esporas de HFMA se registrd para
evaluar la efectividad de las diferentes metodologias de
desinfeccion. La evaluacion se realizo a los siete dias después
de la siembra en los medios de cultivo estériles contenidos en
las placas de Petri e incubados a 25 °C. Se tomd en cuenta
la presencia y desarrollo de contaminantes fingicos (hongos
y levaduras) y bacterianos, cuya fuente se asumié como
originada directamente de la superficie de las esporas de

micorrizas establecidas. El porcentaje de contaminacion (%
C) para cada metodologia se calcul6 utilizando la siguiente
formula:

Niumero de esporas contaminadas

%C=( )xlDD

Numero total de esporas sembradas

Esporas germinadas en los medios de cultivo (%). La
viabilidad de las esporas de HFMA se evalud registrando el
porcentaje de germinacion en el medio de cultivo in vitro. La
evaluacion se realizo a los siete dias después de la siembra en
las placas de Petri, monitoreando visualmente la emergencia
del tubo germinativo de las esporas. El porcentaje de
germinacion (% G) se determind mediante el conteo de las
esporas germinadas con respecto al nimero total de esporas
viables sembradas, siguiendo la metodologia base establecida
por Gerdemann y Nicolson (1963). La formula utilizada fue:

Numero de esporas germinadas

%G=( )xlDG

Nimero total de esporas germinadas

Analisis de datos. Las variables densidad poblacional de
esporas en ¢l suelo y colonizacion de HFMA en raices fueron
evaluadas utilizando un modelo lineal simple (analisis de
regresion) en el que se consider6 a las plantas como efectos
aleatorios. El modelo completo consistié en el ajuste de
todos los efectos principales e interacciones y se realizd
comparaciones multiples usando la prueba de Tukey (p <
0.05). Todos los analisis fueron realizados con el software
estadistico R (R Core Team, 2023). Las variables porcentaje
de contaminacion y de germinacion de esporas se realizo de
manera descriptiva por analisis de porcentajes utilizando el
programa Excel (2023) de Microsoft Office 365 Empresarial.

RESULTADOS Y DISCUSION
Densidad poblacional de esporas (niimero de esporas). Se
registraron diferencias estadisticas en la densidad poblacional
de esporas vivas en funcioén del suelo cultivado con las
variedades de papa. El suelo proveniente del lote establecido
con la variedad Panamera presentd la mayor densidad de
esporas vivas (Figura 1). En cambio, no se registraron
diferencias en la cuantificacion de las esporas muertas
extraidas de los diferentes lotes (Figura 1), sugiriendo que la
variabilidad se concentra en las esporas viables.

La mayor densidad poblacional de esporas vivas en
el suelo cultivado con la variedad Panamera es un resultado
clave que se interpreta como una respuesta especifica del
hospedero, que favorece la esporulacion de los HFMA
nativos y que esta estrechamente ligada a la composicion
y cantidad de exudados radiculares liberados por la planta
hospedera (Tian et al., 2021; Upadhyay et al., 2022). Se
ha documentado que la variacién genética entre cultivares
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influye directamente en los metabolitos secundarios y las
sefiales quimicas exudadas por la raiz (Zhao et al., 2020).
Es posible que la variedad Panamera libere un perfil de
exudados (como flavonoides o acidos organicos especificos)
que estimula la esporogénesis (formacion de esporas) de las
cepas presentes, particularmente las del género Glomus spp,
el cual fue el mas abundante en el estudio. Esta especificidad
en la sefalizacion quimica puede ser el factor determinante
detras del incremento de indculo viable en este lote.

Alternativamente, esta alta esporulacion podria ser
vista como un indicativo de estrés en el establecimiento de la
simbiosis, en lugar de reflejar una alta eficiencia. El nimero
elevado de esporas puede ser una respuesta flngica para
garantizar la supervivencia ante condiciones ambientales o
nutricionales subdptimas (Camenzind et al., 2022; Dube y
Dames, 2025), o un bajo suministro de carbohidratos en la
raiz (Nehls, 2008). Por lo tanto, aunque la variedad Panamera
induce una alta densidad de esporas vivas, la funcionalidad
de la simbiosis debe ser verificada mediante la cuantificacion
de las estructuras de intercambio (arbtsculos) y la respuesta
agronémica de la planta.

Sylvana " Memphis “/Panamera
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Cuadro 2. Abundancia relativa HFMA en funcion de las variedades
de papa

. Abundancia relativa (%o
fagneroide HEML Picasso Panamera Mem]ghigi Sylvana
Glomus spp 76 59 56 3
Gigasporas spp 16 6 15 3
Scutellospora spp 4 6 4 0

La abundancia del género Glomus en este estudio
coincide con los hallazgos de Zhang et al. (2021), Liu et al.
(2021) y Adeyemi et al. (2019), quienes identificaron Glomus
como el género dominante en la mayoria de los suelos
agricolas y naturales, con abundancias relativas que oscilan
entre 42 % y 86 % del total de esporas. Scutellospora suelen
ocupar el segundo y tercer lugar en abundancia, con valores
tipicos de 12 % a 24 % (Sakha et al., 2025), dependiendo
del ambiente y el cultivo; mientras que Gigasporas, presentan
abundancias relativas menores al 10 % (Malik ef al., 2025;
Sanchez et al., 2017).

Colonizacion de HFMA (nimero de estructuras de
micorrizicas en raices). La cuantificacion de hifas fue
significativamente diferente en
las raices de la variedad Picasso
con respecto a las variedades
Memphis y Silvana (Cuadro 3).
No se registraron diferencias
significativas en la cuantificacion
de las estructuras clave de
intercambio y almacenamiento
(arbusculos y vesiculas) entre
las variedades. A pesar de esto,
las estructuras tipo arbusculos
se presentaron en un namero
mayor que las vesiculas en todas
las muestras, lo que representa
un buen estado funcional de la
asociacion micorrizica.

1.8

Esporas vivas

: El arbusculo es la
estructura clave donde ocurre

Esporas muertas

Figura 1. Densidad poblacional de HFMA (esporas vivas y muertas) provenientes del suelo segun

variedades de papa.

Abundancia relativa de géneros de HFMA (%). De los
géneros de HFMA identificados (Glomus spp, Gigaspora spp
y Scutellospora spp.), Glomus spp fue el género predominante
en todas las variedades (Cuadro 2), a excepcion de la variedad
Sylvana. La predominancia de Glomus spp en sistemas agricolas
se atribuye a su ciclo de vida rapido y a su mayor capacidad de
esporulacion en comparacion con los géneros Scutellospora 'y
Gigaspora. Garcia-Apaza (2017), evalud poblaciones de esporas
micorricicas en suelos cultivados con papa y reporta esporas
viables (vivas) de los géneros Glomus spp, Scutellospora spp 'y
Gigaspora spp.

el intercambio bidireccional de

nutrientes (fosforo hacia la planta
y carbono hacia el hongo), caracterizandose por un ciclo
de vida corto, con una vida media de 4 a 15 dias (Khaliq
et al., 2022; Luginbuehl et al., 2017; Rui et al., 2022); su
cuantificacion en este estudio sugiere que la simbiosis se
encontraba en una fase metabdlica activa de intercambio,
tipica de una planta en crecimiento y con demanda de
nutrientes. En contraste, las vesiculas son estructuras de
almacenamiento de lipidos para la supervivencia del hongo
(Saavedra et al., 2024), y suelen formarse en etapas tardias
de la colonizacion o como respuesta a condiciones de
estrés (Méndez-Galvez et al., 2021). La menor presencia de
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vesiculas en relacion con las otras estructuras micorricicas
en las raices de papa, indica que el sistema radicular no se
encontraba predominantemente en una fase de supervivencia
o almacenamiento, sino en una fase de colonizacion funcional
activa.

Cuadro 3. Colonizacion de estructura micorricicas en raices segun
variedad de papa

Estructuras micorricicas

Variedad

Hifas Arbusculos Vesiculas
Svlvana 900b 3.20 1.40
Memphis 993 b 333 1.60
Panamera 13.20 ab 3.60 1.87
Picasso 1327 a 487 1.87
p =003 0.0102 0.8658 0.5273

Desinfeccion de esporas HFMA (%). La efectividad de
las metodologias de desinfeccion vari6 significativamente
segun el género de HFMA (Figura 2). Debido a la limitacion
en el niimero de esporas viables de los géneros Gigaspora
spp y Scutellospora spp, la efectividad de la metodologia
3 se evaluo exclusivamente en Glomus spp. Los resultados
indican que el género Glomus spp fue el mas resistente a la
desinfeccion, con una contaminacion inicial de 100 % con
la metodologia 1, que se redujo al 30 % con la metodologia
3. Los géneros Gigaspora spp y
Scutellospora spp respondieron
mejor a las metodologias de
desinfaccion;  Gigaspora  spp 100 :
redujo la contaminacion en 50 %
con la metodologia 2 respecto a
la metodologia 1 (de 80 % a 40
%), mientras que Scutellospora
spp reduce la contaminacidon en
un 42.8 % con la metodologia 2
respecto a la metodologia 1.

La  descontaminacion
incompleta de esporas de Glomus
spp., incluso tras tratamientos
rigurosos, se debe principalmente

120 -

—_
=

0

93.33

80

60

40

Esporas contanunadas (%)

20

y el estado de maduracion influyen en la eficacia de la
descontaminacion; esporas maduras requieren tratamientos
mas intensos, sin embargo, pueden afectar negativamente la
viabilidad (Stiirmer y Morton, 1997).

La capacidad de obtener esporas viables y
parcialmente desinfectadas sienta las bases para el trabajo
in vitro. Pérez et al. (2011) lograron obtener una alta
germinacion y 0 % de contaminacion en esporas de Glomus
sp., después de dos semanas de incubacion, lo que demuestra
que la asepsia completa es alcanzable si se optimizan las
concentraciones y los tiempos de exposicion de los agentes
desinfectantes. El resultado del 30 % de esporas de Glomus
spp., contaminadas, sugiere que la concentracion o el
tiempo de exposicion de la metodologia 3 necesita ajustes
para aumentar su efectividad. La contaminacién inicial
de 100 % observada con la metodologia 1, se justifica
por el principio expuesto por Walley y Germida (1996),
quienes indicaron que evitar medios ricos en nutrientes
es clave para la descontaminacion efectiva de HFMA. La
metodologia 1 utilizé el medio Murashige y Skoog (MS),
que es inherentemente rico en nutrientes y aminoacidos,
creando un ambiente propicio para el crecimiento explosivo
de los contaminantes fungicos y bacterianos adheridos a
las esporas, lo que resultd en la contaminacion total de la
muestra.

# Glomus
# Scutellosporas

I Gigasporas

a la presencia de bacterias 0
incrustadas dentro de las capas
externas de la pared esporal,
que quedan protegidas de los
agentes descontaminantes. Estas
bacterias no son eliminadas por tratamientos superficiales
y solo se detectan cuando las esporas se cultivan en medios
apropiados (Bharadwaj et al., 2008; Roesti et al., 2005).
A diferencia de otros géneros, la pared esporal de Glomus
spp. puede ser mas compleja en cuanto a la disposicion
y composicion de sus capas (Bharadwaj et al., 2008;
Maia y Kimbrough, 1998); ademas, la edad de la espora

Control

micorrizas.

Metodologia 1 Metodologia 2 Metodologia 3

Figura 2. Porcentaje de esporas contaminadas segun metodologia de desinfeccion y géneros de

Esporas germinadas en los medios de cultivo (%). Se
evaluo6 la capacidad germinativa de Glomus spp., en cuatro
medios de cultivo: % MS, medio minimo (M), medio
MRS y Agar Agua (control). La germinacion de esporas
ocurrio unicamente en el medio minimo, con cinco esporas
germinadas (Figura 3); aunque la germinacion fue baja, el
porcentaje de esporas viables fue mayor en el medio minimo
(89 %) comparado con MRS, 2 MS y Agar Agua.
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Esporas germinadas

Esporas vivas

#=MRS I Minimo *AgarAgua =1/2 MS

esporas viables. La germinacion
y viabilidad de esporas en
medios de cultivo puede ser
limitada en la primera semana,
especialmente si el indculo
proviene de suelos con baja
diversidad o manejo intensivo
(Esquivel-Quispe, 2020).

CONCLUSIONES
El protocolo de desinfeccion
a base de Cloramina T mas

0 20 40 60
Esporas vivas
# MRS 56
- Minimo g0
® Agar Agua 37
=1/2 MS 40

Figura 3. Numero de esporas vivas y germinadas a los siete dias en diferentes medios de cultivos.

La germinacion de esporas a los siete dias no
presenta efecto significativo, sin embargo, se observo
una tasa de germinacion inicial de hasta cinco esporas
germinadas a los siete dias después de la siembra en las
placas de Petri, una cifra esperable para una fase temprana
de incubacion. Este resultado es comparable con los
hallazgos de Raghavendra et al. (2020), quienes reportaron
de 0.20 % a 11.64 % de germinacion en el mismo periodo,
lo cual confirma que el proceso es intrinsecamente lento
y que depende del medio de cultivo. Bécard et al. (1992);
Scervino et al. (2005) indican que, para acelerar la
germinacion, es necesario incluir flavonoides en los medios
de cultivos. Smith y Read (2008) destacan que el exceso de
sales minerales puede inhibir la viabilidad y germinacion
de las esporas, lo que podria explicar el bajo nimero de

& 100 estreptomicina y gentamicina

Esporas germinadas

0 (Metodologia 3) y el uso de medio
5 minimo (M) para la viabilidad
0 y germinacion, genera cultivos
0 de esporas con bajos indice de

contaminacion, lo que es ideal
para la obtencion de inoculantes
nativos de alta pureza.

El uso de medios de cultivos con altas concentracion
de sales actia como un factor limitante para la germinacion
activa.

La baja presencia de estructuras micorricicas
funcionales como arbtsculos y vesiculas en las raices, se
vincula a una fase metabolica activa de intercambio, tipica de
una planta en crecimiento y con demanda de nutriente.

Al contar con un protocolo que garantiza la
desinfeccion de géneros clave como Glomus spp., es posible
iniciar la produccion de biofertilizantes axénicos de alta
pureza, que permite al sector agricola disponer de indculos
bioseguros (libres de patdogenos) que optimicen la absorcion
de nutrientes y reduzcan la dependencia de fertilizantes
quimicos, mejorando la rentabilidad y sostenibilidad del
cultivo de papa.
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