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RESUMEN

La pudricion radicular causada por Fusarium verticillioides, es la enfermedad mas grave que
amenaza a las plantas de sacha inchi. La colonizacion de hongos micorricicos arbusculares
(HMA) en las raices aumenta la tolerancia de las plantas contra los patdogenos del suelo. En
este contexto, el estudio tuvo como objetivo investigar la eficacia de Rhizoglomus dunense
y Paraglomus laccatum como agente bioprotector contra Fusarium verticillioides en plantas
de sacha inchi bajo condiciones de vivero. Para este experimento las plantas de sacha inchi
fueron inoculadas con 1000 esporas/maceta de HMA al momento de la siembra e infestadas
con F. verticillioides en un volumen final de 1x10® UFC/planta a los 20 dias después de la
siembra. Se utilizd un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial de 4A x 2B
caracterizado por las especies de HMA e inoculacion del F. verticillioides. Se establecieron
8 tratamientos y 15 repeticiones. Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de la planta,
las estructuras fungicas en las raices, la densidad poblacional de F. verticillioides, incidencia
y severidad de la enfermedad, los sistemas de defensa antioxidante y niveles de estrés
oxidativo. Los resultados obtenidos muestran que los HMA exhibieron aumentos
significativos frente F. verticillioides sobre el peso de la biomasa aérea y radicular, altura de
la planta, contenido de clorofila, area foliar, nimero de hojas y en el contenido de nitrégeno
(N), fosforo (P) y potasio (K) de la biomasa aérea y una reduccion en el numero de hojas
cloréticas. Las altas tasas de colonizacion de raices (superiores al 50%) y una alta actividad
de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) redujo la densidad poblacional de F
verticillioides (67,43 %). La micorrizacion redujo la incidencia (25%) y severidad de la
enfermedad (65,28%) respecto a las plantas inoculadas con solo F. verticillioides. Las
plantas inoculadas con HMA e infestados con F. verticillioides exhibieron aumentos
significativos en las actividades de defensa antioxidante enzimatica (CAT) y no enzimatica
(GHS) respecto a las plantas control, y una disminucion en los niveles de marcadores de
dano oxidativo (MDA) en comparacion con el control (F. verticillioides no micorrizado). El
estudio ha demostrado que Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum actuan como
repotenciadores en la morfologia de la planta y como agentes bioprotectores contra F

verticillioides en plantas de sacha inchi bajo condiciones de vivero.

Palabras clave: Sacha inchi, densidad poblacional, incidencia, severidad, defensa

antioxidante, UFC, agente bioprotector.
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ABSTRACT

Root rot caused by Fusarium verticillioides is the most serious disease threatening sacha
inchi plants. The colonization of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on roots increases plant
tolerance against soil pathogens. In this context, the study aimed to investigate the efficacy
of Rhizoglomus dunense and Paraglomus laccatum as a bioprotective agent against
Fusarium verticillioides in sacha inchi plants under nursery conditions. For this research,
sacha inchi plants were inoculated with 1000 AMF spores/pot at planting and infested with £
verticillioides at a final volume of 1x108 CFU/plant 20 days after planting. A completely
randomized design with 4A x 2B factorial arrangement characterized by AMF species and F.
verticillioides inoculation was used. Eight treatments and 15 replicates were established.
Plant morphological characteristics, fungal root structures, F. verticillioides population
density, disease incidence and severity, antioxidant defense systems and oxidative stress
levels were evaluated. The results obtained show that AMF exhibited significant increases
against F. verticillioides on aerial and root biomass weight, plant height, chlorophyll content,
leaf area, number of leaves and regarding the nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium
(K) content of aerial biomass and a reduction in the number of chlorotic leaves. High root
colonization rates (above 50%) and high succinate dehydrogenase (SDH) enzyme activity
reduced the population density of F. verticillioides (67.43%). Mycorrhization reduced disease
incidence (25%) and severity (65.28%) compared to plants inoculated with only F
verticillioides. Plants inoculated with AMF and infested with F verticillioides exhibited
significant increases in enzymatic (CAT) and non-enzymatic (GSH) antioxidant defense
activities relative to control plants, and a decrease in oxidative damage marker (MDA) levels
compared to the control (non-mycorrhizal F. verticillioides). The study has shown that
Rhizoglomus dunense and Paraglomus laccatum act as repotentiators in plant morphology
and as bioprotective agents against F. verticillioides in sacha inchi plants under nursery

conditions.

Keywords: Sacha inchi, population density, incidence, severity, antioxidant defense, CFU,

bioprotective agen
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CAPITULO | ,
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El sacha inchi (Plukenetia volubilis. L) es un alimento oleaginoso de una amplia distribucién
geografica en varias regiones tropicales de los paises de Latinoamérica (Peru, Brasil,
Bolivia, Colombia y Ecuador) como planta silvestre y cultivada (Gillespie, 1993; Cai et al.,
2013; Kodahl y Sgrensen, 2021). En los ultimos afios este producto ha ido posicionandose
cada vez mejor en los mercados internacionales por su consumo en aceite y entre otras
presentaciones, debido a su alto contenido proteico y acidos grasos como omega 3,6y 9,
asi como vitamina Ay E, superando y reemplazando a otros aceites vegetales. Igualmente,
debido a que la poblacién cada vez necesita tener una buena alimentacion y una vida
saludable, esta semilla se presenta como una eleccion para reducir problemas
cardiovasculares, los niveles de colesterol y triglicéridos frente al alto consumo de grasas
de origen animal (Chirinos et al., 2013; Céardenas et al., 2021; Jitpinit et al., 2022).

Debido a la alta demanda que ofrece estas semillas, en el Per( se registré un incremento
en areas de siembra con méas de 2 000 ha de sacha inchi, permitiendo considerarse el
principal productor a nivel mundial con una produccién de 3 t/ha, liderando con mayor
cosecha nuestra region (Amasifuen, 2020). En esta region el sacha inchi se siembra como
monocultivo o asociado con especies forestales y especies agricolas en suelos de baja
fertilidad suméandole los problemas sanitarios como la asociacién de Meloidogyne spp. y
Fusarium spp. (Manco, 2006). Un estudio realizado por el LBGM-UNSM, han reportado a
F. solani (M32C1) y F. verticillioides (M33C1) como los principales patégenos presentes
en diferentes parcelas de sacha mani de nuestra region, destacando que el complejo F.
verticillioides y los nematodos son los mas agresivos contra las plantas de sacha mani
(Guerrero-Abad et al.,2021).

F. verticillioides (sinbnimo: Fusarium moniliforme) es considerado el principal patégeno de
la mazorca del maiz, presentando una amplia gama de hospederos y se distribuye en
zonas con clima tropical y subtropicales (Castro, 2013; Hassan y Hamed, 2015; Zakaria,
2023). Los sintomas caracteristicos en plantulas de F. verticillioides son las lesiones
rojizas en las raices (Galvez, 2012; Zakaria, 2023). En el cultivo de sacha inchi no es la
excepcion, debido a que se han reportado dafios severos por Fusarium spp. en distintas
partes de la planta (tallo, raices, flores y frutos) (Manco, 2006), siendo la enfermedad mas
agresiva debido a que en sus tejidos vasculares xilémicos no permite el ingreso de
sustancias inorganicas a la parte aérea de la planta provocando posteriormente su muerte
(Dostert et al., 2009; Zakaria, 2023), reduciendo la productividad y rentabilidad de este

cultivo. Como principal medio de control se encuentra el uso excesivo de los pesticidas
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para prevenir esta enfermedad. Frente a esto surge la necesidad de encontrar opciones
constructivas con el medio ambiente y una alternativa prometedora es el uso de

microorganismos bioprotectores.

En nuestra region se han identificado nuevas especies de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) en plantaciones de sacha inchi, desconociéndose su efecto
bioprotector (Corazon-Guivin et al. 2019; Corazon-Guivin et al., 2020). Estos
microorganismos del suelo presentan una alternativa para una agricultura ecoldgica por su
potencial bioprotector y biofertilizante en diferentes cultivos agricolas en el mundo (Panwar
et al., 2008; Shukla et al., 2014; Kaur y Suseela 2020, Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et
al., 2022). Por estas razones, la utilizacion de estos microorganismos como inoculantes
micorricicos representan un método de biocontrol para antagonizar patbgenos presentes

en el suelo.

La presente investigacion consideré como hipétesis, que la inoculacién con hongos
micorricicos arbusculares (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum) inoculados en

plantulas de sacha inchi ejercen un control bioprotector sobre Fusarium verticillioides.

Bajo este contexto el objetivo primordial fue evaluar el efecto protector de los hongos
micorricicos arbusculares (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum) en la pudricién
radicular causada por Fusarium verticillioides en Plukenetia volubilis L. para ello se han

fijado los siguientes objetivos especificos:

a) Evaluar el efecto de la inoculacién con Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum
sobre el desarrollo y contenido nutricional de plantulas de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) infestado con Fusarium verticillioides.

b) Evaluar la influencia de la colonizacibn micorricica y la actividad succinato
deshidrogenasa del HMA en sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) sobre la densidad
poblacional radicular de Fusarium verticillioides.

c) Evaluar la incidencia y severidad causada por Fusarium verticillioides en plantulas de
sacha inchi, inoculadas con Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum.

d) Evaluar la actividad antioxidante enzimatica, no enzimética y marcadores de dafio
oxidativo en plantulas de sacha inchi, inoculado con Rhizoglomus dunense y

Paraglomus laccatum e infestado por Fusarium verticillioides.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de la investigacion

Los trabajos realizados en plantas de sacha inchi con simbiosis micorricicos han
demostrado que tiene un efecto benéfico en su crecimiento y proteccion contra nematodos,
sin embrago no existen investigaciones publicadas en cuanto a la relacién de los HMA
contra Fusarium spp. Estudios elaborados en otras especies vegetales han demostrado

que existe un efecto de proteccion de la inoculacion micorricica frente a fusariosis.

Spagnoletti et al. (2021), en Buenos Aires, Argentina, evaluaron la eficacia de Rhizophagus
intraradices como bioprotectores hacia F. pseudograminearum en plantas de trigo
cultivadas en invernadero. Para ello propagaron los HMA en Sorgo bicolor y Trifolium
repens, aislaron al patégeno de un campo de trigo en la localidad de Solis, provincia de
Buenos Aires. Inocularon a la especie de HMA en una cantidad de 10 g/planta antes de la
siembra, infestaron al patégeno de la siguiente manera: primeramente, aislaron e
identificaron la especie para luego multiplicarlos en un medio de cultivo de granos de avena
y luego lo incorporaron al sustrato a razén de 3 g por maceta, luego de 15 dias de la
siembra del trigo. En el experimento evaluaron 4 tratamientos: T1) testigo; T2) R.
intraradices; T3) F. pseudograminearum; y T4) R. intraradices + F. pseudograminearum.
Realizaron el analisis estadistico con el software INFOSTA y lo analizaron mediante una
prueba de (Tukey < 0,05). Para los sintomas observados en la corona y las raices,
utilizaron una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis cuando observaron diferencias.
Ellos concluyeron que el T4= Rhizophagus intraradices mas Fusarium
pseudograminearum contrarresto los efectos negativos a este patdgeno con una densidad
poblacional en un 75,7% y la gravedad de la enfermedad en un 39% a comparacion con el
T1, y que en el T2 obtuvieron mejor biomasa aérea y radical, mejor nUmero de espigas y
altura de la planta. Asi mismo tanto las hojas como las raices de las plantas infectadas con
patdgenos mostraron un aumento en el contenido de TBARS. En las hojas, el contenido
de GSH de las plantas infectadas con patégenos fue mayor que el detectado en las plantas
de control, y en las raices los niveles de GSH de las plantas inoculadas con HMA fueron
mas altos que los controles. En las hojas, la actividad CAT de las plantas inoculadas con
HMA y co-inoculadas fue mayor que la del control (76 % y 63 %, respectivamente). Por
otro lado, en raices, la actividad CAT de plantas inoculadas con HMA, infectadas con solo
patégeno y co-inoculadas fue mayor que la del control (68%, 98% y 72%,

respectivamente).
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Olowe et al. (2018), en Ibadan, Nigeria, evaluaron a los hongos micorricicos arbusculares
como bioprotectores hacia F. verticillioides en el cultivo de maiz. Obtuvieron las cepas de
F. verticillioides cepa 05, cepa 06 y cepa 005 de las colecciones de cultivos del laboratorio
de fitopatologia, Departamento de Boténica, Universidad de Ibadan. Obtuvieron los
in6culos (Glomus clarum y G. deserticola) de la Unidad de Biologia del Suelo del
Departamento de Botanica de la Universidad de Ibadan. Realizaron la inoculacion de HMA
en 10 g (20 esporas), 20 g (48 esporas) y 30 g (72 esporas) de G. deserticolay G. clarum
en 8 kg de suelo a las 4 semanas después de la siembra e infestaron al patégeno en una
concentracion 1,0 x 10° esporas / ml a las 8 semanas después de la siembra utilizando
una jeringa y una aguja estéril de acuerdo con el procedimiento de Cardwell et al. (1981).
En el experimento emplearon un total de 12 tratamientos: T1 = C05; T2 = C06; T3 = C005;
T4 = G. deserticola; T5 = G. deserticola + C05; T6 = G. deserticola + C06; T7 = G.
deserticola + C005; T8 = G. clarum; T9 = G. clarum + CO5; T10 = G. clarum + C06; T11 =
G. clarum + C005; T12 = Control. Realizaron los andlisis en un ANOVA al 5% (P < 0,05).
Realizaron el andlisis de componentes principales (PCA) y la regresion lineal multivariante
utilizando el software estadistico PAST 03. Concluyeron que aplicando 20 g de Glomus
clarum y 30 g de Glomus deserticola redujeron significativamente los efectos de F.
verticillioides sobre crecimiento y el peso aéreo en maiz. Mientras que 30 g de G. clarum

y G. deserticola redujeron la severidad de F. verticillioides.

Trinidad-Cruz et al. (2017), en Tlaxcala, México, evaluaron el comportamiento de la
inoculacién micorricica hacia Fusarium oxysporum (Fox) en plantas de Agave cupreata.
Como inéculos utilizaron 4 consorcios de HMA nativos, una micorriza comercial (MI) y un
control absoluto. Para inocular utilizaron 100 esporas de HMA por semilla de agave.
Purificaron al patégeno en un medio de cultivo PDA e incubados a 27°C por 11 dias. Para
incrementar la cantidad de propagulos del patégeno, realizaron un medio de cultivo de
hojuelas de avena. A continuacion, mezclaron la avena con el propagulo de Fox en un
sustrato estéril, para producir una concentracion final de 1x10* UFC g* de sustrato seco.
Sembraron las semillas en unas charolas de plastico y colocadas dentro de un contenedor
con 4 litros de agua. Para el experimento utilizaron un DCA con arreglo factorial con 12
tratamientos. Analizaron sus datos mediante el software StatGraphics Centurion XV.
Concluyeron que los tratamientos con consorcios y la micorriza comercial reflejaron una
reduccion del 33 % de la severidad de la marchitez del agave respecto al testigo Fox (F.

oxysporum) que tuvo un 74 % de severidad de F. oxysporum.

Ren et al. (2015), en Lanzhou, China, evaluaron los efectos de la colonizacion de los HMA
sobre el marchitamiento por Fusarium en sandia y las exudaciones de las raices. En su

metodologia emplearon lo siguiente: Las plantulas las trasplantaron a macetas de plastico
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dos semanas después de la emergencia. Inocularon al HMA (Glomus mosseae) con 50 g
a una profundidad de 4 cm al momento de la siembra. Para Fusarium oxysporum f. sp.
niveum aislaron plantulas de sandia infectadas. Inocularon los tratamientos con patégenos
dos veces cerca de las raices con esporas de FON (4,0 x 10° mlI’}; 100 ml/maceta), a los
20 y 25 dias después del trasplante. Para el experimento emplearon 4 tratamientos: (1)
control, es decir, inoculacion sin HMA y FON (-HMA - FON), (2) inoculacion con FON
solamente (-HMA+FON), (3) inoculacion con HMA solamente (+HMA - FON), y (4)
inoculacién dual con HMA y FON (+HMA +FON). Los datos los analizaron con el software
estadistico SPSS. Sus resultados que obtuvieron mostraron que los HMA colonizando en
las raices redujo el indice de enfermedad del patégeno en un 89,3 %. La inoculacién con
HMA y FON disminuyé la UFC de FON en un 58,1 y un 47,7 % en las raices de sandia y
la rizosfera, respectivamente, y disminuy6 en un 52,1-84,5 % la secrecién de aminoacidos
libres de las raices. Concluyeron que la colonizacién micorricica alivia la enfermedad de la

sandia y modularon las exudaciones radiculares formados por la inoculacién del Fusarium.

Shukla et al. (2014), en Jhansi, India, estudiaron una estrategia de inoculacién efectiva en
el tiempo de los HMA para mitigar las pérdidas de rendimiento de garbanzo (Cicer arietinum
L). hacia Fusarium oxysporum. Realizaron tres experimentos separados en dos afios
sucesivos (2011 y 2012). Utilizaron material bioldégico previamente esterilizado con agua
destilada. Emplearon un consorcio de HMA llamado Myc que tenia tres especies
autéctonas de HMA (Funneliformis mosseae, Glomus fasciculatum y Rhizophagus
irregularis) que estaba compuesto de partes iguales en peso. La inoculacion de Myc lo
realizaron con 15 gramos (promedio de 96 esporas / 50 g de arena) y los in6culos de Foc
(promedio de 1,5 x 102 UFC / 15 g de arena) lo aplicaron en la cavidad del sustrato (3 kg
de arena esterilizada / maceta). El analisis estadistico que utilizaron fue el paquete
estadistico SYSTAT (versién 12) utilizando la prueba (p < 0,05). Concluyeron gque la
preinoculacién con Myc mas Foc (Fusarium oxysporum) en plantas de garbanzo redujo
considerablemente la densidad de poblacion del patégeno y que con una inoculacion
combinada (Myc / Foc) y temprana (Myc + Foc) de HMA redujo el indice de gravedad de

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris en un 68% y 89,5% respectivamente.

Tian et al. (2013), en Mengla, China, evaluaron los efectos de la inoculacién de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) sobre el desarrollo de las plantas y la tolerancia al estrés
hidrico en plantulas de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), ellos evaluaron 4 tratamientos
en dos niveles de riego (bien regado vs sequia) cada tratamiento con 5 repeticiones con
una muestra de 3 plantas por repeticion, donde los tratamientos que emplearon fue:
T1l=testigo; T2= Glomus versiforme, T3= Paraglomus occultum, T4= Glomus versiforme +

Paraglomus occultum. Inocularon a los HMA con 500 esporas; 10 g por maceta. El
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tratamiento del agua inici6 después de un mes de aclimatacion en condiciones de
invernadero, macetas bien regadas y con estrés por sequia controladas al 80 y al 40% del
contenido relativo de agua del suelo. Para el experimento emplearon un DBCA y los datos
obtenidos lo realizaron mediante el ANOVA con un andlisis de dos vias para cada variable
(agua y la inoculacion de hongos MA), utilizando el programa SPSS 16,0. Con los
resultados obtenidos concluyeron que Glomus versiforme fue mejor que Paraglomus
occultum para la altura de la planta sin importar las condiciones de agua, el mayor
desarrollo, mayor area foliar y volumen radicular lo observaron en plantas inoculadas con
la combinacién de ambas especies bajo riego. Por otro lado, micorrizacion mejoro6 las
actividades de las defensas antioxidantes enzimaticas, incluidas guayacol peroxidasa
(GPX) y catalasa (CAT), especialmente para GPX en condiciones de sequia y riego

abundante.

Al-Askar y Rashad (2010), en Riyadh, Arabia Saudita, investigaron la eficacia de los HMA
contra Fusarium en las plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Para la inoculacién
de los HMA lo realizaron en forma de suspension en concentracion de 1x108 unidad/l * a
una dilucion de 5 ml/ Itagua. Para la inoculacién de Fusarium solani utilizaron una
concentracion de 1x10° esporas/ml. Emplearon los siguientes tratamientos: T1=CNM
(control no micorrizado); T2= CM (control micorrizado); T3= PNM (patégeno no micorrizado
y T4= PM (patdgeno micorrizado). Los datos que obtuvieron fueron analizados con el
programa estadistico CoStat Pro 2005. Todas las comparaciones mdltiples primero lo
sometieron a un ANOVA y las comparaciones entre promedios lo realizaron utilizando una
prueba de rango mdltiple (Duncan). En sus resultados obtenidos mostraron que la
colonizacién de micorrizas pudo reducir el porcentaje de severidad e incidencia del
patdgeno, aumentd significativamente los parametros de crecimiento, las concentraciones
de nutrientes minerales, el contenido fendlico y las actividades de las defensas enzimaticas
(fenilalanina amoniaco-liasa, polifenol oxidasa y enzima peroxidasa). Concluyeron que los

HMA tienen un efecto de biocontrol en las plantas de frijol contra la infeccién de F. solani.

Jaiti et al. (2007), en Marrakech, Marruecos, indagaron la efectividad de los HMA en las
plantas de palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) frente F. oxysporum f.sp. albedinis
(Foa). Para los HMA Glomus monosporus (Gm), Glomus clarum (Gc), Glomus deserticola
(Gd) y Complejo de Aoufous (CAF) utilizaron fragmentos de raices desinfectados, aplicaron
2,8 g/l contra la raiz de las plantas a inocular. Cuatro meses después de la inoculacion de
los HMA inocularon Foa en una suspension conidial de 5 ml/maceta en una concentracion
de 2 x10° esporas/ml. Para el experimento emplearon cinco tratamientos T1= control (C),
T2= Glomus monosporus (Gm), T3= Glomus clarum (Gc), T4= Glomus deserticola (Gd) y

T5= Consorcio nativo de plantaciones de palma (CAF). Los datos los analizaron
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estadisticamente usando ANOVA con un Programador STATI-TCF. La prueba de Newman
y Keuls la utilizaron para la comparacion de medias. Concluyeron que los tratamientos con
HMA presento un mejor efecto biofertilizante y redujo la gravedad de la enfermedad entre
un 8% y un 77% segun el aislado de HMA utilizado. Ademas, encontraron que los HMA en
cuanto a los ensayos enziméaticos relacionados a la defensa de la planta, la actividad
peroxidasas (POX) y polifeoloxidasa (PFOX) no fueron afectadas por la micorrizacién, sin

embrago se incremento la actividad por la inoculacion del patdégeno.

Kapoor (2008), en Delhi, India, realiz6 un estudio donde los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) son capaces de impartir tolerancia a enfermedades como Fusarium
Oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) en tomate. Obtuvo al patégeno de la division de
patologia vegetal, Instituto de Investigacion Agricola de la India (IARI), cultivo a FOL en
medio PDA (papa dextrosa agar). Inocul6 al patégeno 10 dias después de la germinacién
inyectando una suspension de conidios cerca de las raices a razén de 10 ml~*/plantula en
una concentracion de 2,8 x 10°® esporas/ml. La micorrizacion de Glomus Macrocarpum
(GM) y Glomus Fasciculatum (GF) en plantulas de tomate lo realiz6 20 dias después de la
infeccion con FOL a razén de 10 g/maceta (96-98 esporas). Para su experimento utilizé 3
tratamientos: T1l= C - control, T2= GM - Glomus Macrocarpum, T3= GF - Glomus
Fasciculatum. Realizé el andlisis estadistico en un ANOVA, us6 la prueba de Tukey para
diferenciar a los tratamientos (al nivel del 5%). Los resultados los procesé mediante el
paquete SPSS version 10. En sus resultados obtuvo que los HMA redujo la propagaciéon
del patdgeno y la gravedad de la enfermedad en un 75 y un 78 % respectivamente,
mostraron mayor crecimiento, mayor actividad de fenilalanina amoniaco liasa (PAL), mayor
concentracion de fenol y densidad de tricomas foliares, esto debido al aumento de hasta
nueve veces en la concentracion del acido jasménico (AJ) en comparacion con las plantas
de control (infectadas con FOL). Concluy6 que el AJ estaba involucrado con la resistencia

sistémica inducida por el micosimbionte.

Ahammed et al. (2020), en Luoyang, China, investigaron el rol de la melatonina en la
resistencia inducida por hongos micorricicos arbusculares frente a Fusarium oxysporum
en pepino. En su metodologia emplearon lo siguiente: La semilla de pepino fue
previamente germinada y después de 4 dias fueron trasplantadas en macetas de 13 x 13.
Durante el trasplante inocularon Glomus claroideum, afiadiendo 720 esporas/maceta. A
partir del quinto dia rociaron 100 UM con melatonina (MT). Para F. oxysporum inocularon
20 ml/planta en una concentracion de 1x10° CFU/mI 20 dias después del transplante. Para
el experimento emplearon 8 tratamientos: T1= control; T2= HMA; T3= MT; T4= HMA+MT;
T5=HMA+FO; Te= MT+FO; T7= HMA+MT+FO; T8= FO. Para el andlisis estadistico

utilizaron el ANOVA y lo analizaron con el paquete estadistico SPSS 20,0. Como resultado
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mostraron que la colonizacién de HMA redujo la severidad causada por F. oxysporum en
plantas de pepino y mejora la actividad de defensas antioxidantes frente a las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Para el contenido de mayor defensa antioxidante enzimatica
(CAT, SOD, APX y POD) destaco el tratamiento combinado e inoculadas con Fusarium.
Para el contenido de malondialdehido los tratamientos individuales como HMA o
melatonina tuvieron un efecto significativo en la disminucion del dafio oxidativo. Para el
glutation reducido respecto al control, la inoculacion de solo Fusarium redujo
significativamente las concentraciones de GSH en un 31,9 %. Sin embargo, la inoculacion
de HMA o la aplicacion foliar de melatonina en plantas inoculadas con Fusarium aumento
el contenido de GSH, y su tratamiento combinado mostr6 un efecto aditivo en el contenido
de GSH, causando un aumento del 96,7 % en comparacién con el contenido de GSH en

plantas inoculadas solo con Fusarium.

Hashem et al. (2021), en Riyadh, Arabia Saudita, examinaron el papel que desempefian
los HMA en la reduccion del estrés causado por Fusarium mediante la activacion de sus
mecanismos defensivos en el cultivo de tomate. En su metodologia realizaron lo siguiente:
Las semillas fueron esterilizadas y sembradas en macetas de plastico (25x25x5 cm) que
contenian turba, perlita y arena esterilizadas en proporcién (1:1:1, v/vlv), durante dos
semanas. Aislaron al patégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) de campos
con tomate en la ciudad de Saleheyah Al Gadidah. Inocularon al patégeno tres semanas
después del transplante mediante el método de inmersién de raices, que consistid en cortar
las puntas de la raiz y sumergir durante 30 min en la suspension de conidios (10 ® UFC/mI-
1. Para la inoculacion del HMA que contenian las especies Rhizophagus
intraradices, Funneliformis mosseae, Claroideoglomus etunicatum aplicaron 2500 esporas/
maceta al momento de la siembra. En su experimento emplearon los siguientes
tratamientos: T1: Control; T2: solo FOL; T3: FOL + HMA; T4: solo HMA. Para el analisis
estadistico utilizaron un ANOVA con la ayuda del software SAS versiéon 9,1. En sus
resultados mostraron que las evaluaciones morfoldgicas de crecimiento fueron
significativamente mayores en el T4 en comparacion con el T1. La inoculaciéon de HMA en
plantas provocé una disminucion significativa en la incidencia de enfermedades y
acumulacioén de acido fumarico en raices (79,04% y 10,92%, respectivamente) comparado
a las plantas sin HMA. Asi mismo la inoculacién con FOL en plantas de tomate provocé
una disminucién drastica de las actividades de la fosfatasa &cidas y alcalina en un 41,91
% y un 55,97 %, respectivamente, por el contrario, desencadenaron el incremento de las
enzimas de SOD, APX, DHAR y GR.

Pu et al. (2022), en Nanjing, China, evaluaron el impacto de los hongos arbusculares

microbianos en la capacidad de Salvia miltiorrhiza para defenderse de las enfermedades
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causadas por Fusarium. Recolectaron las semillas de S. miltiorrhiza de una plantacion en
Laiwu. Propagaron al HMA (G. versiforme) usando Sorghum bicolor como huésped.
Preinocularon al hongo micorricico con 1250 esporas/maceta. Al patdgeno identificado
como F. oxysporum lo aislaron de raices de S. miltiorrhiza. Transplantaron la plantas a 30
dias después del preinoculado con HMA en macetas de 7 cm x 7 cm a una mezcla 1:1
(v/v) de suelo de arroz y vermiculita e inoculados con F. oxysporum en una concentracion
de 108 esporas/ml. En su experimento emplearon los siguientes tratamientos: (T1) NM-Fo;
(T2) NM+Fo: (T3) MA-Fo; (T4) MA+Fo. Para el andlisis de sus datos emplearon un ANOVA
de dos vias seguido de la prueba de Tukey, y las diferencias informaron como significativas
para valores de P < 0,05 mediante el programa estadistico IBM SPSS Statistics 24. En sus
resultados mostraron que la incidencia de enfermedad y el indice de enfermedad del T2
fueron 48,3% y 41,5% respectivamente, a comparacion del T4 que fueron solo 18,3% y
15,5%. Los pardmetros morfoldgicos con G. versiforme mostraron un mayor aumento en
peso fresco de biomasa aérea y peso fresco de raiz en un 11,74% y 34,56%, a
comparacion con el T2 que fue de 37,5% y 40,6% respectivamente. Respecto a la actividad
de defensa enzimética la inoculacion de HMA mas patégeno aumento la actividad de la 8
-1,3-glucanasa en un 125 % mientras que la inoculacion de HMA o patégeno disminuyo la
actividad de B -1,3-glucanasa en un 28% y un 34%, respectivamente. Asimismo, la
actividad de la quitinasa disminuy6 significativamente en un 39 % y un 45 % después de

la colonizacién por HMA o la infeccidn por patégenos, respectivamente.

Wang et al. (2022), en Beijing, China, estudiaron los efectos de los HMA contra Fusarium
en la biosintesis de jasmonato mutante defectuoso y tipo salvaje de tomate. Esterilizaron
las semillas superficialmente con H>O; al 10 % durante 10 min y las enjuagaron con agua
estéril. Obtuvieron al hongo MA R. irregularis del instituto de silvicultura de Beijing. La
inoculacion del HMA lo realizaron al momento de la siembra dénde comprendia fragmentos
de raices colonizadas, hifas extrarradicales e esporas de hongos (67 esporas g?). Al
patégeno F. oxysporum lo obtuvieron de la universidad de agricultura de Fujian. La
concentracion lo determinaron con un hemocitémetro y ajustado a 108 conidios ml*. La
inoculacion del patégeno lo realizaron 55 dias después del procedimiento de siembra,
aplicaron sumergiendo las raices durante 30 min en una suspension de conidios. Para su
estudio evaluaron ocho tratamientos, incluidos dos genotipos diferentes (CM y spr8)
inoculados con (+M) o sin (-M) R. irregularis e inoculados con (+F) o libres de (-F) F.
oxysporum. Para el andlisis estadistico ellos realizaron comparaciones multiples entre
todos los tratamientos usando ANOVA unidireccional seguido de la prueba de rango
multiple de Duncan (p<0,05). Sus datos los analizaron con el programa IBM SPSS

Statistics 21,0. En sus hallazgos mostraron que el efecto simbiético de R. irregularis en
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plantas CM pudo reducir la gravedad de la enfermedad, todo lo contrario, sucedié en
plantas spr8, lo cual no se observaron. La expresion inducida de los genes de sintesis de
acido jasmonico (JA), incluidos el gen de la ciclasa de 6xido de aleno (AOC) y el gen de la
lipoxigenasa D (LOXD), y el incremento del polifenol oxidasa (PPO) y la fenilalanina
amoniaco liasa (PAL) lo registraron en plantas de genotipo CM micorrizadas e infectadas
con F. oxysporum, pero no en plantas spr8.

2.2.Fundamentos tedricos
2.2.1 Cultivo del sacha inchi

a) Diversidad y taxonomia

Plukenetia volubilis L. comunmente conocido como “sacha inchi” o “mani del inca” es una
planta que se distribuye geogréaficamente en toda la amazonia de América central y del
sur, pero encontrdndose principalmente en las regiones amazoénicas de Brasil, Colombia,
Ecuador, Perlu y Venezuela, siendo aprovechado como fuente de alimentacién por las
comunidades indigenas y poblaciones mas vulnerables (Yang et al., 2017; Cardenas et al.,
2021). La especie fue descrita por el naturalista Linneo en 1 753 en la amazonia peruana
(Antonioli y Arfini, 2013).

El cultivo de sacha inchi ha tomado interés en la poblacion humana debido a que presenta
un gran potencial industrial y alimentario principalmente por sus compuestos oleaginosos
(54 %), proteicos (22-30 %), acidos grasos poliinsaturados (77,5 a 84,4 %), moinsaturados
(8,4 a 13,2 %) y saturados (6,8 a 9,1 %) y propiedades antioxidantes, superando a otras
oleaginosas (oliva, soya, maiz, girasol, algodoén, y palma) (Cai et al., 2012; Sterbova et al.,
2017; Chirinos et al., 2013; Cisneros et al., 2014; Calero, 2013; Jitpinit et al., 2022). Asi
mismo debido a las caracteristicas del cultivo que posee la planta de ser un arbusto
trepador, genera beneficios ecoldgicos frente a los altos escenarios de deforestacion
(Manco, 2006).

En unos afios atras Peru tuvo la mayor produccion de sacha inchi en el mundo, seguido
por Brasil, Colombia, Ecuador, Venezuelay las Islas de Barlovento (Vecco, 2015). Pero en
los dltimos afios ha ido disminuyendo la produccion de sacha inchi, ubicandose en el 3
puesto en produccion de aceite respecto a los paises latinoamericanos, debajo de Brasil y
chile (Penadillo, 2021). En el Per( se encuentra cultivada en varios departamentos, pero
existiendo como especie nativa principalmente en la selva alta y baja de los siguientes
departamentos: San Martin, Amazonas, Ucayali, Loreto y Madre de Dios. En la selva
central se encuentra en Huanuco, Junin y Pasco (Calero, 2013). Registrandose 4 especies

en Per( aparte de P. volubilis estd P. brachybotrya, P. lorestensis, P. polyadenia y P.
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huayllabambana (Dostert et al., 2009; Chirinos et al., 2013; Antonioli y Arfini, 2013). Estas
semillas generan beneficios econémicos y primordialmente alimentarios para muchas

familias rurales.

El género Plukenetia L. (Euphorbiaceae) comprende 25 especies, varias de las cuales han
sido descritas recientemente (Cardinal-McTeague y Gillespie, 2020). La circunscripcion del
género ha sufrido varios cambios durante los Ultimos cuatro siglos, pero la clasificacion fue

revisada recientemente por Cardinal-McTeague y Gillespie (2020).

Segun el Banki. et al (2023), la especie de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) contiene la
siguiente taxonomia.
Reino: Plantae

Sub-division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Plukenetia
Especie: Plukenetia volubilis Linneo.

b) Caracteristicas de la planta de sacha inchi

El sacha mani presenta un alto grado de variabilidad en cuanto a sus caracteristicas
fenotipicas determinandose varios ecotipos, pero de acuerdo a lo mas representativo de la

especie y género presenta las siguientes caracteristicas:

La planta es perenne y tiene un tallo rastrero o trepador, semilefiosa, voluble y presenta
un desarrollo en forma de guia; sus hojas son de tipo acorazonadas y alternas de un color
verde oscuro con un promedio de 11 a 12 cm de largo y 9 a 11 cm de ancho, elipticas
serradas con un peciolo de 3 a 7 cm de largo; las flores masculinas son pequefias y de
color blanquecino con una inflorescencia tipo racimo y en la base del racimo en forma
lateral se encuentran entre una, dos hasta tres flores femeninas; el fruto tiene forma de
capsula dehiscente que presenta 4 a 7 I6bulos aristados de lo cual se tienen 4 a 7 semillas;
la semilla se caracteriza por su forma ovalada, presenta como una hinchazén en el centro,
aplanadas hacia los bordes y de color marrén fluctuando entre 1,3y 2,1 cm dependiendo

del ecotipo (Gillespie, 1993).
c) Requerimientos agronémicos

Segun Manco (2006), las caracteristicas edafoclimaticas que requiere el cultivo de sacha

mani son las siguientes:
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Temperatura: Para una buena fase vegetativa y reproductiva el cultivo debe estar entre
un rango minimo 10°C y maximo 36°C que es caracteristico de la amazonia peruana. Se
observd que a temperaturas extremadamente bajas y 78% de humedad relativa del aire,
las plantas practicamente no se enferman, ya que las altas temperaturas no son favorables
para este cultivo, provocando dafos fisiologicos en las plantas y haciéndolas mas
susceptibles a enfermedades.

Altitud: Se reporta que se cultiva desde los 100 msnm en la Selva Baja y 2 000 msnm en

la Selva Alta.

Luz: A mayor disposicion de luz solar se obtiene mejor productividad y a una menor tasa
fotosintética se alarga su periodo fenoldgico, su floracién disminuye y su produccién es

baja.

Agua: La planta necesita de riego permanente siendo mejor las épocas lluviosas que
contengan una precipitacion anual de (850 a 1 000 mm/ afio). Periodos prolongados de
sequia causa problemas en el desarrollo de la planta. Asi como también el exceso de agua

trae como consecuencia dafios por enfermedades.

Suelo: Por ser una planta rustica no tiene preferencia a un suelo especifico, creciendo en
suelos acidos y de alto contenido de aluminio, siendo mejor los suelos francos a francos

arcillosos con un pH entre 5,5y 6,5 donde posibilitan mejor desarrollo y productividad.

Drenaje: Esto depende de la textura del suelo, pero necesita de un buen drenaje y

aireacion. Suelos saturados se obtienen dafios por enfermedades.
d) Problemas fitosanitarios de Plukenetia volubilis. L

El sacha mani es una planta susceptible a nematodos, pero existen dafios considerables
por hongos siendo principalmente el de gran importancia Fusarium spp. causando dafios
a la hoja, al cuello del tallo y raices en estado de plantula y en estado de produccién
(Manco, 2006; Dostert et al., 2009; Calero, 2013).

2.2.2 Fusarium verticillioides
a) Caracteristicas y Taxonomia

F. verticillioides es el patégeno conocido de cultivos de importancia agricola debido a su
gran variabilidad con respecto a sus propiedades morfologicas, fisiologicas y genéticas
(Deepa et al., 2018).

Las caracteristicas principales que posee F. verticillioides son: Los macroconidios, se

presentan en forma infrecuente, son hialinos delicados presentan una pared delgada con
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una célula basal en forma de pie y una célula apical curvada, su tamafio es de (25-60 x
2,5-4 ym) y su forma varia de curva a casi recto, tienen de tres a siete septos, producen
estructuras que aparentan racimos denominados esporodoquios y nunca produce
clamidosporas en el micelio. Asi mismo presentan macroconidiéferos que no se
encuentran estructuras ramificados, pero presentan monifialides ramificados (De la Torre-
Hernandez et al., 2014; Ismail et al., 2015; Munkvold, 2017).

Los microconidios son células abundantes y de forma ovalada con una base aplanada,
nacen como largas cadenas y cabezas falsas, siendo principalmente hialinos unicelulares,
su tamafo es de (5-12 x 1,5-2,5 um) y ademas una de las caracteristicas que presenta
este hongo es que cuando existe una alta cantidad de microconidios muestra un aspecto
polvoriento de la colonia (De la Torre-Hernandez et al., 2014; Ismail et al., 2015; Munkvold,
2017). Las colonias producen micelio blanco, pigmento violeta con la edad (Martinez-
Fernandez et al., 2015; Refai et al., 2016). No presentan clamidiosporas, aunque algunos
aislados pueden producir células hinchadas en las hifas (De la Torre-Hernandez et al.,
2014; Ismail et al., 2015; Munkvold, 2017).

La taxonomia de esta especie ha presentado muchas variaciones a lo largo del tiempo.
Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg pertenece al teleomorfo Gibberella
monilifomis (Wineland) y G. fujikuroi (Sawada) a la seccion Liseola. EI nombre F.
verticillioides ha sido aceptado como reemplazo del nombre F. moniliforme. Las razones
para el reemplazo fueron principalmente nomenclaturales. Es necesario que F.
verticillioides tenga un nombre significativo, para ello es importante realizar un diagndstico
cuidadoso y no simplemente se sustituya mecanicamente donde quiera que se haya usado
F. moniliforme (Leslie y Summerell, 2006; Ismail et al., 2015; Munkvold, 2017; Summerell,
2019).

Segun el Banki.et al (2023), F. verticillioides presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subdivisién: Deuteromycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: Fusarium verticillioides.



33

b) Ecologia del hongo

Es un hongo que tiene una amplia distribucién geografica que se puede encontrar en todo
el globo terraqueo, pero teniendo un mayor predominio en zonas de climas templados a
calurosos, presentando un extenso numero de hospederos, pero principalmente siendo la
enfermedad mas importante en cultivos de cereales principalmente en la mazorca del maiz
(Leslie y Summerell, 2006; Ismail et al., 2015; Munkvold, 2017; Summerell, 2019).

El crecimiento de F. verticillioides ocurre a 25° C y la infeccion en la planta se da por varios
caminos infestando raices, tallo y semillas (De la Torre-Hernandez et al., 2014). Muchos
de los casos no son tan visibles los sintomas de este patdgeno en la planta (Rodriguez y
Flores, 2018).

F. verticillioides es un organismo saprofito que sobrevive en el rastrojo de las cosechas
hasta 630 dias en condiciones bajo campo y hasta 900 dias en condiciones frescas y
secas. (Leslie y Summerell, 2006, De la Torre-Hernandez et al., 2014). La capacidad de
sobrevivencia de F. verticillioides en el suelo se da por hifas y conidios ya que no producen

clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).

F. verticillioides depende de varios factores para su desarrollo, permanencia en el suelo e
infestacién en la planta (la disponibilidad del agua, origen genético de las plantas, las
condiciones ambientales y el patdgeno) (Oren et al., 2003).

c) Patogénesis en sacha inchi

La patogénesis de este hongo es igual para varios cultivos. A continuacién, se detalla el

proceso infectivo del Fusarium.

La infeccidn sistematica de las plantulas se da debido a que el hongo esta presente en los
suelos y en las semillas, estando aptas para la infeccion durante la germinacién de la
semilla y a medida que va desarrollandose la plantula. ElI hongo ingresa directamente al
pericarpio y a las células de la epidermis de la raiz, tres dias después de que se siembran
las semillas. Para después colonizar las células del parénquima del escutelo y llegar hasta
el cortex, pero esto ocurre en raras ocasiones. Después de 25 a 30 dias las raices ya se
encuentran colonizadas y pueden notarse los sintomas de la pudricion radicular, la
agresividad dependera de la poblacién del hongo y los factores del ambiente. La mayor
concentracion del dafio ocasionado por el hongo se observa en la raiz, en el tallo el dafio
es menor, pero el hongo puede cursar de manera asintomatica por varios tejidos afectando
a varios organos en la fase reproductiva de la planta. Entre el tejido de corona y el tallo de
la plantula es el Unico sitio donde el hongo tiene una limitada tasa de dafo (De la Torre-
Hernandez et al., 2014).
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d) Métodos de cultivo

El crecimiento y la esporulacién del micelio de Fusarium varian las caracteristicas y la
morfologia de la colonia, de acuerdo al tipo de medio de cultivo y las condiciones
ambientales (Moura et al., 2020; Crous et al., 2021). El agar de hoja de clavel (CLA), el
agar sintético pobre en nutrientes (SNA) y los medios ricos en carbohidratos como el agar
papa dextrosa (PDA) son los medios de cultivo estandar para los andlisis

micromorfologicos (Leslie y Summerell, 2006; Moura et al., 2020., Crous et al., 2021).

El cultivo PDA es el adecuado para obtener una mayor apariencia morfolégica y coloraciéon
de la colonia (Moura et al., 2020). En este tipo de medio el micelio al inicio es blanco
algodonoso formandose una coloracion rosado y violeta. En algunos cultivos ya
envejecidos, el hongo forma estructuras llamada esclerocios por su accion de producir

melanina (De la Torre-Hernandez et al., 2014).

El medio SNA generalmente se utiliza en busca de microconidios, que pueden ser mas

abundantes y diversos (Summerell et al., 2003).

El medio de cultivo CLA es el mas adecuado para la identificacion de especies de Fusarium
por su formacion de macroconidios robustos y uniformes. En este medio se forma todas
las estructuras dentro de la colonia lo cual facilita su identificacion (Summerell et al.,2003;
Moura et al., 2020).

F. verticillioides una vez sembrado en medios de cultivo necesita ciertas condiciones de
incubacién como una temperatura de entre 25y 28 °c y bajo oscuridad (Oren et al., 2003;
Summerell et al.,2003; Crous et al., 2021).

2.2.3 Hongos micorricicos arbusculares
a) Diversidad y taxonomia

La diversidad de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) forman una relacién
simbidtica en un 90 % con las especies de las plantas vasculares incluyendo cultivos

agricolas (Diagne et al., 2020).

Los HMA se encuentran distribuidos en una amplia variedad de ecosistemas a nivel
mundial formando asociaciones simbidticas con angiospermas, gimnospermas, briofitas,
equisetofitas y las pteridofitas, donde las especies que mayor destacan son del género
Glomus (Panwar et al., 2008; Schuler et al., 2001; Saparrat et al., 2020).

En la region San Martin se identifico taxondmicamente 31 especies de HMA en el cultivo

de café en 4 diferentes zonas altitudinales encontrandose una nueva especie
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(Funneliglomus sanmartinensis) (Arteaga, 2019). Asi mismo para el cultivo de saha inchi
se identific6 32 especies de HMA, lograndose hallar la misma especie de HMA en café
(Acosta, 2021).

Para la caracterizacién taxondmica de los HMA se realiza mediante sus esporas: tamafio,
grosor, tipo, forma, color y la naturaleza de las paredes que la constituyen (conexion hifal,

ornamentaciones, etc.) (Rodriguez-Morelos et al., 2011).

Los HMA actualmente se describen alrededor de 300 especies de HMA y se clasifican en

33 géneros, doce familias y cuatro érdenes (Montoliu-Nerin et al., 2021).
b) Estructura delos HMA

Cuando el micelio de HMA entra en la raiz de la planta, crece a lo largo del tejido de la raiz
y forma estructuras caracteristicas de esta simbiosis como: Arbusculos (penetran como
dedos en un guante, denominandose “invaginaciones de la membrana celular” y mantienen
el intercambio bidireccional de nutrientes entre hongo-planta); Vesiculas (estructuras
ovoides, redondas entre otras y cumplen la funcion de almacenar reservas para el hongo);
hifas (al conjunto se llama micelio y se encuentran de dos tipos: Arum (hifas intercelulares
y arbusculos) y Paris (hifas enrolladas, y arblsculos ausentes) y esporas simples o
esporacarpicas (medio reproductivo del hongo que forman estructuras llamadas hifas en
el suelo), asi mismo existen algunas especies que se propagan intracelularmente
(Camargo-Ricalde et al., 2012).

c) Proceso de colonizacion de raices por HMA

La colonizacién por HMA del sistema radicular comienza con la germinacién de esporas
estacionarias o con hifas que crecen a partir de las existentes propagadas en el suelo,
donde el micelio se ramifica para infectar las raices. El sistema micelial tiene dos etapas:
una etapa interna ubicada en la corteza de la raiz (micelio endo-raiz) y una etapa externa
que esta en contacto directo con el suelo y difiere en reproduccion y extensién (micelio
exo-raiz). (Smith y Read, 2010).

La colonizacion por diferentes HMA podria resultar en diferentes respuestas en la misma

especie de la planta (Camargo-Ricalde et al., 2012).

Los exudados de raices pueden aumentar la actividad micelial al proporcionar sustratos
que pueden activar el desarrollo micelial mas rapido. Las hifas al momento que interactdan
con la epidermis celular o los pelos radiculares, producen células de adhesion, una
estructura pegajosa que permite que las hifas infecciosas penetren y rompan la cuticula

epidérmica o los pelos radiculares para llegar a la primera capa de células corticales.
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Cuando las hifas infectan la corteza hasta la segunda corteza, la colonizacion intracelular
rompe la pared celular y forma arbusculos dentro de las células para el sinergismo

nutricional entre los dos simbiontes. (Smith y Read, 2010).

Para que exista una buena relaciéon simbiodtica de las micorrizas con las plantas esto
dependerd de la rapidez en la que se formen y crezcan las hifas, asi como la velocidad del
sistema radical, en lo cual esto dard a un buen porcentaje de colonizacién (Begum et al.,
2019).

d) Ecologia de las micorrizas arbusculares

El efecto del suelo y su fertilidad sobre la eficiencia de los HMA ha sido un aspecto de
investigacion a nivel mundial, y se ha informado que la eficiencia de los HMA esta
estrechamente relacionada con suelos pobres con baja fertiidad y un alto uso de
nutrientes, especialmente fosforo (P), reduce sus efectos beneficiosos, y algunas especies
de HMA son especificas para ciertas condiciones, mientras que otras se adaptan a
diferentes condiciones de suelo y clima y toleran cambios en los niveles de acidez,
nitrogeno (N) y fosforo (P). Un factor simbiético para los HMA y los cultivos es el pH del
suelo, ya que las diferentes especies de hongos tienen diferentes preferencias de pH, el
pH 6ptimo para el desarrollo de HMA es 5,5-6. (Rodriguez-Morelos et al., 2011; Camargo-
Ricalde et al., 2012).

e) Efecto bioprotector de los HMA

El HMA han sido ampliamente utilizado como método de macroorganismos bioprotectores
para patégenos fungicos (Weng et al., 2022). Los HMA presentan indiscutiblemente
efectos beneficiosos en la planta como el incremento de la absorcién de P y N, proteccion
frente a patdgenos, tolerancia a la sequia, crecimiento vegetal, mejor retencion de agua,
tolerancia a los metales pesados del suelo y mejora la formacion de la estructura del suelo
(Rodriguez-Morelos et al.,2011; Begum et al., 2019; Melo et al., 2020; Kaur y Suseela,
2020; Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et al., 2022).

La bioproteccion de los HMA son mayormente estudiados contra los patégenos que
pertenecen principalmente a los géneros Pythium, Phytophthora, Alternaria, Botrytis,
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium y Verticillium (Xavier y Boyetchko, 2004; Shukla et al.,
2014; Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et al., 2022).

El efecto bioprotector de la HMA depende de varios factores como las especies de HMA
involucradas, el genotipo del hospedador y la eficiencia de la colonizacién de raices (Xavier

y Boyetchko, 2004; Giachero, 2015). Sin embargo, la proteccién ofrecida por los hongos
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micorricicos arbusculares no son efectivos contra todos los patégenos vegetales y estan

modulados por el suelo y otras condiciones ambientales (Shukla et al., 2014).
2.2.4 Defensa antioxidante

Las plantas poseen numerosos sistemas de defensas antioxidantes para asegurar sus
funciones de sefalizacién (Gill y Tuteja, 2010). Estas respuestas de defensa son
desencadenadas por factores biolégicos como patdgenos, parasitos y simbiontes, asi
como por factores abidticos como temperaturas altas o bajas, radiacion, salinidad y otras
condiciones, entre otras, y no siempre en situaciones de estrés (Gill y Tuteja, 2010; Guidi
y Tattini, 2021; Kaur et al., 2022).

Una de las respuestas de defensa mas efectivas contra el ataque de patégenos en las
plantas es el llamado estallido oxidativo, que se generan en el sitio de invasién a partir de
las ROS, principalmente de oxigeno y peréxido de hidrogeno, y para controlar el efecto
nocivo de las ROS antes de causar dafios al metabolismo y la estructura celular de la
planta, las plantas han disefiado dos sistemas de defensas (Gill y Tuteja, 2010, Kaur et al.,
2022; Sharma et al.,2022). Estos sistemas de defensa incluyen componentes antioxidantes
enzimaticos como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), entre otras, y antioxidantes no enzimaticos como glutation (GSH) y ascorbato
(ASC), que son responsables de reducir o mantener en equilibrio las concentraciones de
ROS (02 y H202) (Qamer et al., 2021; Fujita y Hasanuzzaman, 2022).

a) Defensas antioxidantes enziméticas

Catalasa (CAT): Es una enzima primordial para la defensa antioxidante de las plantas, se
encuentra distribuidos de forma fija en los 6rganos de la planta, cumpliendo con la funcién
principal de controlar intracelularmente las concentraciones de H.O, descomponiéndolo en

H.O y O, asimismo proteger al ADN, proteinas y lipidos (Beltran-Garcia, et al., 2006).

Succinato deshidrogenasa (SDH): Es una enzima del ciclo del acido tricarboxilico del
HMA, reacciona con el cloruro de nitro azul de tetrazolio (NBT) y da como resultado
formazéan insoluble, que se puede distinguir claramente en la raiz (Vierheilig et al. 2001,
2005). El SDH es una actividad enzimatica que evalGa la viabilidad de estructuras
microscopicas o el estado funcional del tejido fungico metabdlicamente activo (MacDonald,
y Lewis, 1978).

b) Defensas antioxidantes no enzimaticos

Glutatién reducido (GSH): Es un tripéptido no proteico que tiene un bajo peso molar

formado por los amino&cidos L-cisteina, &cido L-glutdmico y glicina que est4 ubicada en
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los distintos tejidos de las plantas (Hasanuzzaman et al., 2017; Dorion et al., 2021; Fujita
y Hasanuzzaman, 2022). EL 90% del glutatién se encuentra en GSH que se ubica en el
citosol y los cloroplastos de las células vegetales y tiene un rol multifuncional en el
metabolismo de las plantas (Noctor y Foyer, 1998; Khalid et al., 2022; Wangsanut y
Pongpom 2022), mantiene estables los grupos tiol de las proteinas, neutraliza los radicales
libres interviniendo en la quimica antioxidante, reduce los enlaces disulfuro inducidos por
el estrés oxidativo, entre otras funciones (Meyer et al., 2001, Foyer y Noctor, 2011,
Hasanuzzaman et al., 2017; Dorion et al., 2021; Khalid et al., 2022; Wangsanut y Pongpom,
2022). El glutation se requiere para la defensa eficaz contra patdgenos de las plantas en
respuesta al estrés que causa estos mismos que implican estrés oxidativo (Noctor y Foyer,
1998; Meyer et al., 2001). El aumento o la disminucién de los niveles normales de GSH
puede aumentar la susceptibilidad al estrés oxidativo y puede contribuir a la sefalizacién
redox en procesos importantes como las interacciones planta-patégeno incompatibles o la

muerte celular programada (Foyer y Noctor, 2011; Wangsanut y Pongpom, 2022).
c) Determinacién de Marcadores de Estrés Oxidativo

Malondialdehido (MDA): Es el primer producto de la peroxidacion lipidica, la medicién del
contenido del MDA sirve para analizar y estimar la cantidad de dafio oxidativo
particularmente en aquellos estudios centrados en las respuestas de las plantas al estrés
abidtico y biético. (Morales y Munné-Bosch, 2019; Alché, 2019; Zhang et al.,2021). El MDA
causa dafo a las membranas internas celulares, como la fluidez, el transporte de iones, la
pérdida de enzimas y la combinacién de proteinas (Singh et al., 2011; Kong, et al., 2016).
La formacion de MDA puede ser inducida de forma no enzimatica por ROS o

enzimaticamente por la actividad de la lipoxigenasa (Farmer y Mueller, 2013).
2.3.Definicion de términos

Colonia: Desarrollo de un microorganismo en masa, especialmente como un cultivo puro

en el laboratorio (Olsson, 2001).

Colonizacion: Proceso inter e intracelular dentro de la corteza de la raiz del hospedante

y el hongo para el intercambio de nutrientes (Souza, 2015).

Medio de cultivo: Es un conjunto de componentes nutritivos que crean las condiciones

esenciales para el crecimiento microbiano (Moura et al., 2020).

Conidios: Esporas asexuales inmdviles que se originan en diversas formas a partir del
conidiéforo y se encuentran de dos tipos macroconidias y microconidias (Garcés de
Granada et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5391355/#CR28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5391355/#CR28
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Células conididgenas: Son células fértiles especializadas que producen microconidios en
las que las esporas pueden emerger de un solo poro (monofialides) o de multiples poros
(polifiadlidas). (Garcés de Granada et al., 2003).

Conidiéforo: Zonas de hifas fértiles Unicas o ramificadas especializadas que soportan

células conidiégenas (Garcés de Granada et al., 2003).

Clamidospora: Células grandes y duraderas de paredes gruesas producidas en
condiciones estresantes que permiten que el hongo se multipliqgue y sobreviva (Garcés de
Granada et al., 2003).

Macroconidios: Son constantes en tamafio y forma, presentan una célula basal, célula
apical y septos caracteristica principal para la identificacion del hongo (Garcés de Granada
et al., 2003).

Microconidios: Son pequefas, generalmente unicelulares y con formas variables (ovoide,
oval, Reniforme, periformes, etc.) que se producen en el micelio aéreo que se pueden

observar de formas solitarias, en grupos o alineadas (Garcés de Granada et al., 2003).
Micelio: Conjunto de hifas entrelazadas y ramificadas (Souza, 2015).

Micorrizas: Es un micosimbionte que entra en contacto mediante sus hifas con las raices

de las plantas (Souza, 2015).

UFC: Unidad que se utilliza en microbiologia para estimar el ndamero

de bacterias u hongos viables en una muestra (Olsson, 2001).


https://revive.gardp.org/resource/bacteria/
https://revive.gardp.org/resource/fungi/
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito y condiciones de la investigacién

3.1.1Contexto de la investigacion

a) Ubicacién politica

- Departamento: San Martin.

- Provincia: San Martin.

- Distrito: Morales.

- Localidad: Vivero del Laboratorio de Biologia y Genética Molecular (LBGM) -
Universidad Nacional de San Martin-Tarapoto (UNSM-T).

b) Ubicacion geografica

EL presente experimento se realizé en vivero como en el LBGM - Facultad de Ciencias
Agrarias, ubicado en el campus de la UNSM-T, con las siguientes coordenadas: latitud sur:
06°35'28"; longitud oeste: 76°18'47"; altitud: 230 msnm; zona de vida: bosque seco—
tropical.

Figura 1.

Areas de estudio para el experimento. A. Vivero del LBGM. B. Laboratorio de Biologia y Genética

Molecular.

El experimento estuvo desarrollado bajo condiciones semicontroladas (vivero) con los
siguientes datos meteorologicos: temperatura (T° max: 35,9°C, T° med: 29,6°C y T° min:
22,6°C), humedad (H° max: 95,1%, H° med: 68,9% y H° min: 46%). En la noche la
temperatura oscilaba entre 17°C y 20°C con una humedad del 80%, durante los meses de
julio — septiembre del 2022.
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3.1.2Periodo de ejecucion
El presente estudio de investigacion se realizé entre agosto de 2021 a octubre de 2022.
3.1.3 Autorizaciones y permisos

La utilizacion de microorganismos del banco de germoplasma de hongos micorricicos

arbusculares, no esta restringida para su uso en bio-ensayos de investigacion.

3.1.4Control ambiental y protocolos de bioseguridad

Los protocolos de bioseguridad se llevaron a cabo en los ambientes del LBGM durante la
manipulaciéon de los microorganismos, insumos, reactivos y equipamiento. Asi mismo se

tuvo en cuenta los protocolos de seguridad ante el COVID 19.

3.1.5Aplicacion de principios éticos internacionales

Este estudio sigue los principios generales de la ética de la investigacion: entre los que se
destacan: totalidad/integridad, respeto por las personas, respeto por los ecosistemas,

beneficencia y justicia.

3.2.Sistema de variables

3.2.1Variables principales

Variable independiente

- Cepas/ especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA).

Variable dependiente

- Desarrollo y contenido nutricional de plantulas de sacha inchi.

- Determinacion de la colonizacién y viabilidad micorricica.

- Incidencia y severidad causada por F. verticillioides.

- Actividad de la defensa antioxidante enzimatica, no enzimatica y datos

bioquimicos.

3.2.2Variables secundarias
- Contaminacion no controlada de F. verticillioides in vitro.
- Condiciones semicontroladas de plagas y enfermedades para el desarrollo de las

plantas de sacha inchi.
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- Condiciones semicontroladas de temperatura y humedad para la infestacién de F.

verticillioides en vivero.

3.3 Procedimientos de la investigacion

3.3.1 Evaluar el efecto de la inoculacion con Rhizoglomus dunense y Paraglomus
laccatum sobre el desarrollo y contenido nutricional de plantulas de sacha

inchi (Plukenetia volubilis L.) infestado con Fusarium verticillioides.
Actividades preliminares.
a) Colectade muestrabioldgica

La colecta de muestras biologicas se realizd en 4 localidades (parcelas) de la provincia de
Picota (Tabla 1). Para la colecta se identificé en cada parcela 3 plantas de sacha inchi con
sintomas de marchitez, clorosis y enanismo de la planta (Presencia de Fusarium). En cada

sitié se tomaron las lecturas de localizacion con la ayuda de un GPS Garmin.

Tabla 1

Localizacion geografica de las muestras colectadas de F. verticillioides

N° de Localidad Altitud Coordenadas Tejido aislado
muestra (m.s.n.m.)
1 Leoncio prado 255 6°59'21" S 76°13'32" W Tallo y Raiz
2 Nueva América 254 6°59'00" S 76°15'08" W Tallo y Raiz
3 Huafipo 288 6°59'55" S 76°11'23" W Tallo y Raiz
4 Paucar 290 7°00'16" S 76°09'46" W Tallo y Raiz

Fase laboratorio
a) Aislamiento de F. verticillioides

El aislamiento se realiz6 de raices y cuello del tallo con los sintomas de la enfermedad. El
procedimiento fue lo siguiente: se cortaron muestras de tejido de 1 a 2 cm de la zona
herida, luego se desinfecto con alcohol al 70% por 30 segundos y con NaClO al 1% por 10
minutos, luego se lavé con agua estéril y secados posteriormente en papel filtro estéril.
Finalmente fueron cortados en trozos més pequefos (5 mm) y transferidos en medio de
cultivo PDA e incubados a 25°C por 7 dias (Guerrero-Abad et al., 2021).
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Figura 2.
Proceso de aislamiento del F. verticillioides. A. Corte transversal del tejido con sintomatologia B.
Aislamiento de tejido en medio PDA. C. Incubacion de F. verticillioides aislado. D-E. Crecimiento y

pigmentacion de F. verticillioides, anverso y reverso de la placa.
b) Purificacién

Una vez obtenido el crecimiento de F. verticillioides a partir del aislamiento, se tomaron
puntas de hifas con la ayuda de un bisturi estéril y se transfiri6 a otras placas Petri con

medio de cultivo PDA. Este proceso se repitié hasta la obtencién de cultivos puros.

Figura 3.
Purificacion de F. verticillioides. A. Medio PDA estéril. B. Preparacion de placas Petri con medio

PDA. C. Repique de F. verticillioides en medio PDA. D. F. verticillioides purificado.
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c) Cultivos monospoéricos

A partir de la purificacion de F. verticillioides se realizé el proceso de subcultivo de una sola
espora. La técnica consistié en el método de esporas por incubacion vertical estandarizado
por Garcia-Bastidas et al. (2020). Primeramente, con la ayuda de un asa bacteriolégica se
tomo una pequefia porcion de micelio conteniendo esporas y macroconidios. Se suspendio
en un tubo con 10 ml de agua estéril. Después de agitar en un vortex, la suspension de
conidios se vierte en una placa de Petri que contiene agar agua al 2%. El exceso de agua
es sacudido inmediatamente. La placa se incuba en una posicién inclinada a 25-28 °C en
oscuridad durante unas 18 a 24 horas. Las placas son directamente examinadas usando
un microscopio compuesto, y con la ayuda de un plumén indeleble fino se marca el conidio
solitario. se extrae un solo conidio germinado en un pequefo cuadrado de agar agua con
una aguja de transferencia o un bisturi y se transfiere a una placa PDA o SNA o CLA. La

placa con la espora individual se incuba durante 2-4 semanas a 25-28 °C.

Figura 4.

Proceso de cultivo monospérico. A. Colocacion de micelio del F. verticillioides en tubo con agua
estéril. B. Agitacion de muestra en vortex. C. Colocacién de muestra agitada en placa Petri con agar
agua al 2%. D. Desecho y secado de la muestra liquida. E. Observacién y marcacion del conidio

solitario en microscopio. F. Incubacién vertical del conidio solitario.
d) Identificaciéon morfolégica

Para la identificacion de la especie se utilizaron tres medios de cultivo: papa dextrosa agar
(PDA), Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) y hojas agar clavel (CLA). La descripcion
morfolégica se realizO en base a estructuras de caracteristicas macroscépicas

(pigmentacion y textura de la colonia) y microscopicas (microconidios, macroconidios y
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clamidosporas). Para ello se utilizaron las claves taxonémicas de Gerlach y Nirenberg
(1982), Leslie y Summerell (2006) y Ismail et al., (2015).

Las caracteristicas morfolégicas observadas macroscopicamente de las colonias de F.
verticillioides fueron lo siguiente: las colonias son de rapido crecimiento, el micelio aéreo
va de color blanco a violeta oscuro o purpura. Las caracteristicas microscopicas mostraron
lo siguiente: microconidios abundantes unicelulares en forma ovoide con la base truncada
de 2-3 x 5-12 um y macroconidios casi rectas con 3 a 6 septos de 2,5-5 x 15-60 ym y no

se encontraron clamidosporas.

Figura 5.

Estructuras macroscopicas de Fusarium verticillioides en medios de cultivo. A-B. Color del micelio
de F. verticillioides en medio SNA. C-D. F. verticillioides en medio CLA. E-F. F. verticillioides en
medio PDA.
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Figura 6.
Estructuras microscépicas de Fusarium verticillioides. A. Microconidios. B. Hifas. C. Macroconidios.
D. Fidlides. E. Conidioforos.

e) Identificacion molecular
- Extraccion del ADN por CTAB:

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de CTAB (Cetiltrimetil-bromuro de
amonio) descrito por Doyle y Doyle (1987) con modificaciones. Pesar 100 mg de micelio
de F. verticillioides en tubo de 2 ml; verter 200 pyl de CTAB en cada tubo (antes debe ser
calentado a 60°C en bafio maria); agregar a cada tubo 2 pl de mercaptoetanol; con la
ayuda de un pilén moler la muestra hasta conseguir una consistencia pastosa; agregar 10
pl de proteinasa K; enrazar a cada tubo a 1 ml con CTAB; mezclar en un vortex durante 30
segundos; colocar en bafio maria a 60°C y dejar toda la noche; afiadir 1 ml de cloroformo
a cada tubo; mezclar por inversion durante 5 minutos; centrifugar a 8 000 rpm durante 5
minutos; tomar 500 ul del sobrenadante y colocar en tubos de 1,5 ml; adicionar 750 pl de
isopropanol frio y mezclar por inversién durante 2 minutos; congelar 2 horas a -20°C;
centrifugar a 13 000 por 5 minutos; desechar el liquido sin perder el pellet; agregar 750 ul
de etanol al 70% y centrifugar a 13 000 rpm durante 15 minutos. Desechar la solucion y
repetir el proceso una vez mas; secar el pellet a temperatura ambiente (2 a 3 horas);

resuspender el pellet 30 yl de agua milig. Almacenar a -20°C.
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Para la cantidad y calidad del ADN se emple6 el NanoDrop a una longitud de onda de 260
nm (A260), posteriormente se ajusté a un rango de concentracion de 50 ng/ul con agua

ultra pura.

Figura 7.

Proceso de extraccion de ADN. A. Peso de muestra. B. Adicion de CTAB. C. Adicion de
mercaptoetanol. D. Trituracion de la muestra. E. Adicion de proteinasa. F. Homogenizacion de los
componentes. G. Muestra en bafio maria. H. Centrifugacion de la muestra. | - J: Separacion del
sobrenadante. K. Centrifugacion del isopropanol. L: Lavado de muestra con etanol. M: Repeticion

del paso L. N. Observacién del pellet. O. Cuantificacion del ADN en nanodrop.

- Electroforesis del ADN

La presencia e integridad del ADN fue observada mediante electroforesis. Para lo cual, se
tomo 1 pl de ADN y se mezclé con 3 ul diamond, y 3 ul de buffer; la mezcla se carg6 en el
gel de agarosa al 1% (p/v) y se dej6 correr en tampon TAE 1X, a 90 voltios, 180 amperios
durante 40 minutos. Concluido el tiempo, se colocé el gel en un transiluminador de luz UV

para visualizar la integridad del ADN.
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Figura 8.

Electroforesis para la integridad de ADN de F. verticillioides.
- PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

El volumen final de reaccion del PCR fue de 10 pL, el cual contenia 5,95 uL de agua ultra
pura; 2 pL de buffer de reaccion para PCR (10X); 0,2 yL de dNTP’s (10 mM); 0,4 pL de
cada primer (10 pM); 0,05 uL de Taq ADN polimerasa (5U+pL?); y 1 uL de ADN a una
concentracién de 50ng/uL. El proceso de amplificacién se llevd a cabo en el termociclador
cuyas condiciones fueron; incubacién a 95°C por 2 minutos; 40 ciclos de segunda
desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, hibridacién a 64°C por 30 segundos, y

elongacién a 72°C por 1 minuto; y una extension final a 72°C por 5 minutos.

Tabla 2

Primers utilizado para la amplificacion de (F. verticillioides).

Nombre Secuencia del oligo 5" - 3’ Tamafo (pb) Referencia
VERT-FV 5' GTCAGAATCCATGCCAGAACG 3
Patifio et
800 al.,2004
VERT-RV 5" CACCCGCAGCAATCCATCAG 3

-  Electroforesis: Los productos de PCR amplificados fueron visualizados en geles de
agarosa al 1% con TAE 1x, con un marcador de peso molecular de 20000 pb
(GeneRuler 1kb). Al volumen final (10 pL) de las muestras de PCR se agreg6 5 uL de
diamond, luego se corri6 durante 40 minutos a 90 Voltios y 180 Amperios. La

visualizacién de las bandas se realizé en un transiluminador UV (Invitrogen).
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Figura 9.
A. Electroforesis para PCR. A. Toma de muestra PCR. B. Siembra del producto final PCR. C.

Observacion de muestras amplificadas en gel de agarosa.
f) Preparacion del in6culo del F. verticillioides

Se utilizé papa dextrosa liquido (PDB: papa 250 g, dextrosa 15 g, y agua destilada 1000
ml) y completar hasta 100 ml de volumen en matraces Erlenmeyer (250 ml de volumen).
Luego se coloca en el caldo una pequefia alicuota (<0,5 cm?) de PDA con el micelio de la
especie a evaluar y el control positivo. El caldo que contenia el in6culo se agitd
continuamente a 120 rpm durante 5 dias a temperatura ambiente para producir conidios o

esporas que sirvieron como indculo (Balogun et al., 2008; Inami et al., 2012).

Al final del periodo de incubacién, filtrar la solucién con una gasa en un tubo de 50 ml,
centrifugar inmediatamente a 3000 rpm durante 15 min, luego retirar el sobrenadante y
almacenar el precipitado donde se encontré. Agregar 10 ml de agua destilada al precipitado

donde estan los conidios y homogenizar por agitacion vorticial (Balogun et al., 2008).
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Figura 10.

A. Proceso para la preparacion del inéculo. A. Matraces con PDB estériles. B-C: Corte de la muestra
patégena y colocacion en el medio PDB. D. Medio PDB cargados con micelio del F. verticillioides
puesto en agitacion. E: Caldo completamente infestado con el F. verticillioides. F-G: Colado del
micelio y puestos en tubos falcon. H-I: Centrifugacidon del sobrenadante. J-K: Desechado del

sobrenadante y suspension del precipitado con agua estéril.
g) Conteo de conidios en camara de Neubauer

Primero se diluy6 el in6culo con agua destilada estéril y se realizaron diluciones seriadas
debido a que la concentracion inicial de conidios era muy alta y dificil de contar. La cantidad
de conidios puede variar en la concentracion inicial. Luego, usando un hemocitometro de
0,2 mm, colocamos 4 pul de in6culo en una rejilla (arriba y abajo) y observamos el nimero
de conidios en algunas celdas (alrededor de 16 celdas/campo) en cuatro campos grandes
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bajo un microscopio (Caballo-Linares et al., 2020). EI nUmero de conidios/célula se contd

visualmente y el nUmero de conidios/ml se calculé de acuerdo con la siguiente formula.

N células 1 cuadro 1000 mm3 cm?

. . . .F
# cuadros grandes L. A.P mm? cm? 1ml

D

Figura 11.

Cuantificacion de conidios en un hemocitémetro. A. Inéculo de F. verticillioides diluido en agua. B.

Conteo de conidios.
h) Prueba de patogenicidad

El esquema de hipétesis de Koch se utilizé para probar la patogenicidad de Fusarium
verticillioides. En macetas de plastico de 3 kilogramos con mezcla de suelo agricolay arena
estéril en proporcion 2:0,5 se sembr6 semillas de sacha inchi previamente germinadas en
camara humeda. Se realiz6 la inoculacion liquida al suelo de Fusarium verticillioides en las
plantas de sacha inchi 20 dias posteriores a la siembra (dps). La concentracion del in6culo
fue ajustada de acuerdo a la metodologia de Chai et al. (2018), que fue 5x108 UFC/ml y
segun Ahammed et al. (2020), se afiadié 20 ml/planta de la suspension celular que equivale
a 1x10%® UFC/planta. Los conidios se contaron en una camara de Neubauer. F.
verticillioides fue nuevamente reaislado con éxito de las plantas inoculadas artificialmente,

cumpliendo la hipétesis de Koch.
i) Escala de severidad externa de Fusarium verticillioides

La escala se determind mediante la prueba de patogenicidad lo cual después de la
inoculacion de F. verticillioides las plantas se controlan regularmente hasta que aparezcan
sintomas de marchitamiento. Esta escala se desarroll6 durante 4 meses en vivero. La
aparicion de los primeros sintomas como grado 1 se mostr6 a los 20 dpi; el grado 2 se

mostré a los 36 dpi; el grado 3 a los 46 dpi; el grado 4 a los 106 dpi.
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Escala ordinal visual de severidad externa para plantas de sacha inchi.
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GRADO DESCRIPCION
0 Sin sintomas.
1 Amarillamiento, secamiento y caida de las primeras hojas bajeras.
2 Clorosis moderada de las hojas en forma ascendente.
3 Marchitez y defoliacion severa de las hojas en forma ascendente.
4 Muerte de la planta (Defoliacion completa de las hojas y pudricién radicular).

Fuente: Propia

Figura 12.

Escala ordinal de la severidad externa de la Fusarium verticillioides. A. Grado 0. B. Grado 1. C.
Grado 2. D. Grado 3. E-F: Grado 4.



53

i) Escala de severidad interna de Fusarium verticillioides

Esta escala se desarrollé simultaneamente con la severidad externa.

Tabla 4

Escala ordinal visual de severidad interna para plantas de sacha inchi.

GRADO DESCRIPCION
0 Ausencia de sintomas en el cuello y raiz de la planta.
1 Puntos y lineas dispersas color café oscuro en el tejido vascular del cuello y raiz
de la planta.
2 Coloracion café oscuro y manchas necréticas en el cuello y raiz de la planta

menor al 50%.

3 Coloracion café oscuro y necrosis del 50% al 75% en el cuello y raiz de la planta.
4 Coloracion café oscuro y necrosis del 75% al 100% en el cuello y raiz de la
planta.

Fuente: Propia
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Figura 13.
Escala de la severidad interna de la severidad de la Fusarium verticillioides. A-B: Grado 0. C-D:
Grado 1. E-F: Grado 2. G-H: Grado 3. I-J: Grao 4.
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Fase vivero
a) Esterilizacién del suelo agricolay arena

El sustrato se esterilizé en una autoclave a 121°C a 15 Ib de presién por 60 minutos en un
periodo de tres dias. Para confirmar el éxito de la esterilizacion, se colocé particulas del
sustrato del suelo en placas Petri, que contenia agar papa dextrosa (PDA), incubandolas

en condiciones de humedad durante tres dias a 25 ° C, para verificar y asegurarse si existe

algun hongo o bacteria creciendo a partir del sustrato.

Figura 14.
Proceso de esterilizacion del suelo. A. Ubicaciéon del suelo en la autoclave. B. Suelo autoclavado

listo para macetas.
b) Preparacion de sustrato y llenado de macetas

Para la preparacion del sustrato se incluyé suelo agricola y arena de cuarzo, en proporcion

2:0.5. La mezcla se llen6 en macetas de plastico de 3 kg.

Figura 15.

Preparacion de sustrato estéril A. Mezcla de suelo y arena proporcion 2:0.5. B. llenado de sustrato

en macetas. C. Macetas ordenadas por tratamiento.
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c) Colectay germinacion de la semilla

Las semillas fueron cosechadas de pinto recodo, recolectadas de plantas cultivadas con
mayor produccion y libre de enfermedades. Para la germinacion se seleccionaron semillas
de un solo tamafio y color. Luego se desinfecto con lejia al 2 % por 10 minutos,
posteriormente se lavé con agua destilada para eliminar todo el residuo de la solucién.

Seguidamente se sembrd en macetas con arena esterilizada. Las semillas fueron regadas

con agua libre de patégenos.

Figura 16.
Seleccion y germinacién de semillas de saha inchi. A. Semillas de sacha inchi seleccionado. B.

Desinfeccion de semillas. C. Semillas sembradas en arena estéril.
d) Inoculacién de los HMA

Se emplearon dos especies de HMA (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum)
identificados molecularmente, ambas especies fueron recolectadas de plantaciones de
sacha inchi de la localidad de Chazuta, provincia de San Martin, region San Martin teniendo
las siguientes coordenadas UTM (18 M) 377,2029,274,203. Las dos cepas fueron
multiplicadas con 4 tipos de sustratos utilizando plantas trampas (sorgo y brachiaria) en
condiciones de vivero. Posteriormente almacenados y conservados a 4°C en el LBGM de
la UNSM hasta su uso. El inéculo de las especies de Rhizoglomus dunense y Paraglomus

laccatum fue de 1 000 esporas/maceta e inoculados mediante recubrimiento de semilla.

Figura 17.

Inoculacion de los HMA. A. Indculo homogenizado. B. Siembra de semilla inoculado con HMA.
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e) Siembrade lasemilla

Para la siembra se estandariz6 semillas previamente germinadas con una longitud de 2

cm de su embrion para homogenizar el crecimiento.

Figura 18.

Siembra de semillas pregerminadas en macetas. A. Semilla pregerminada. B. Siembra de semillas.

f) Inoculacién de F. verticillioides

Para la inoculacién primeramente se realizé previamente la preparacion del inoculo y el
conteo que previamente ya se mencion6 anteriormente. La inoculacién se realiz6 20 dias
posteriores a la siembra (dps), para ello se realizaron cuatro pequefias incisiones circulares
de 5 cm de profundidad con una espatula o palo de anticucho estéril cerca a la raiz, para
asi permitir la infeccion de F. verticillioides, seguidamente con una pipeta de 10 ml se
inoculé 20 ml/ planta en una concentracion de 5x108 UFC/ml.

Figura 19.

Inoculacién de F. verticillioides. A. Inéculo liquido de F. verticillioides cuantificado. B. Ejecucion de
agujeros para el inéculo. C. Inoculacién cuantificada en las plantulas.
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g) Aplicacién de solucién nutritiva

Se aplico la solucion nutritiva Long Ashton a razén de 50 ml/ planta cada 15 dias a partir

del primer mes hasta los 60 dias.

Tabla b

Contenido de solucion nutritiva Long Ashton.

Compuestos nutritivos Cantidad para 1L de solucion (ml)
Nitrato de potasio (KNO3) 50
Sulfato de magnesio (MgSO,-7H,0) 50
Nitrato de calcio (Ca (NOs) ; 4 H20) 50
Monofosfato de sodio (NaH2PO4 + H20) 1,25
Elementos traza 1,0
Solucién de citratos 5,0

Figura 20.

Aplicacion de la solucién nutritiva Long Ashton en plantas de saha inchi. A. Reactivos preparados

para solucién nutritiva. B. Medicién de la solucién nutritiva. C. Aplicacion de solucién nutritiva.
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h) Riego

El riego se realiz6 con agua destilada a raz6n de 100 ml/ planta tres veces al dia y de forma
diaria hasta 15 dias después de la inoculacion con F. verticillioides, con el fin de darle las
condiciones de humedad y temperatura al hongo, asi mismo es el tiempo necesario en que

el F. verticillioides infecta a la planta segun la prueba de patogenicidad.

Figura 21.

Riego en plantulas de sacha inchi.

Evaluaciones fase vivero:

a) Altura

Para esta evaluacion se utilizd una regla métrica y se tomaron medidas desde el fondo del

suelo hasta la parte superior de la planta cada 10 dias después de la siembra (DDS).

Figura 22.
Evaluacion de altura en plantulas de sacha inchi.

b) Diametro

La medicién se realiz6 cada 10 DDS con un vernier digital tomandose como punto de

medida a 1 cm del suelo.
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Figura 23.

Evaluacion de diametro del tallo en plantula de sacha inchi de 70 dias en condiciones de vivero.

c) Nuamero de hojas

Se realizé mediante la observacién desde la base hasta la parte apical de la planta cada
10 DDS.

Figura 24.
Evaluacion de nimeros de hojas en sacha inchi.

d) Numero de hojas cloroticas

Se realiz6 después de la inoculacion de F. verticillioides cada 10 dias. Se considero hojas

con sintomas de amarillamiento y caida.

% de hojas cloréticas = (hojas cloroticas /total) *100

e) Inicio de guias

Se realiz6 visualmente desde que las plantas iniciaron a guiar.

f) Peso fresco de la biomasa aérea

Las plantas de sacha inchi se cortaron a 1 cm de la superficie del suelo a los 70 dias y se
pesaron tallo y hojas en una balanza analitica. Las raices no se consideraron porque fue
sometida para la evaluacion el porcentaje de colonizacion y densidad poblacional de F.
verticillioides.
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Figura 25.

Evaluacion del peso fresco de la biomasa aérea.

g) Peso seco de labiomasa aérea

Después de obtener la biomasa fresca, estas mismas fueron puestas a una estufa de 60°C

por 3 dias, después de ese tiempo se peso6 en una balanza analitica.

h) Clorofila

Se evalu6 seleccionando 5 hojas completamente desarrolladas, ubicadas en la parte media

de la planta. La medicion se realizo utilizando un medidor de clorofila (SPAD 502 plus).

4 T

Figura 26.
Evaluacion del contenido de clorofila.

i) Areafoliar

Se realizo al final del experimento donde se recolect6 de la parte media de la planta 10
hojas/planta con el fin de tener muestras homogéneas. Las hojas fueron escaneadas para

luego procesarlas por el programa FIJI (Fiji Is Just Image) y determinar el area foliar (cm?).
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Figura 27.

Escaneo de hojas para la evaluacion del area foliar en el programa F1JI.

j) Peso fresco de laraiz

Se realiz6 al final del experimento, lo cual se extrajo las raices de las macetas, se lavé, se

secd y se peso en una balanza analitica.

k) Peso seco de laraiz

Las raices frescas se colocaron en una estufa a 60°C por 72 horas, luego fueron pesadas

en una balanza analitica.
I) Anélisis foliar de NPK

El andlisis se realiz6 en el ICT (Instituto de Cultivos Tropicales) a partir de la biomasa seca

aérea (hoja y tallo).

3.3.2 Evaluar la influencia de la colonizacién micorricica y la actividad succinato
deshidrogenasa del HMA en sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) sobre la
densidad poblacional radicular de Fusarium verticillioides.

a) Porcentaje de colonizacién micorricica
Tincion de raices

Se eligieron secciones de raices de 1,5-2,5 cm de largo (secundarias y terciarias) y luego
se colocaron en tubos Falcon con alcohol al 70% para conservar la muestra. La tincion y
clarificacion se realizé con la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970) con

modificaciones.

Las raices se colocaron en tubos de 50 ml en una solucion de hidroxido de potasio (KOH)
al 10% hasta cubrir la muestra, las raices se colocaron en un bafio Maria a 90 ° C durante

60 minutos para eliminar el contenido citoplasmético y limpiar el tejido cortical, luego se
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retiraron y se agregaron 20 voliumenes de H:O: en la misma proporcion de KOH a
temperatura ambiente durante 1 minuto para terminar de blanquear las raices, luego,
paralelamente se realiz6 3 lavados con agua de cafio y se dejaron en reposo hasta eliminar
el contenido liquido, Seguidamente, se sumergieron en tinta Parker al 5,7% durante 20
minutos a temperatura ambiente, al mismo tiempo se llevaron las muestras al bafio Maria
a 90 °C durante 10 minutos y finalmente, se enjuagaron tres veces con agua corriente y se

afadi6 lactoglicerol para conservar las muestras.

Figura 28.

Proceso de tincion de raices. A. Corte de raices secundarias. B. Aplicacién de KOH a las raices. C.
Raices con KOH en bafio maria. D. Aplicacion de perdxido de hidrégeno. E. Raices con H20:2 en
reposo. F. Lavado del H202 con agua de cafio. G. Adicidn de tinta Parker. H. Muestras en bafio
maria para la tincion. I. Desecho de la tinta Parker. J. Adicién de lactoglicerol. K. Raices tefiidas

lista para observar en microscopio.
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Determinaciéon del nivel de colonizacion

El porcentaje de colonizacion se dio mediante el método de Brundrett et al., (1996) con
modificaciones. Se montd 20 raices coloreadas de 1 cm de largo sobre una lamina
portaobjeto colocadas verticalmente. Para la observacion las muestras fueron llevadas a
un microscopio trinocular y con el software “Leica LAS EZ for digital camera” se cuantificd
las raices micorrizadas. EI método de observacion fue mirar por la esquina superior
izquierdo y desplazar la platina de forma horizontal en direccion a las otras raices. Cada
lamina fue sometida a 3 pasadas, teniendo 60 observaciones. Para determinar la
colonizacién se basé en que, si la raiz presentaba estructuras como hifas, vesiculas y
arbusculos, se consideraba signo positivo (+); y si no, un signo negativo (-). El porcentaje

de colonizacién se determiné utilizando la formula que se muestra a continuacion.

L N° de raices colonizados
% colonizacion = — - - x 100
N° total de raices colonizados

Figura 29.

Proceso de evaluacion de la colonizacion micorricica. A. Corte de raices tefiidas y Montaje de raices
en laminas portaobjetos. B. Observacion en microscopio. C-D. Estructuras fangicas de HMA

(vesiculas e hifas).
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b) Determinacion de la enzima succinato deshidrogenasa
Se realiz6 mediante la metodologia de Saito et al. (1993).
Reactivos:

- Buffer SD: 50mM Tris HCI (pH 7,4), 0,5 mM MgClI, 1 mg/ml de nitroazul de
tetrazoilo, 0,25 M de succinato de disodio.
- Hidrato de cloral al 10% (100 g en 11).

- Fucsina 4cida (2 g/litro en lactoglicerol).
Procedimiento:

- Se lavan las raices y se cortan en trozos de 1 a 1,5 cm de longitud.

- Incubar una porcién de raices frescas en la solucion Buffer SD en tubos de 2 ml
(lo suficiente para cubrir las raices) e incubar a 25° por 5 h.

- Se elimina la solucion incubadora, se afiade hidrato de cloral y se colocan por 60
minutos a 90 °C en bafio maria.

- Se elimina el hidrato de cloral, se cubren las raices con fucsina y contratefiir
durante 2 dias para permitir penetracion completa de la contratacion.

- Finalizada la tincién, las muestras se enjuagaron en lactoglicerol hasta la
cuantificacion.

- Cortar las raices de 1 cm y montar en laminas portaobjeto y luego observar en el
microscopio a 20x. Las zonas donde actué la SDH se visualizan de color azul
oscuro y las areas de micelio inactivo o muerto se tifien de rosado.

- Escala: sin actividad (sin tincién), baja actividad (tincion normal) y alta actividad
(tincién densa) (Saito et al., 1993).

c) Densidad poblacional de F. verticillioides (UFC /g-1 de raiz)

Las raices frescas se secaron en un horno a 40°C durante 7 dias y se paso a través de un
tamiz de malla de 1 mm. Luego, se tomaron 20 mg de cada raiz en polvo y se colocaran
en tubos Eppendorf con lejia al 3 % durante 3 min, para luego lavarlos tres veces con agua
estéril. El material desinfectado se vertié en placas Petri con 20 ml. de medio agar selectivo
para Fusarium (SFA) (Leslie y Summerell, 2006) previamente esterilizados en autoclave
(Spagnoletti et al., 2021). Las placas se incubaran a 25°C en la oscuridad durante 5 dias y

luego las colonias de F. verticillioides fueron contadas (UFC/ g raiz).
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Figura 30.
Evaluacion de la densidad poblacional de F. verticillioides (UFC /gt de raiz). A. Medio agar selectivo

estériles para Fusarium. B. Tamizado de raices. C. Peso del tamizado de raices en polvo. D. Raices

en polvo previamente desinfectados puestas en medio SFA.
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3.3.3 Evaluar la incidencia y severidad causada por Fusarium verticillioides en
plantulas de sachainchi, inoculadas con Rhizoglomus dunense y Paraglomus
laccatum.

a) Incidencia de la enfermedad %

La incidencia de la enfermedad se calculé como: % Incidencia de enfermedad = n/ N X
100, donde: n = nimero de plantas que muestran sintomas de enfermedad con al menos

una coloracion marrén del tallo y N = namero total de plantas (Persson et al., 1997).

b) Severidad de la enfermedad (escala)

La severidad de la enfermedad se evalué a los 20 dias después de la inoculacién tanto en
la parte externa como en la parte interna de la planta. Para la severidad externa se evalué
mediante una escala ordinal de 0-4 basado en los sintomas de las hojas: 0= sin sintomas;
1=amarillamiento, secamiento y caida de las primeras hojas bajeras; 2= clorosis moderada
de las hojas en forma ascendente; 3= marchitez y defoliacién severa de las hojas en forma
ascendente; 4= muerte de la planta (defoliacion completa de las hojas y pudricién
radicular). Para la severidad interna se evallo usando una escala de 0 a 4en base a la
necrosis de la raiz: 0= ausencia de sintomas en el cuello y raiz de la planta; 1= puntos y
lineas dispersas color café oscuro en el tejido vascular del cuello y raiz de la planta; 2=
coloracién café oscuro y manchas necroéticas en el cuello y raiz de la planta menor al 50%;
3= coloracién café oscuro y necrosis del 50% al 75% en el cuello y raiz de la planta; 4=
coloracidn café oscuro y necrosis del 75% al 100% en el cuello y raiz de la planta. El indice
de severidad de la enfermedad (DSI, siglas en inglés) se calcul6 mediante la siguiente

férmula descrita por Akkdpru y Demir, (2005).

> Numero de plantas enfermas x grado de la escala
DI = X 100
Numero total de plantas observadas x grado mayor de la escala
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3.3.4 Evaluar la actividad antioxidante enzimética, no enzimatica y marcadores de

dafio oxidativo en plantulas de sacha inchi, inoculado con Rhizoglomus

dunense y Paraglomus laccatum e infestado por Fusarium verticillioides.

Evaluaciones fase laboratorio

a) Determinaciéon de la enzima catalasa

Se realiz6 mediante la metodologia de Javalera (2013) con modificaciones.

Reactivos:

Buffer fosfato 50 mM (pH 7,0): preparar soluciones A y B y mezclar en proporcién
1:1.55

A) Disolver 6,81 g de KH,PO4 en 1 | de agua.
B) Disolver 8,90 de Na;HPO4. 2H20 en 1 | de agua.

Buffer de extraccion de extracto enzimatico: Buffer fosfato con 50 mM (pH 7,4), 1 mM
EDTA, 1 g (0,1%) PVP y 0,5% (v/v) Triton X-100.

H.0, (100 mM): preparar disolucién con buffer fosfato en cada uso.

Procedimiento

Triturar tejido (hojas y raices) en nitrégeno liquido y pesar 500 mg.

Afadir inmediatamente 4 ml de buffer de extraccibn, mezclar por inversion y
centrifugar a 10 000 g por 20 min a 4°C. Separar sobrenadante.

Preparar mezcla de reaccion conteniendo 500 pL de buffer de fosfatos 50 mM (pH
7,0), 400 pL del sobrenadante (diluido 1:10 en buffer fosfato — 4°C).

Iniciar reaccion adicionando 100 pL de H>O, 100 mM.

Medir absorbancia a 240 nm durante 1 min (cada 10 segundos) a 25°C.

Utilizar como blanco el buffer de fosfatos.

Estimar la actividad catalasa con la siguiente formula:

U/mL:(A Abs) / ebt) (Vf)

Donde:

A Abs = cambio de absorbancia de la muestra.
€ =coeficiente de extincién del peréxido de hidrégeno (0.036 cm? / uM
B = espesor de la celda (1cm)

t = Tiempo (1 min)
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Vf = Volumen final de la mezcla de reaccion (1 ml)

b) Determinacion del malondialdehido por el método TBA/TCA
Se realiz6 mediante la metodologia de Griimberg (2015) con modificaciones.
Reactivos: acido tricloroacético (TCA) y acido tiobarbiturico (TBA)

- TCA 0.1%= diluir 100 mg en 100 ml de solucién agua (Frasco oscuro, a 4°C).

- TCA 20% = diluir 20 g de TCA en 70 ml de agua y aforar a 100 ml (Frasco oscuro,
a4°C).

- TCA 20% + TBA 0.5%= diluir 20 g de TCA en 70 ml de agua y luego afadir 0,5
g de TBA y aforar a 100 ml (Frasco oscuro, a 4°C).

Procedimiento:

- Pesar 2 alicuotas de 100 mg de tejido (hoja y raiz) y triturar en nitrégeno liquido.

- Afadir 1,6 ml de TCA al 0.1% y mezclar por inversion 8 veces.

- Centrifugar a 13 500 rpm por 10 minutos.

- Separar cuidadosamente y con ayuda de una micropipeta de 200 pl, 510 pl de
sobrenadante y afiadir 510 pl de TCA 20%/TBA 0,5% para el problema y 510 pl
de TCA 20% para el testigo ver tabla inferior.

- Preparar las siguientes mezclas de reaccion.

Tabla 6

Preparacion de las mezclas de reaccion para determinar el contenido de malondialdehido.

MUESTRAS
Problema (+TBA) 0,51 ml de muestra + 0,51 ml de TCA 20 %/TBA 0,5%
Testigo (-TBA) 0,51 ml de muestra + 0,51 ml de TCA 20%

BLANCOS
Problema (+TBA) 0,51 ml de TCA 0,1% + 0,51 ml de TCA 20 %/TBA 0,5%
Testigo (-TBA) 0,51 mlde TCA 0,1% + 0,51 ml de TCA 20%

Incubar a 92 °C por 20 min en bafio maria.

- Centrifugar a 13 500 rpm por 10 min.

- Separar 1000 pl de sobrenadante y leer absorbancia a 532, 600 y 440 nm.

- Estimar la cantidad de malondialdehido a través de la siguiente formula:
A= [(Abs 532 .7ga- Abs 600.1a) - (Abs 532 .tea- Abs 600.-1ea)

B= [(Abs 440 +7sa- Abs 600.78a) * 0.0571
Se realiza este calculo para la MUESTRA y para el BLANCO

- Una vez obtenidas las absorbancias, realizar los calculos:
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Equivalentes de MDA (nmoles/mg) = [(A-B) /€]*106
MDA (nmoles/mg) = (equivalentes MDA * vol. extraccion * dilucion) /PF

Vol. de extraccion: en este caso es 1,6 ml.

Dilucién: Vol. Final de reaccion/ vol. Alicuota (en este caso 1,02/0,51=2,0)
€: Coeficiente de extincion molar 155 mM-1 cm-1

PF (mg): peso fresco de muestra, en este caso va a ser entre 100 mg.
10°: para convertir de mM a nmoles/ml

Determinacion del glutation reducido (GSH)

Se realiz6 mediante la metodologia de Grimberg (2015) con modificaciones.

Reactivos:

TCA (Trichloroacetic acid, T6399-100G) 3%: diluir 3 g en 100 ml de agua
(Almacenar en frasco oscuro a 4°C).

GSH (L-Glutathione reduced, G4251-1G) 100 Mm (PM= 307): Diluir 30,7 mg en
1ml de TCA 3% (una vez preparado almacenar reactivo a -20 °c. (g= 307 x 0,1M
x 0,001L= 30,7g) (Almacenar en frasco oscuro a 4°C).

Buffer TRIS-HCL 1M pH8 (PM: 121,1): Para preparar 100 ml: diluir 12,11 g en 80
ml de H20 llevar a pH8 con HCI y aforar hasta 100 ml. (g= 121,1 x 1M x 0,1L=
12,11 g)

DTNB (5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid), D8130-1G) 5 mM (PM: 396,35): diluir
49,5 mg en 25 ml en Buffer TRIS-HCL 1M pH8. (g= 396,35 x 0,005M x 0,025L=

49,5 g) (Almacenar en frasco oscuro a 4°C).

Procedimiento

Tabla 7

Pesar 100 mg de tejido (hojas y raices) y triturar en N liquido.
Afadir 750 pl de TCA 3% y mezclar por inmersion 8 veces.
Centrifugar a 13500 rpm durante 10 minutos y traspasar cuidadosamente el

sobrenadante para preparar la siguiente mezcla de reaccion.

Composicion de la mezcla de reaccion para determinar el contenido de GSH.

REACTIVOS VOLUMEN (ul)
Muestra (TCA 3% en el caso de blanco) 300
Buffer Tris HCL 1M PH8 400
Agua 250
Total 950

Esta mezcla de reaccion incubar mezcla a 28°C por 30 minutos.



- Agregar 50 pyl de DNTB a 5 mM.

- Incubar mezcla a temperatura ambiente por 15 minutos.

- Medir el BLANCO: 300 pl TCA 3% + 400 pl Tris HCL 1M PH8 + 250 pl agua + 50

pI DNTB a 5 mM.
- Medir absorbancia a 412 nm.

- Determinar el contenido de glutation por medio de una curva de concentracién o

calibracién de GHS.

o [Reemplazar para la muestra 300 pl las distintas diluciones en la mezcla

de reaccion y seguir el mismo procedimiento hasta la medicion de la

absorbancia).

Tabla 8

Curva de calibracién para determinar la concentracion del GSH.

CONCENTRACION VOLUMEN DE VOLUMEN DE TCA TOTAL (ul)
GSH 1mM. (pl) 3% (ul)
15 15 985 1000
30 30 970 1000
60 60 940 1000
120 120 880 1000
200 200 800 1000
240 240 760 1000
300 300 700 1000

- Conlos resultados anteriores, encontrar los coeficientes de la funcién lineal para

determinar la concentracion de GSH.

Abs=ax [GSH] +b

Y =ax +b

Tabla 9

_nYxy—XxXy
a =

nyx?—(Xx)’

Abs =y GSH=x

b

=Zy—a2x

n

n= ndmero de datos

Datos calculados para determinar los coeficientes de la funcién lineal.

X (GSH uMm) Y (Abs412) X? Xy
15 0 225 0
30 0,05 900 15
60 0,17 3600 10,2
120 0,43 14400 51,6
200 0,79 40000 158
240 0,94 57600 225,6
300 1,17 90000 351
X zy z X2 Xy
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- Unavez determinadas las variables calculamos la concentracion de GSH (Para

cada muestra del ensayo).

GSH= (Abs - b) /a

Abs: datos de cada tratamiento por planta.

- Reemplazar los valores anteriores en la siguiente formula:

GSH (nmol/g) = [GSH]*vol. de reaccion* vol. Extraccion/vol. Alicuota*PF*100

- Vol. Reaccién (ul) = 1000
- Vol. Extraccion (ul) = 750
- Vol. Alicuota (ul) = 300

- PF(9)=0.19

- Vol. Reaccién (ul): volumen de la mezcla de reaccion, que en este caso va a ser
1000.

- Vol. Extraccion (ul): volumen de extraccién, que en este caso va a ser 750.

- Vol. alicuota (ul): volumen de alicuota de extracto utilizada en la mezcla de
reaccion, que en este caso es 300.

- PF (9): peso fresco de la muestra que en este caso va a ser alrededor de 0,1g.
3.3.5 Disefio experimental y evaluacion de variables

El presente estudio presenta un tipo de investigacion basica-aplicada, de nivel
experimental. Presenté 8 tratamientos con 15 repeticiones haciendo un total de 180
unidades experimentales. Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial de 4A x 2B, donde se tuvo como factor A: especies de HMA,; factor B: inoculacion
del F. verticillioides. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante ANOVA con la
prueba de Tukey con un nivel de significancia de p < 0,05 y fueron procesados utilizando

el programa estadistico Rstudio.
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CAPITULOIV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluar el efecto de la inoculacion con Rhizoglomus dunense y Paraglomus
laccatum sobre el desarrollo y contenido nutricional de plantulas de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) infestado con Fusarium verticillioides.

a) Altura
La tabla 10 y la figura 32 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para la altura de sacha inchi evaluados a 70 dias en condiciones de

vivero.
Tabla 10

Analisis de varianza para la altura de planta (cm) en P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor

Especie HMA 3 493 845 164 615 420,06 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 13 690 13 690 34,93 < 0,00071 ***
Especie HMA: Inoculo 5 5026 1675 4,27 0,0078 **
Fusarium
Error 72 28 216 392
Total 79 540 777

NS = no significativo **= altamente significativo  ***= muy altamente significativo

C.V=6,38% R?= 95%

El ANOVA (Tabla 10) para altura de planta (cm) en sacha inchi evaluados en los ocho
tratamientos, indica que para el factor especies de HMA y para el factor inoculacién con
Fusarium existen diferencias muy altamente significativas y para la interaccion especie
HMA mas inoculaciéon de F. verticillioides existe diferencias altamente significativas.
Aceptandose que para la altura en sacha inchi depende del HMA, del Fusarium y del HMA

mas Fusarium. Se obtuvo un C.V de 6,38% y un R? de 95%.
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Dias después de la inoculacion

Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 31.
Efecto biofertilizante y bioprotector de los HMA frente a F. verticillioides sobre la altura de plantas
de sacha inchi bajo diferentes tratamientos durante 70 dias de crecimiento vegetativo medido a

intervalos de 10 dias.

La figura 31, muestra la linea de crecimiento de los ocho tratamientos durante las siete
fechas de evaluacién (0;10;20;30;40;50;60;70 DDI) en vivero, en la que es notoria la
dispersién de los tratamientos con la aplicacion solo de especies micorricicas y la
combinacion de HMA mas Fusarium respecto a los demas tratamientos a partir de la
tercera hasta la ultima fecha de evaluacion, entendiéndose que estas plantas tuvieron
mejor comportamiento con la inoculacion de especies de HMA que una planta no
micorrizada y que probablemente el tiempo transcurrido en vivero fue suficiente para

establecer una buena relacion simbiética entre planta y HMA.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; Pl: Paraglomus laccatum; Rd+Pl: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 32.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la altura de planta (cm) en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

La figura 32 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que de los tratamientos con
mayor altura de planta inoculados con HMA y HMA + Fusarium verticillioides fue el T1
(Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus laccatum), T3 (Rhizoglomus dunense +
Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) y T6
(Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con promedios
de 373,70 cm, 353,60 cm, 373,90 cm, 363,50 cm, 359,90 cm respectivamente, seguido del
T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con promedio de 303,20 cm de altura.
Todos los tratamientos inoculados con HMA, presentaron mayor altura de planta que el
control negativo TO (Control) y el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) con
promedios de 192,05 cm y 162,00 cm de altura respectivamente.

Estos hallazgos muestran que los tratamientos con mejor promedio en altura de planta
para el efecto bioprotector fue con la inoculacion de Rhizoglomus dunense y la

combinacion de esta misma mas Paraglomus laccatum. Mientras que la inoculacion sola
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de Paraglomus laccatum mostré el menor promedio. Estas diferencias estadisticas en los
resultados se deben a que el beneficio conferido por los HMA varia de acuerdo a los
géneros/especies/consorcios de HMA, las especies/genotipos de plantas y las condiciones
ambientales (Kaur y Suseela, 2020; Kaur y Suseela 2022).

Sin embargo, es notorio el efecto positivo de los indculos micorricicos (Rhizoglomus
dunense y Paraglomus laccatum) contra F. verticillioides en sacha inchi respecto al control
negativo y positivo. Dandonos a entender que los HMA tienen un efecto biofertilizante y
bioprotector frente a Fusarium verticillioides y que son actualmente un nuevo enfoque
prometedor para controlar los patdégenos presentes en el suelo. Esto debido a que los HMA
interactian con una amplia variedad de plantas con sus raices generando beneficios de
mayor biomasa y desarrollo radicular para la transferencia de nutrientes, por lo tanto, las
plantas en mejor estado nutricional hacen que se encuentren en mejores condiciones para
hacer frente al ataque de hongos fitopatégenos como Fusarium spp. reflejandose en un
aumento de la tasa de crecimiento vegetativo (Rodriguez-Morelos et al., 2011; Lin et al.,
2021; Kaur y Suseela 2020; Saparrat et al., 2020). En un estudio realizado por Qin et al.
(2021), afirman que, en otros estudios realizados para determinar el efecto de los HMA en
los patégenos de las plantas sobre su crecimiento, revelaron que los patdgenos de las
plantas promovieron el efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas, a excepcion de
la biomasa fresca de raices. Lo cual esto demuestra que los microorganismos patégenos

de las plantas aumentan la dependencia de la planta huésped de los HMA.

Los resultados encontrados para esta variable se obtuvo un incremento de 48,6% y 55,4%
en altura de planta en comparacién con el control negativo (sin HMA) y el control positivo
solo (F. verticillioides) respectivamente. Teniendo similitud con los resultados de
Spagnoletti et al. (2021), donde reportan que mediante la inoculacién con la especie de
HMA Rhizophagus intraradices frente a la enfermedad causado por el patégeno Fusarium
pseudograminearum en el cultivo de trigo evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero,
tuvo un incremento en un 50% en la altura de planta comparado con el control (solo F.
pseudograminearum). De igual modo concuerdan con Hashem et al. (2021), donde
reportan que mediante la inoculacién de un consorcio de HMA frente a F. oxysporum en
condiciones de estrés en tomate, obtuvieron un incremento en altura de planta del 30,07%
para el control sin HMA (efecto biofertilizante) y 61,33% para el control solo patdgeno
(efecto bioprotector). Resultados similares también presenta Luquefio (2021), donde
reporta un incremento con la inoculacién de Aucalospora tuberculata en un 38,8% de altura
en comparacion con el control positivo (solo Fusarium andiyazi) en cafia de azlcar. Asi

mismo encontramos resultados similares por Olowe et al. (2018), donde concluyen que la
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inoculacion de dos especies de HMA frente a Fusarium verticillioides en maiz, la altura se

incrementod en un 24% a 33% en comparacion con el control positivo (solo F. verticillioides).

De igual modo Orbe (2019), obtuvo como resultado que la inoculacién con especies de
HMA contra M. incognita en plantulas de sacha inchi evaluados a los 75 dias en
condiciones de vivero se incrementaron en un 17,1% frente al testigo absoluto (sin HMA)
para el efecto biofertilizante y en un 41,6 % frente a la inoculacién solo con M. incognita
para el efecto bioprotector. Resultados semejantes también reporto Mozombite (2017),
donde sus valores establecidos en el ensayo muestran que los consorcios de HMA vy el
nematodo agallador en sacha inchi evaluados a los 105 dias en condiciones de vivero hubo
un incremento del 44% para el efecto biofertilizante y un 38% para el efecto bioprotector.
Mientras tanto Vasquez (2019), reporté que inoculando consorcios de HMA mostraron
efectos visibles en el desarrollo del sacha inchi a 45 dias de evaluacién en condiciones de
vivero incrementandose en un 59,4% al control negativo (sin HMA) para el efecto
biofertilizante. Bajo este escenario es notorio que los hongos micorricicos arbusculares
tienen un potencial benéfico para la mayoria de los cultivos agricolas porque ejercen un
efecto positivo contra muchos patégenos y participan en la sostenibilidad de la naturaleza
al actuar como biofertilizantes y bioprotectores (Kaur y Suseela, 2020, Diagne et al., 2020;
Saparrat et al., 2020).

b) Numero de hojas
La tabla 11 y la figura 34 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el nimero de hojas de sacha inchi evaluados a 70 dias en

condiciones de vivero.

Tabla 11

Andlisis de varianza para el numero de hojas en P. volubilis L., evaluados a los 70 dias

en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor

Especie HMA 3 7 357 2452,40 181,62 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 382 381,60 28,26 < 0,0001 ***
Especie HMA: 3 166 55,40 4,10 0,0083 **
Inéculo Fusarium
Error 112 1512 13,50
Total 119 9417

NS = no significativo **= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=17,34% R?= 84%
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El ANOVA (Tabla 11) para el nimero de hojas en sacha inchi evaluados en los ocho
tratamientos indica que para el factor especies de HMA y para el factor inoculacion con
Fusarium existen diferencias muy altamente significativas y que para la interaccion de
ambos existen diferencias altamente significativas. Demostrando que al menos uno de las
inoculaciones con HMA, Fusarium y HMA més Fusarium es diferente a las demés. Se
obtuvo un C.V de 7,34% y un R? de 84%.
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Dias después de la inoculacion

Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 33.
Efecto biofertilizante y bioprotector de los HMA frente a F. verticillioides sobre el nimero de hojas
en plantas de sacha inchi bajo diferentes tratamientos durante 70 dias de crecimiento vegetativo

medido a intervalos de 10 dias.

La figura 33, muestra la linea de aumento para niumero de hojas de los ocho tratamientos
durante las siete fechas de evaluacion (0;10;20;30;40;50;60;70 DDI) en vivero, en la que
es notoria la separacion de los tratamientos inoculados con especies de HMA y la
combinacién de las mismas mas Fusarium respecto a los controles negativos y positivos a
partir de la tercera evaluacion hasta la ultima fecha de evaluacion, compartiendo misma
similitud con la altura de planta, entendiéndose que los HMA presentan efectos
beneficiosos en la parte vegetativa de la planta y que el tiempo de la duracién experimental
fue lo suficiente para que se determine el efecto de los hongos micorricicos arbusculares

sobre el numero de hojas en experimentos con macetas en vivero.
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Figura 34.
Prueba de Tukey (p<0,05) para nimero de hojas en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

La figura 34 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que los tratamientos con mayor
namero de hojas fue el T1l (Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus laccatum), T3
(Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium
verticillioides) y T6 (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con promedios de 56,67 Unid; 55,00 Unid; 56,07 Unid; 55,00 Unid y 55,27
Unid. respectivamente, seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides)
con un promedio de 49,00 unidades. Todos los tratamientos con HMA, tuvieron mayor
namero de hojas que el control negativo TO (Control) y el control positivo T7 (Fusarium
verticillioides) que son estadisticamente diferentes con promedios de 39,67 Unid y 33,87

Unid respectivamente.

Los resultados en esta variable presentan similitud a la variable altura de planta. Esto se

debe a que las especies de HMA al favorecer la nutricién de las plantas, también se refleja
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en el aumento de nimero de hojas. Sin embargo, para el efecto bioprotector el tratamiento
inoculado solo con Paraglomus laccatum present6 el mismo comportamiento como en la
evaluacion altura de planta. Esto explica que esta especie micorricica no tiene una gran
relacion simbidtica con el cultivo de sacha inchi, asimismo puede a ver interferido algunos
factores abibticos (temperatura y nutrientes) para su gran potencial. Existen algunas
especies que no son tan efectivas con todas las plantas (Kaur y Suseela 2022). En un
metanalisis reciente han concluido que los HMA pertenecientes al género Rizofago
presentan minima eficiencia en absorcion de nutrientes y proteccién contra patdégenos en

comparacion con los HMA del género Gigaspora (Kaur y Suseela 2022).

Los resultados muestran que la inoculacién de las especies micorricicas en comparacion
con el control sin inoculé de HMA y con el control solo F. verticillioides hubo un incremento
de 28,49% y 38,71%, respectivamente.

Estos resultados encontrados tienen similitud con Spagnoletti et al. (2021), donde
muestran que la inoculacion del HMA Rhizophagus intraradices frente al patégeno del trigo
Fusarium pseudograminearum en comparaciéon con control positivo (solo Fusarium
pseudograminearum) tuvieron un incremento del 45% en nimero de hojas. Asi mismo Jaiti
et al. (2007), obtuvieron resultados semejantes a lo nuestro donde muestran que la
inoculacion de las especies de HMA mas F. oxysporum f. sp. Albedinis aument6 en un 34
% en numero de hojas comparado con el control (solo patégeno) en palma aceitera. De
igual modo coinciden con Trinidad-Cruz et al. (2017), donde mencionan que las plantas
inoculadas con consorcios nativos de HMA frente a F. oxysporum en plantas de Agave

cupreata existié un incremento de dos a tres hojas en comparacion con el testigo sin HMA.

Resultados similares obtuvo Orbe (2019), donde reporta que los HMA (Rhizoglomus
intrarradices + Glomus sp.) infestados con nematodos en sacha inchi tuvo un incremento
de 6 hojas en comparacién con el tratamiento inoculado solo con M. incognita y para el
efecto biofertilizante tuvo un incremento de 6 a 7 hojas en comparacion del control absoluto
(sin HMA). Mozombite (2017), reporta que la inoculacion con consorcios de HMA frente a
M. incognita en sacha inchi tuvo un incremento de 6 a 8 hojas en comparacién con el

control positivo (solo M. incognita).

Sin embargo, algunos estudios han encontrado que la inoculacion de HMA no aumento
significativamente en nimero de hojas de las plantas. Un estudio reportado por Al-Askar y
Rashad (2010), muestran que la inoculacién de los HMA contra Fusarium en Phaseolus
vulgaris L. para el efecto biofertilizante y bioprotector no encontraron diferencias
estadisticas significativas. Del mismo modo sucedié con Olowe et al. (2018), donde

reportan que las especies de HMA contra el patdogeno del maiz F. verticillioides en
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comparacion con el tratamiento (solo patégeno), se encontré mayor nimero de hojas en
los tratamientos inoculados solo con cepas patogénicas que en los tratamientos inoculados
con HMA. Sin embargo, la inoculacion de HMA influy6 en la altura de planta. Esto es debido
a que las condiciones ambientales del lugar del experimento fueron desproporcionales con
la intensidad de luz e irregularidad del agua, lo cual se muestra en la vigorosidad de la
planta y nUmero de hojas, asi mismo, a la simbiosis de los micorrizas arbusculares que en
combinaciones con otros microrganismos puede tener un impacto en los procesos
bioldgicos y morfologicos de la planta, debido a la compleja relacién entre los HMA, el
método de inoculacion, las especies de los cultivos agricolas y factores naturales (Shukla
et al., 2014, Giachero, 2015; ALHadidi et al., 2021, Jumrani et al.,2022).

c) Clorofila
La tabla 12 y la figura 35 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para cantidad de clorofila de sacha inchi evaluados a 70 dias en

condiciones de vivero.

Tabla 12

Andlisis de varianza para el contenido de clorofila en P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 12 525 4175 502,70 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 19 19 2,30 0,132 NS
Especie HMA: 3 188 63 7,52 <0,0001 **+
In6éculo Fusarium
Error 112 1512 13,50
Total 119 14 244
**— altamente
NS = no significativo significativo ***= muy altamente significativo
CV=7,72% R2=93%

El ANOVA (Tabla 12) para el contenido de clorofila en sacha inchi evaluados en los ocho
tratamientos, resulté muy altamente significativo para el factor especies de HMA y para la
interaccion HMA mas F. verticillioides, muy al contrario, sucedio para el factor inoculacion
de Fusarium guien no mostré diferencias significativas. EI C.V fue de 7,72% y el R? fue de
93%.
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Figura 35.
Prueba de Tukey (p<0,05) para cantidad de clorofila en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

La figura 35 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) para la variable morfolégica, contenido
de clorofila, muestra que los tratamientos con mayor cantidad de clorofila fue el T1
(Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus laccatum), T3 (Rhizoglomus dunense +
Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) y T6
(Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con promedios
de 41,99 unid. SPAD; 43,79 unid. SPAD; 43,73 unid. SPAD; 43,54 unid. SPAD y 45,84
unid. SPAD, respectivamente, seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con promedio de 40,49 unid. SPAD. Todos los tratamientos inoculados con
HMA, presentaron contenido de clorofila superiores que el control negativo TO (Control) y
el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) que son estadisticamente diferentes con
promedios de 21,33 unid. SPAD y 18,34 unid. SPAD respectivamente.

Estos resultados muestran que los HMA al beneficiar en mayor altura de planta, nimero

de hojas también est4 asociado a mayor tasa fotosintética tal como se muestra en esta
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variable para las plantas de sacha inchi, donde se observa la similitud con los anteriores
resultados. Predominando para el efecto bioprotector la inoculacion sola de Rhizoglomus
dunense y coinoculados con Paraglomus laccatum mostrando mejores promedios de
clorofila, asi mismo se mostr6 que Paraglomus laccatum inoculado solo, tiene menor
contenido de clorofila respecto a los otros tratamientos con HMA para el efecto
bioprotector. Todas las plantas micorrizadas generaron en mayor o menor proporcion
aumentos de tasa fotosintética respecto a las plantas no micorrizadas destacandose la
importancia de la simbiosis de los HMA en la mejora del contenido de clorofila del sacha
inchi en suelos con presencia de patégenos. Se observé incrementos con la inoculacion
de HMA de aproximadamente 50% comparado con el control sin HMA y un 60% en
comparacion con las plantas inoculadas solo con F. verticillioides. Esto atribuye que una
buena relacién simbidtica de los HMA conduce a una mayor tasa fotosintética en las
plantas, por lo tanto, se tiene mayor metabolismo en las plantas hospedantes y esto esta
directamente relacionado con el verdor de las hojas y el crecimiento de las plantas (Khan
et al., 2022).

Estos hallazgos concuerdan con Hashem et al. (2021), donde muestran que la inoculacién
de un consorcio de HMA frente a F. oxysporum en condiciones de estrés en tomate,
obtuvieron un incremento del 17,77% y 61,93% de contenido de clorofila en comparacion
con el control sin HMA (efecto biofertilizante) y al control solo patdgeno (efecto bioprotector)
respectivamente. Asi mismo coinciden con Pu et al. (2022), donde informan que la
inoculacion del HMA Glomus versiforme contra F. oxysporum en Salvia miltiorrhiza Bunge
para el contenido de clorofila aumenté en un 9% en comparacion con el control (solo F.
oxysporum). Igual forma concuerdan con Elgharably y Nafady (2021), donde reportan que
la inoculacibn con los HMA (Funneliformis geosporum, Funneliformis mosseae,
Rhizophagus clarus y Scutellospora persica) contra Fusarium oxysporum en trigo en
condiciones de suelo salino aumentd el contenido de clorofila en un 15% para el efecto
biofertilizante y un 40% para el efecto bioprotector. Resultados similares presentan Orbe
(2019) y Mozombite (2017), donde reportan que para el efecto bioprotector de los HMA
frente a M. incognita en el contenido de clorofila en sacha inchi, los tratamientos inoculados
con HMA se incremento significativamente en un 30% a 55% en comparacion con el control
positivo (solo M. incognita). El aumento de clorofila en plantas inoculadas con HMA puede
estar asociado con la movilizacion de los iones, mejorando el intercambio de carbohidratos

y estimulando mayor tasa de fotosintesis (Weng et al., 2022; Wu, et al., 2022).

Asi mismo estos resultados obtenidos para el efecto biofertilizante se comparan con Saboor
et al., 2021), donde reportan que la inoculacién de los HMA sobre el comportamiento

fisiol6gico del maiz en suelos deficientes de zinc aumentd su contenido de clorofila entre un
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15% y 20% en comparacion con las plantas no inoculadas con HMA. Resultados similares
presentd Jumrani et al. (2022), donde mencionan que al aplicar los HMA obtuvieron un
incremento de 24% en el contenido de clorofila en comparacién con las plantas no
micorrizadas frente a los efectos adversos de las altas temperaturas en la soja. Wu, et al.
(2022), reportaron que la aplicacion de los HMA frente a sus parametros morfoldgicos de las
plantas en condiciones de secano, aumentd un 40,6 % en el contenido de clorofila de la
planta en comparacién con las plantas no micorrizadas. Del mismo modo concuerdan con
Tian et al. (2013), donde concluyen que el efecto sinérgico que causan los HMA frente a
condiciones de estrés por sequia en sacha inchi, el contenido de clorofila fue superior y
diferente estadisticamente al control sin inoculacién de HMA. Demostrando que las ventajas
obtenidas por las plantas debido a la interaccion HMA no solo mejoran el suministro de
nutrientes, sino también una mayor resistencia a los patégenos del suelo y una alta tolerancia
al estrés contra el agua, deficiencia de nutrientes, la sal y los contaminantes (ALHadidi et al.,
2021; Felfoldi et al., 2022).

d) Peso fresco de la biomasa aérea

La tabla 13 y la figura 36 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el peso fresco de la biomasa aérea en plantas de sacha inchi

evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 13

Andlisis de varianza para el peso fresco de biomasa aérea en P. volubilis L., evaluados a

los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 12 744 4 248 393,39 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 127 127 11,74 0,0010 **
Especie HMA: 153 51 4,73 0,0046 **
In6culo Fusarium
Error 72 777 11
Total 79 13801

NS = no significativo _**= altamente significativo ***= muy altamente significativo

C.V=18,79% R?=94%

El ANOVA (Tabla 13) para el peso fresco de la biomasa aérea en plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas para el factor especies de HMA y diferencias altamente significativas para el

factor inéculo Fusarium y la interaccion de ambos. Aceptandose que el peso fresco de la
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biomasa aérea depende de los HMA, de F. verticillioides y de la interaccion HMA mas
Fusarium. Se obtuvo un C.V de 8,79% y un R? de 94%.
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Figura 36.
Prueba de Tukey (p<0,05) para peso fresco de la biomasa aérea en P. volubilis L. evaluados a los

70 dias en condiciones de vivero.

La figura 36 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) indica que los tratamientos con mayor
peso fresco de biomasa aérea fue el Tl (Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus
laccatum), T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense
+ Fusarium verticillioides) y T6 (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con promedios de 43,86 g; 44,64 g; 47,94 g; 4514 g y 46,84 ¢
respectivamente, seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con un
promedio de 38,96 g. Todos los tratamientos inoculados con HMA, presentaron mayores
promedios en peso fresco de biomasa aérea en comparacion con el control negativo TO
(sin HMA) vy el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) que fueron estadisticamente

diferentes con promedios de 18,06 g, 13,49 g respectivamente.

Estos resultados muestran el mismo comportamiento en la altura de planta, nimero de
hojas y contenido de clorofila. Esto es debido a que los HMA al aportar sus beneficios

morfoldgicos vy fisiolégicos en las plantas también estara influenciado directamente en la
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biomasa aérea. Teniendo a Paraglomus laccatum como el de menor peso fresco de la
biomasa aérea respecto a los otros tratamientos inoculados con HMA para el efecto

bioprotector.

Las plantas micorrizadas con Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum tienen mayor
peso fresco de la biomasa aérea en sacha inchi con un aumento del 62,3% y 71,1%
respecto a los controles inoculados sin HMA y solo F. verticillioides, respectivamente. Esto
probablemente se deba a las siguientes razones. En primer lugar, los HMA generan
beneficios en el parte morfolégico de las plantas debido a la mejora del estado del agua y
la disponibilidad de nutrientes del suelo mediante la extension de las hifas micorricicas. En
segundo lugar, el micelio de HMA mejor6 el alcance de la absorcion de nutrientes y agua
por parte de las raices. Ademas, porque la raiz de la planta hospedante absorbi6 mas
agua, lo que provocé que las estomas de las hojas permanecieran abiertas por mas tiempo
(Saboor et al., 2021; ALHadidi et al., 2021; Felfoldi et al., 2022; Wu, et al., 2022; Khan et
al., 2022). Asi mismo otro de los factores reflejados para esto fue: la duracion experimental,
la relacién raiz y biomasa (R/S) de la planta y el tamafio de la maceta, estas fueron las tres
condiciones mas importantes para predecir los efectos de los HMA en la biomasa fresca

aérea de la planta (Qin et al.,2022).

Estos resultados obtenidos estan de acuerdo con Klinsukon et al. (2021), donde declaran
gue Gigaspora margarita infestado con Cylindrocladium quinqueseptatum en plantas de
eucalipto tuvo un aumento de un 6,25% para la biomasa aérea tanto para el control sin
HMA y el control solo patégeno. Olowe et al. (2018), mencionan que los HMA frente al
patégeno del maiz F. Verticillioides tuvieron un incremento para la biomasa fresca aérea
del 26,8% y 54,1% con la aplicacion de G. deserticola y G. clarum respectivamente,
comparado con la cepa patogénica (AKR 05) y un aumento del 45,8 y 58% con la
inoculacién de G. deserticola y G. clarum respectivamente en comparacion con el control

sin HMA (efecto biofertilizante).

Semejante a estos resultados presenta Trinidad-Cruz et al. (2017), donde reportan que los
indculos de consorcios nativos de HMA en plantas de Agave cupreata en el biocontrol de
Fusarium oxysporum existié un incremento de peso fresco de biomasa aérea del 186, 168
y 154 % con respecto al testigo sin HMA. Asi mismo Shukla et al. (2014), encontraron
diferencias significativas con los in6culos de HMA contra F. oxysporum en garbanzo donde
mencionan que la inoculacion de Myc (consorcio HMA) una semana antes que el patégeno
se incrementd en un (8,389 + 1,314 mg/planta) en comparacién con las plantas co-
inoculadas al mismo tiempo (Myc+FOC) que tuvo un (8,177 = 1,356 mg/planta) de peso

fresco de biomasa.
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De igual modo Al-Askar y Rashad (2010), informan que mediante la inoculacion de los
HMA contra Fusarium en frijol se incrementd en un 14,2% para el peso fresco de la
biomasa respecto al control solo patégeno. Estos hallazgos también concuerdan con Jaiti
et al. (2007), donde reportan que con la aplicacion de los HMA contra la enfermedad
causada por Fusarium en la palma aceitera aumenté en un 4% a 61,6% en peso de

biomasa fresco comparado con el control inoculado solo con Fusarium.
e) Peso seco de labiomasa aérea

La tabla 14 y la figura 37 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el peso seco de la biomasa aérea en plantas de sacha inchi

evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 14

Andlisis de varianza para el peso seco de la biomasa aérea en P. volubilis L., evaluados a

los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 657,80 219,28 261,10 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 1,10 1,06 1,26 0,2654 NS
Especie HMA: 3 6,10 2,02 2,40 0,0744 NS
In6culo Fusarium
Error 72 60,50 0,84
Total 79 725,50

**= altamente
NS = no significativo significativo ***= muy altamente significativo

C.V=11,61 % R2=92%

El ANOVA (Tabla 14) para el peso seco de la biomasa aérea en plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que solo existen diferencias muy altamente
significativas entre las especies de HMA, demostrando que al menos una de las especies
de HMA es diferente a las demas. En cambio, el factor inoculacion de Fusarium result6 ser
no significativo, al igual que para la interaccion especie HMA mas F. verticillioides. Se
obtuvo un C.V de 11,61% y un R? de 92%.
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Figura 37.
Prueba de Tukey (p<0,05) para peso seco de la biomasa aérea en P. volubilis L. evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

La figura 37 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) indica que los tratamientos con mayor
peso seco de biomasa aérea fue el T1 (Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus laccatum),
T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium
verticillioides) y T6 (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) siendo estadisticamente iguales con promedios de 9,53 g; 9,18 g; 10,02 g;
10,00 g y 10,14 g respectivamente, seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con un promedio de 8,27 g. Todos los tratamientos inoculados con HMA,
presentaron mayores promedios en peso fresco de la biomasa aérea en comparacion con
el control negativo TO (Control) y el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) que fueron

estadisticamente iguales con promedios de 3,30 g y 2,70 g respectivamente.

Estos resultados mostraron el mismo comportamiento para la biomasa fresca aérea.
Debido a que se obtuvieron la misma proporcién de muestra para el peso fresco por ende
refleja el mismo resultado para el peso seco. Excepto hubo una variacion entre el control

negativo y positivo mostrandose ninguna diferencia estadistica. Esto debido a que pudo
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haber influenciado el riego a las macetas al momento de la evaluacion de la biomasa aérea.
Los hallazgos encontrados demuestran que los indculos micorricicos arbusculares tuvieron
un efecto significativo incrementandose en un 73% y 63% respecto al control negativo (TO)
y positivo (T7) respectivamente. En general los hongos micorricicos arbusculares
promovieron una mayor biomasa fresca y seca de las plantas, pero bajo la condicién
patdgena de la planta, los HMA tienen estadisticamente igual efecto, excepto el T5. Esta
claro que la inoculacion de HMA generan aumentos significativos en las concentraciones
de macro y micronutrientes, lo cual existira una mayor produccion de fotosintatos y, por lo
tanto, mayor contenido de biomasa aérea en la planta (Wu, et al., 2022; Khan et al., 2022).
En un estudio a través de un metanalisis dado por Qin et al. (2021), mencionan que los
HMA inoculados solos, tuvieron efectos mas altos en la biomasa de la planta en
comparacion con los tratamientos inoculados HMA mas patogeno, tanto para la biomasa
fresca y seca. Una explicacién a esto se debe a que los HMA compiten por el mismo
recurso de acidos grasos con los microbios patdgenos, lo que presenta un mecanismo
indirecto para aumentar el efecto de los HMA en la biomasa de las plantas al reducir el
dafio de los patégenos de las plantas (Kaur y Suseela, 2020).

Sin embrago varios estudios ya han demostrado el efecto positivo de HMA en los
parametros fisicos de las plantas. Spagnoletti et al. (2021), informan que la inoculacion con
Rhizophagus intraradices frente Fusarium pseudograminearum en trigo aument6 en un
21,3% en peso seco de biomasa en comparacion con el control positivo (solo F.
pseudograminearum). Resultados similares son informados por Lin et al. (2021), quienes
reportaron que, en el caso del banano, la inoculacion de HMA mejor6 el peso seco de la
planta en 47,5; 124 y 129% para el tallo, la hoja y la planta entera respectivamente, frente
al Fusarium oxysporum f. sp. cubense. De igual forma Wang et al. (2022), en sus estudios
realizados mencionan que se produjeron interacciones significativas en el peso seco de la
biomasa aérea de los genotipos vegetales en tomate sobre la inoculacion de R. irregularis
y F. oxysporum en comparacion con el control inoculado solo F. oxysporum. De manera
similar Kapoor (2008), descubrié que los hongos MA en tomate protegen a las plantas del
F. oxysporum en un 22,1% respecto al control solo Fusarium. Trinidad-Cruz et al. (2017),
reportan que las plantas de agave mediante aplicacion micorricica e infestacion de F.
oxysporum tuvo un incremento de 148 a 239% en peso de biomasa seca respecto a las
plantas testigo que no fueron inoculadas con ninguna micorriza. Segun Shukla et al. (2014),
la resistencia de plantas de garbanzo a Fusarium oxysporum aument6 en 20,33 + 3,57
g/planta tras la inoculacion del consorcio Myc en comparacion con el control sin HMA. Sin
embargo, Ahammed et al. (2020), reportan en su estudio que la aplicacién de la micorriza

incremento el peso seco en plantas de pepino entre un 18,18% y 35,7% en comparacion



90

con el testigo solo Fusarium y que la inoculacién de Fusarium disminuyd draméticamente
el peso seco en 48,9% en comparacion con el control (sin HMA). otros autores. Jaiti et al.
(2007), reportan que la inoculacion de los HMA frente a Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis en la palma tiene la capacidad de promover el peso seco en un 40% comparado

con el control (puro Fusarium).

Los resultados encontrados para el efecto biofertilizante coinciden con Jumrani et al.
(2022), donde muestran que las plantas de soya micorrizadas en altas temperaturas
aumento en un 20% para el peso seco de la biomasa aérea en comparacion con las plantas
no micorrizadas. Del mismo modo Felfdldi et al. (2022), mostraron la diferencia significativa
que existe en el peso seco de los brotes cuando se utilizé los HMA en genotipos de tomate

en comparacion con los controles (sin tratamiento, sin fertilizantes y HMA).

f) Diédmetro

La tabla 15 y la figura 39 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el diametro del tallo en plantas de sacha inchi evaluados a 70 dias

en condiciones de vivero.
Tabla 15

Andlisis de varianza para el diametro del tallo en P. volubilis L., evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 2,76 0,92 5,02 0,0027 **
Inéculo Fusarium 1 0,09 0,09 0,54 0,4632 NS
Especie HMA: 3 0,70 0,23 1,27 0,2855 NS
In6culo Fusarium
Error 110 20,17 0,18
Total 117 23,74

NS = no significativo **= altamente significativo

C.V=6,91% R2=15%

El ANOVA (Tabla 15) para el diametro del tallo en sacha inchi evaluados en los ocho
tratamientos, indica que solo existen diferencias altamente significativas para el factor
especies de HMA, demostrando que al menos una de las especies de HMA es diferente a
las demas. En cambio, el factor inoculacion de Fusarium resulto ser no significativo, al igual

que la interaccion HMA maés F. verticillioides. Se obtuvo un C.V de 6,91% y un R? de 15%.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; Pl: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 38.

Efecto biofertilizante y bioprotector de los HMA frente a F. verticillioides sobre el didmetro en plantas
de sacha inchi bajo diferentes tratamientos durante 70 dias de crecimiento vegetativo medido a
intervalos de 10 dias.

La figura 38, muestra la linea de aumento para el didametro del tallo en los ocho tratamientos
durante las siete fechas de evaluacién (0;10;20;30;40;50;60;70 DDI) en vivero, en la que
es notoria la separacién de los tratamientos inoculados con especies de HMA y la
combinacién de las mismas mas Fusarium respecto a los controles negativos y positivos a
partir de la tercera evaluacion hasta la ultima fecha de evaluacién, compartiendo misma
similitud con la altura de planta y nimero de hojas, entendiéndose que los HMA presentan
efectos beneficiosos en la morfologia de la planta y que la simbiosis entre los dos

organismos fue lo necesario para reflejarse en el diametro del tallo en sacha inchi.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 39.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el diametro del tallo en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

La figura 39 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) indica que los tratamientos con mayor
diametro del tallo fue el T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum) y T6
(Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) siendo
estadisticamente iguales con promedios de 6,41 mmy 6,44 mm respectivamente, seguido
del TO (Control negativo), T1 (Rhizoglomus dunense), T2 (Paraglomus laccatum), T4
(Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) y T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con promedios estadisticamente iguales de 6,13 mm; 6,01 mm; 6,34 mm;
6,16 mm y 6,15 mm respectivamente. Todos los tratamientos inoculados con HMA,
presentaron mayores promedios en diametro en comparacion con el control positivo T7

(Fusarium verticillioides) que tuvo un promedio de 5,91 mm.

Estos resultados obtenidos muestran mayores diametros de tallo con la combinacion de
Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum con un incremento de un 4,36% y 8,22 %
tanto para el efecto biofertilizante y bioprotector, respectivamente. Para el efecto

bioprotector todos los tratamientos inoculados con los HMA presentaron mayor diametro
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de tallo respecto al control positivo, observandose la influencia positiva que tienen las
micorrizas sobre los pardmetros morfologicos en las plantas de sacha inchi. Este aumento
de didmetro podria atribuirse a la extensa red de hifas de los HMA, que cubren maés
volumen de suelo y aumenta el area de superficie para mayor absorcién de nutrientes y
agua, teniendo como respuesta mayor vigor y grosor del tallo en las plantas de saha inchi.
El incremento del didmetro se genera debido a que los hongos micorricicos arbusculares
pueden promover el crecimiento de las plantas directa e indirectamente. Puede promover
directamente el crecimiento del sistema radicular a través de la modulacion de las
fitohormonas del huésped, lo que conduce a su promocién indirecta del crecimiento a
través de una mayor disponibilidad de algunos nutrientes inmoviles a través del aumento
de la zona radicular, esto se refleja en los parametros morfolégicos de la planta (ALHadidi
et al., 2021; Felfoldi et al., 2022). Asimismo, la asociacién simbidtica de los HMA no se ve
afectada solo por sus plantas hospedantes, sino también directa e indirectamente por las
propiedades del suelo. Bajo este escenario cuando un suelo es rico en nutrientes es mas
probable que las plantas dependan menos de las especies de HMA (Phillips et al., 2019;
Felfoldi et al., 2022).

Estos resultados son semejantes a los siguientes autores. Romero-Cachique (2019),
reporta que la inoculacién con Rhizoglomus intraradices, Rhizoglomus intraradices mas
Glomus sp y Glomus sp. generaron mayores engrosamientos de tallo en Coffea arabica,
de aproximadamente 91,8%; 89,3% y 58,2% respectivamente, mas que el testigo. Orbe
(2019), reporta que los HMA (Rhizoglomus intrarradices + Glomus sp.) infestados con
nematodos en sacha inchi para el diametro muestra que todos los tratamientos son
estadisticamente iguales a diferencia de T10 inoculado solo con M. incognita. Entre tanto
Klinsukon et al. (2021), manifiestan que el HMA (Gigaspora margarita) infestado con
Cylindrocladium quinqueseptatum en plantas de eucalipto si hubo diferencia significativa
para el diametro respecto al control sin HMA, pero no tuvo efectos significativos en
comparacion con el control positivo (solo patégeno), pero si para la altura, contenido de

clorofila, biomasa aérea y radicular.

g) Peso fresco de laraiz

La tabla 16 y la figura 40 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el peso fresco de la raiz en plantas de sacha inchi evaluados a 70

dias en condiciones de vivero.
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Tabla 16

Andlisis de varianza para el peso fresco de la raiz en P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 2005,90 668,60 92,62 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 10,20 10,20 1,40 0,24 NS
Especie HMA: 3 7,20 240 0,33 0,803 NS
In6culo Fusarium
Error 72 519,70 7,20
Total 79 2543

NS = no significativo **= altamente significativo ***~ muy altamente significativo
C.V=19,18% R2=80%

El ANOVA (Tabla 16) para el peso fresco de la raiz en plantas de sacha inchi evaluados
en los ocho tratamientos, los resultados indican que para las especies de HMA existen
diferencias muy altamente significativas, por el contrario, en el factor inoculacién con
Fusarium y la interaccion de ambos no existen diferencias significativas. Se obtuvo un C.V
de 19,18% y un R? de 80%.

25 =

Jillil,

Rd+P1 Rd+Fv Pl+Fv  Rd&+PI+Fv
Tratamientos

— (3]
L [=]
1 1

Peso fresco de la raiz (g)

Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+Pl: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 40.
Prueba de Tukey (p<0,05) para peso fresco de la raiz en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.
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La figura 40 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que los tratamientos con mayor
peso fresco radicular estadisticamente iguales fue el T1 (Rhizoglomus dunense), T3
(Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum), T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium
verticillioides) y T6 (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) con promedios de 17,99 g; 19,43 g; 17,63 g y 17,68 g respectivamente,
seguido del T2 (Paraglomus laccatum) y T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) que son estadisticamente iguales con promedios de 13,93 g y 13,55 ¢
respectivamente. Todos los tratamientos inoculados con HMA, presentaron mayores
promedios en peso fresco de la raiz en comparacion con el control negativo TO (Control) y
el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) que fueron estadisticamente iguales con

promedios de 6,12 g; 5,76 g respectivamente.

Los resultados obtenidos tanto para el efecto biofertilizante y bioprotector muestran que la
inoculacion sola de R. dunense y en combinacion con P. laccatum aumentan la biomasa
radicular de las plantas de sacha inchi y con la aplicacién de P. laccatum mostré menor
peso fresco de la raiz. Sin embargo, se muestran que los HMA tienen un potencial benéfico
para la biomasa fresca radicular, observandose incrementos entre un 68,5% para el efecto
biofertilizante y 67,4% para el efecto bioprotector. Numerosos estudios han testificado el
efecto positivo de las micorrizas como inoculantes, aparte de aportar mayor estado
nutricional en la planta muestran un mayor crecimiento y ramificacion de raices (Kaur y
Suseela, 2020, Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et al., 2022). Este mayor peso fresco de la
raiz se da en respuesta a una alta colonizacion por los HMA. Los HMA parecen actuar
mejor o beneficiar mas a las raices pivotantes que a las raices fibrosas en cuestiéon para

una mayor obtencion de biomasa y adquisicién de nutrientes (Begum et al., 2019).

Estos hallazgos concuerdan con los siguientes autores. Wu et al. (2022), mencionan que
la inoculaciéon del HMA aumenté un 29,6 % la biomasa fresca de las raices en condiciones
de secano. Felfdldi et al. (2022), indicaron que la inoculacién con HMA en genotipos de
tomate se tiene mejoras significativas en la longitud total de la raiz, el peso seco de la raiz
y el peso seco del brote de la raiz. Aliyu et al. (2019) mencionan que la inoculacion del
HMA R. irregularis sobre los parametros morfoldgicos en plantas de yuca aumento el peso
fresco de la raiz en comparacion con el tratamiento control. Trinidad-Cruz et al. (2017),
encontraron que la aplicacion de micorrizas en plantas de agave contra el patégeno F.
oxysporum tuvo un efecto en el incremento del peso fresco radicular con los consorcios
nativos entre un 196% a 282% en comparacion con el testigo sin HMA solo patégeno.
Olowe et al. (2018), mencionan que con la aplicaciéon de G. clarum frente al patégeno del

maiz F. Verticillioides tuvieron un incremento para el peso fresco de la raiz en un 12,95%
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respecto al control con la cepa patogénica (AKR 05). Al-Askar y Rashad (2010), informan
que mediante la inoculaciéon de los HMA contra Fusarium en frijol hubo un incremento de
28,57% para el peso fresco de la raiz respecto al control solo patégeno. Mientras Klinsukon
et al. (2021), al usar Gigaspora margarita frente a Cylindrocladium quinqueseptatum en
plantas de eucalipto aumentd un 17,39% para el peso fresco de la raiz en comparaciéon
con el control positivo (solo C. quinqueseptatum). Asi mismo estos resultados coinciden
con lo reportado por Pu et al. (2022), donde mencionan que la aplicacion de Glomus
versiforme mejora la resistencia contra F. oxysporum en Salvia miltiorrhiza Bunge para el
peso fresco de la raiz incrementandose en un 45,7% en comparacion con el control (solo

F. oxysporum).

h) Peso seco de laraiz

La tabla 17 y la figura 41 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el peso seco de la raiz en plantas de sacha inchi evaluados a 70

dias en condiciones de vivero.
Tabla 17

Andlisis de varianza para el peso seco de la raiz en P. volubilis L., evaluados a los 70 dias

en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 42,34 14,11 93,10 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 0,71 0,71 4,70 0,0335 *
Especie HMA: 1,54 0,51 3,38 0,0227 *
Indculo Fusarium
Error 72 10,91 0,15
Total 79 55,50

NS = no significativo *= significativo ***= muy altamente significativo

C.V=18,97% R?=80%

El ANOVA (Tabla 17) para el peso seco de la raiz en plantas de sacha inchi evaluados en
los ocho tratamientos, indica que existe diferencias muy altamente significativas para el
factor HMA y significativo para el factor inoculacion con Fusarium como para la interaccion
de ambos. Aceptandose que el peso seco de raiz en sacha inchi depende de las especies
micorricicas, de la inoculacion con Fusarium y la interaccion de HMA més Fusarium. Se
obtuvo un C.V de 18,97% y un R? de 80%.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 41.
Prueba de Tukey (p<0,05) para peso seco de la raiz en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

La figura 41 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que el T6 (Rhizoglomus
dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con promedio de 2,87 g
presentd mayor peso seco de la raiz, seguido del T1 (Rhizoglomus dunense) y T3
(Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum), con 2,71 g y 2,64 g respectivamente. El
T2 (Paraglomus laccatum) y el T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides)
presentaron promedios inferiores que el T1, T3y T6, pero mayores que el T5 (Paraglomus
laccatum + Fusarium verticillioides). De todos los tratamientos inoculados con HMA (T1-
T6) el T5 presenté el menor peso seco de la raiz con 1,75 g y siendo estos mismos
superiores con el control negativo TO (Control) y el control positivo T7 (Fusarium
verticillioides) que fueron estadisticamente iguales con promedios de 0,96 g y 0,81 g

respectivamente.

Estos resultados mostraron la eficacia de la inoculacion de los HMA para la biomasa seca
radicular observandose incrementos entre un 64,5% para el efecto biofertilizante y un

71,7% para el efecto bioprotector. Asi mismo los resultados muestran una similitud en el
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efecto bioprotector con la variable peso freso de la raiz. Notdndose la deficiencia de P.

laccatum.

Esto concuerda con lo que reporta Chandrasekaran (2022), en lo cual mediante un analisis
general de los HMA sobre la biomasa de las plantas mostr6 un aumento del peso seco de
la raiz en un 49 %. Del mismo modo Qin et al. (2021), a través de un estudio de un
metanalisis sobre el efecto de los HMA con patégenos de plantas mencionan que los HMA
tenian efectos més altos en la biomasa de la planta, siendo significativo para la biomasa

seca de laraiz.

Estos resultados coinciden con los siguientes autores. Spagnoletti et al. (2021), reportan
que la aplicacion con Rhizophagus intraradices frente a Fusarium pseudograminearum en
trigo tuvo un efecto en el incremento del peso seco radicular en un 38% con respecto a las
plantas con control positivo (solo patdgeno). Resultados semejantes informan Wang et al.
(2022), donde al evaluar los efectos de Rhizophagus irregularis sobre el patégeno
Fusarium oxysporum en tomate mutante de biosintesis de jasmonato obtuvieron un
incremento significativo para el peso de la raiz en el genotipo de tomate spr8 en
comparacion con el control positivo. Gao et al. (2023) donde al evaluar los efectos
moleculares y bioquimicos en la simbiosis de R. irregularis en la yuca, reportan que 3
semanas después de la aplicacién de R. irregularis aumenté la biomasa seca de la raiz de

la yuca en comparacion con el control.

Mientras que kapoor (2008), menciona que los HMA al producir el acido jasmoénico
protegen a las plantas de tomate contra F. oxysporum para el peso seco de la raiz en un
8,33 % respecto al control positivo. Xian y Peng (2008), revelan que la aplicacion de
Glomus etunicatum sobre Fusarium oxysporum f.esp. Cucumerinum en pepino generé
efectos positivos en el peso seco de la raiz lo cual aumenté un 9,3% para el efecto

biofertilizante y un 34,18% para el efecto bioprotector.

Al-Askar y Rashad (2010), informan que mediante la inoculacion de un consorcio de HMA
contra Fusarium en frijol se increment6 en un 33,33% para el peso seco de la raiz en
comparacion al control solo patégeno. Los resultados obtenidos por Ren et al. (2015), en
plantas de sandia inoculadas con HMA y F. oxysporum f. sp. niveum, observaron que el
peso seco de laraiz y el peso seco de los brotes aumentaron cuando se aplico el indculo
de micorrizas. Klinsukon et al. (2021), informan que al usar Gigaspora margarita frente al
tizon foliar en plantulas de eucalipto obtuvo un incremento del 10,52% para el peso seco
de la raiz en comparacion con el control positivo (solo Cylindrocladium quinqueseptatum).

Asi mismo Hashem et al. (2021), muestran que la inoculacién de un consorcio de HMA
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frente a F. oxysporum en condiciones de estrés en tomate, obtuvieron un incremento del

32,60% para el peso seco de la raiz en comparacion con el control solo patégeno.

i) Area foliar

La tabla 18 y la figura 42 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)

respectivamente, para el area foliar en plantas de sacha inchi evaluados a 70 dias en

condiciones de vivero.

Tabla 18

Andlisis de varianza para el area foliar en P. volubilis L., evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 2055779 685260 239,59 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 20 146 20 146 7,04 0,0098 **
Especie HMA: 3 6 853 2284 0,79 0,4986 NS
In6éculo Fusarium
Error 72 205 924 2 860
Total 79 2288 702

NS = no significativo

*= altamente significativo

*

**= muy altamente significativo

C.V=13,50%

El ANOVA (Tabla 18) para el area foliar en plantas de sacha inchi evaluados en los ocho

tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas para el factor

especies de HMA vy diferencias altamente significativas para el factor Fusarium, sin

embargo, para la interaccion de ambos no mostrd diferencias significativas. Aceptandose

gue el area foliar depende de las especies de los HMA y del F. verticillioides. Se obtuvo un
C.V de 13,50% y un R? de 91%.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 42.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el area foliar en P. volubilis L. evaluados a los 70 dias en condiciones

de vivero.

La figura 42 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que el T2 (Paraglomus
laccatum), T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum) y T5 (Paraglomus laccatum
+ Fusarium verticillioides) obtuvieron mayor area foliar con promedios de 549,69 cm?;
513.47 cm? y 512,24 cm? respectivamente. Seguido de los tratamientos T1, T4 y T6 los
cuales no tuvieron diferencia significativa ente si. De todos los tratamientos inoculados con
HMA (T1-T6), fueron superiores en promedios del area foliar en comparacion con el control
negativo TO (Control) y el control positivo T7 (Fusarium verticillioides) que fueron

estadisticamente iguales con promedios de 136,03 cm?y 111,05 cm? respectivamente.

Estos resultados encontrados mostraron todo lo contrario a los resultados anteriores donde
fue evidente que P. laccatum es el que menor comportamiento tenia frente a los
parametros morfoldgicos, pero para esta variable tuvo un mejor aumento de area foliar
respecto a R. dunense para el efecto bioprotector. Para este efecto ocurrido habria
influenciado la relacion de hongo-propiedades fisicas del suelo o la intensidad y calidad de

luz solar y no del hongo-planta. Debido a que los factores abidticos como la luz, pero
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también otros, como el ritmo circadiano y la temperatura, tienen funciones reguladoras en

la inmunidad de las plantas y la resistencia inducida (Pozo de la Hoz et al., 2021).

Pero sin embargo los tratamientos inoculados con HMA se incrementé en un 73,50% de
area foliar respecto al control negativo y un 79,79% en comparacion con el control positivo.
Esto indica que los HMA jug6 un papel imperativo en la mejora del area foliar en las plantas
de sacha inchi. Esto explica que bajo el hecho de una colonizacibn microbiana exitosa
aumentard el area radicular debajo de la rizosfera permitiendo mayor absorciéon de
nutrientes y agua para la planta, lo que conducird a aumentos en la altura de la planta, tasa

fotosintética, el nimero de hojas, la biomasay el area foliar.

Estos resultados obtenidos concuerdan con otros autores. Orbe (2019), informa que con
la inoculacién de Rhizoglomus intrarradices y Glomus sp. frente a Meloidogyne incognita
en sacha inchi tuvo un incremento de 35,5% en area foliar respecto al control infestado
solo nematodo. Al-Askar y Rashad (2010), informan que la aplicacién de un consorcio de
HMA contra Fusarium en frijol se obtuvo diferencias significativas con incrementos del 25%
respecto al control absoluto y un 19,69% en comparacién al control solo Fusarium. Todo
lo contrario, sucedié con Olowe et al. (2018), donde reportan que con la inoculacién de G.
deserticola y G. clarum frente a Fusarium verticillioides en maiz, mejoraron los parametros
morfol6gicos de la planta, excepto para el area foliar que fue menor en comparacion al

control solo F. verticillioides.

i) Numero de hojas cloréticas

La tabla 19 y la figura 44 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el nimero de hojas cloréticas en plantas de sacha inchi evaluados

a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 19

Analisis de varianza para el nimero de hojas cloréticas en P. volubilis L., evaluados a los

70 dias en condiciones de vivero

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 3 031,70 1010,60 44,94 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 299,30 299,30 13,31 0,0004 **
Especie HMA: 3 758,50 252,80 11,24 < 0,0001 ***
In6éculo Fusarium
Error 112 2 518,80 22,50
Total 119 6 608,30

NS= no significativo ***= muy altamente significativo

C.V=19,56% R?= 62%
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El ANOVA (Tabla 19) para el numero de hojas cloréticas en plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas para el factor especies de HMA y para la interaccion HMA mas Fusarium.
Mientras que para el factor Fusarium existi6 una diferencia altamente significativa.
Aceptandose que el nimero de hojas cloroticas depende de las especies de los HMA, de
F. verticillioides y de la interaccién de ambos, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V
de 19,56% y un R? de 62%.

25 4

—a—Ctr

-e—-Rd

20 1 P1

~&—-Rd+Pl

~&-Rd+Fv

15 4 Pl+Fv
Rd+PI+Fv

—e—Fv

10 1

Hojas clordticas (%)

v =
10 20 30 40 50 60 70

Dias después de la inoculacion
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+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 43.

Efecto biofertilizante y bioprotector de los HMA frente a F. verticillioides sobre el nimero de hojas
cloréticas en plantas de sacha inchi bajo diferentes tratamientos durante 70 dias de crecimiento
vegetativo medido a intervalos de 10 dias.

La figura 43, muestra la linea de aumento para el nimero de hojas cloréticas en los ocho
tratamientos durante las siete fechas de evaluacion (0;10;20;30;40;50;60;70 DDI) en
vivero, en la que es notorio que en el control solo F. verticillioides se incrementd el nUmero
de hojas amarillas, seguido del control sin HMA, a partir de la quinta fecha de evaluacion
hasta la Ultima evaluacion, observdndose que los resultados en esta linea de tiempo para
esta variable esta relacionada con el contenido de clorofila, en lo cual dénde existi6 menor
tasa fotosintética hubo mayor aumento de hojas cloréticas. Los tratamientos inoculados

con los HMA presentaron efectos beneficiosos en la parte fisioldgica de la planta como
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mayor verdor en sus hojas y todo lo contrario fue con la inoculacion de F. verticillioides no
micorrizado que disminuy6 el aumento de fotosintatos en las hojas reflejandose en una
coloracion amarillenta.

]
LA

10 4

Hojas cloroticas (%)

L

c
: d : i X
o - _ o _
Ci Fd Pl Ed+Pl F.d+F~ PH-F~ F.d+Pl+Fv Fv
Tratamientos

Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 44.

Prueba de Tukey (p<0,05) para el nimero de hojas cloréticas en P. volubilis L. evaluados a los 70
dias en condiciones de vivero.

La figura 44 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que el control positivo T7
(Fusarium verticillioides) presenté mayor porcentaje de hojas cloréticas con un 18,20 %.
Seguido del control negativo TO (sin HMA) con un 7,82 %. Mientras tanto los tratamientos
inoculados con HMA el T2 y T5 presentaron mayor porcentaje de hojas amarillas con un
3,50 %y 3,66 %, respectivamente, respecto a los demas tratamientos inoculados con HMA
(T1, T3, T4y T6).

Los resultados obtenidos muestran que con la inoculacién de HMA se redujo el nimero de
hojas cloroéticas entre un 95,80% y 79,89% en comparacion con el control (F. verticillioides
no micorrizado). Entre tanto de los tratamientos inoculados con HMA, P. laccatum fue el

gue respondié con mayor porcentaje de hojas cloréticas tanto para el efecto biofertilizante
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y bioprotector. Esto estaria relacionado directamente con la baja cantidad de luz solar y la
relacion sinérgica de la especie HMA con el hospedero y el suelo, debido a que no mostré
mejores efectos para las otras variables principalmente para la tasa fotosintética, lo cual
se refleja en esta variable. Los HMA proporcionan la mayor parte de la fotosintesis a las
plantas, debido al aporte de nutrientes que brindan hace que las plantas sean vigorosas y
saludables, lo que refleja su amplio contenido fisiolégico, bioquimico y morfolégico (Phillips
et al., 2019). Asi mismo se sabe que las hojas cloréticas se ven reflejada por la falta de
macro y micronutrientes en la planta, asi como también por enfermedades patégenos, y lo
que hacen las micorrizas es compensar estas deficiencias mediante una mayor absorcion
de nutrientes y agua. Este beneficio hace que mejore la estructura de su raiz y que la planta
esté preparada frente a alguna infeccibn patégena mejorando la resistencia a las
enfermedades de las plantas hospedantes. Asi mismo la clorosis de la hoja esta
relacionada directamente con la fotosintesis que producto de esto se obtiene la clorofila y
para esto implica mucho la luz solar. Se han reportado que los HMA no aportan sus

grandes beneficios en condiciones de baja luz (Weng et al 2022).

Estos resultados concuerdan con otros autores. Guerrero-Abad et al. (2021), mencionan
gue las infestaciones solas y en combinaciones de F. verticillioides, F. solani y M. incognita
para la clorosis de las hojas en plantas de sacha inchi. F. verticillioides tuvo el mayor
nuimero de hojas cloréticas con un 21% en comparacion con el control sin patégeno.
Aalipour et al., (2019), informan que para el efecto biofertilizante la mayor cantidad de
clorosis (17,5 %) en las hojas de platano se registré en control sin HMA, mientras que el

dafio de las hojas se redujo a un 2,9 % en el tratamiento con micorrizas.
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Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 45.

Mapa de calor que muestra el porcentaje de inicio de guias de los tratamientos en estudio.

La figura 45, muestra el mapa de calor para determinar cuanto fue el porcentaje en inicio
de emision de guias para cada tratamiento durante 29 dias después de la inoculacion de
los HMA. Se observa que la especie Paraglomus laccatum fue el que mas tardo en llegar
al 100% en inicio de emision de guias, conociéndose que esta especie no tiene una buena
colonizacién micorricica con las plantas de sacha inchi en corto tiempo. Asi mismo se
mostré que las plantas de sacha inchi inoculadas con HMA bajo condiciones de vivero a
partir de los 22 DDS ya empezaron a guiar, asi mismo se obtuvo como resultado que el
T6 (Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) fue el que
tuvo mayor porcentaje, presentd un 50% de guias a los 22 DSS y fue el que en menor corto
tiempo (25 DDS) junto al T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) logré llegar
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al 100 % en inicio de guias en comparacion con los tratamientos controles (TO y T7). Los
tratamientos con HMA a los 28 dias tuvieron el 100% de emision de guias teniendo un
aumento del 25% comparadas con los controles. Lo cual esto nos indica que la inoculacion
de los HMA ayuda a acelerar el inicio de guias en etapa de vivero. Pero sin embargo se
acepta que el periodo de tiempo de 29 DDS para la colonizacién de los HMA con las plantas
de sacha inchi en vivero, no es lo suficientemente apto para notar la diferencia en los
parametros morfologicos de la planta. Estos resultados coinciden con Manco (2006), quien
menciona que el inicio de emisién de guias en plantas de sacha inchi inicia entre los 20 y
45 DDS. Mientras tanto Arévalo (1999), establece resultados diferentes lo cual menciona

que el inicio de guias transcurre a partir de los 45 DDS.

) Anélisis de NPK
Nitrégeno (N)
La tabla 20 y la figura 46 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)

respectivamente, para el analisis de nitrégeno en biomasa aérea de plantas de sacha inchi

evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 20

Analisis de varianza para el contenido de nitr6geno en la biomasa aérea de P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 132 676 44 225 62,97 < 0,0001 *xk
Inéculo Fusarium 1 653 653 0,93 0,349 NS
Especie HMA: 3 1744 581 0,82 0,498 NS
In6culo Fusarium
Error 16 11 236 702
Total 23 146 309

NS = no significativo ***= muy altamente significativo

C.V=10,96% R?=92%

El ANOVA (Tabla 20) para el contenido de N en biomasa aérea de plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas solo para el factor especies de HMA, todo lo contrario, sucedi6 con el factor
Fusarium y la interaccion de ambos que no mostré diferencia significativa. Aceptandose
gue el contenido de N depende de las especies de los HMA, entre otras condiciones. Se
obtuvo un C.V de 10,96% y un R? de 92%.
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+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 46.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el contenido de nitrégeno en la biomasa aérea de P. volubilis L.

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

La figura 46 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que los tratamientos
inoculados con HMA (T1-T6) obtuvieron un mayor contenido de nitrégeno siendo
estadisticamente iguales, seguido de los tratamientos controles TO y T7 que tuvieron un

promedio de 129,09 mg/kg*y 100,82 mg/kg™ en nitrégeno, respectivamente.

Fosforo (P)

La tabla 21 y la figura 47 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el analisis de fésforo en biomasa aérea de plantas de sacha inchi

evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
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Tabla 21
Andlisis de varianza para el contenido de fésforo en la biomasa aérea de P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 645,60 215,19 88,50 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 0,30 0,32 0,13 0,7234 NS
Especie HMA: 3 21,20 7,07 2,90 0,0668 NS
In6culo Fusarium
Error 16 38,90 2,43
Total 23 706

NS = no significativo ***= muy altamente significativo
C.V=14.67% R?= 94%

El ANOVA (Tabla 21) para el contenido de P en biomasa aérea de plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas solo para el factor especies de HMA, todo lo contrario, sucedi6 con el factor
Fusarium y la interaccion de ambos que no mostro diferencia significativa. Aceptandose
que el contenido de P depende de las especies de los HMA, entre otras condiciones. Se
obtuvo un C.V de 14,67% y un R? de 94%.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 47.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el contenido de fésforo en la biomasa aérea de P. volubilis L.

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.
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La figura 47 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra mayor contenido de fésforo en
el T2 (Paraglomus laccatum), T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) y T6
(Rhizoglomus dunense + Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) con promedios
de 15,04 mg/kg?, 14,87 mg/kg? y 16,56 mg/kg? respectivamente. De todos los
tratamientos inoculados con HMA la especie Rhizoglomus dunense mostr6 menor
contenido de fésforo tanto para el efecto biofertilizante y bioprotector. Pero siendo superior
a los tratamientos controles TO y T7 que presentaron un promedio de 3,04 mg/kg?ty 1,74

mg/kg™ en fésforo respectivamente.

Potasio (K)

La tabla 22 y la figura 48 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el andlisis de potasio en biomasa aérea de plantas de sacha inchi

evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 22

Andlisis de varianza para el contenido de potasio en la biomasa aérea de P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 36 879 12 293 197,49 < 0,0ool Rl
Inéculo Fusarium 1 663 663 10,65 0,0049 **
Especie HMA: 3 1109 370 5,94 0,0064 **
In6culo Fusarium
Error 16 996 62
Total 23 39 647

**_altamente significativo ***~ muy altamente significativo

C.V=5,76% R?=97%

El ANOVA (Tabla 22) para el contenido de K en biomasa aérea de plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas solo para el factor especies de HMA y altamente significativas para el factor
Fusarium y la interaccion de ambos. Aceptandose que el contenido de K depende de las

especies de los HMA, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V de 5,67% y un R? de 97%.
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Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; PI: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + PI + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 48.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el contenido de fésforo en la biomasa aérea de P. volubilis L.

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

La figura 48 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra mayor contenido de potasio
en el T2 (Paraglomus laccatum) con un promedio de 176,79 mg/kg?, seguido del T5
(Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) que mostré un 165,33 mg/kg™* de potasio.
Todos los tratamientos aplicados con HMA presentaron mayor contenido de potasio
respecto a los controles TO y T7 que tuvieron promedios de 86,51 mg/kg™ y 54,21 mg/kg™

de potasio respectivamente.
Discusién paralos resultados de analisis de NPK en biomasa aérea de sacha inchi.

Los resultados muestran que para el contenido de Nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K)
todos los tratamientos micorrizados con HMA presentaron aumentos significativos de estos
macronutrientes en la biomasa aérea de sacha inchi. Solo teniendo mayor predominancia
los tratamientos inoculados con P. laccatum para el contenido de P y K. Asi mismo de los
tres andlisis realizados se mostré que el N tuvo mayor cantidad en mg/kg™ que el P y K.

Para una mejor interpretacion del mayor contenido de N en las plantas, se debe a que el
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contenido de los macronutrientes que contenia el sustrato fue mayor en N, seguido del P
y K. Entonces los HMA solo fueron aportadores de absorber las cantidades de nutrientes
que existia en el sustrato de las macetas. Yuan y Chen (2015), encontraron que el P de la
planta tiene una respuesta méas débil en comparacion con el N, debido a la limitacion del P
en el suelo. Ademas, los efectos de HMA en el contenido de NPK en la hoja de los cultivos
varian segun la identidad de HMA (Wu et al., 2023). Estudios realizados demostraron el
efecto positivo de los HMA en la absorcion de P, N, K, Mg, Cu, Zn, Ca, Fe, Cd y Ni
(ALHadidi et al., 2021; Wu, et al., 2022; Chandrasekaran, 2022; Wu et al., 2023).

El contenido de los macronutrientes para el efecto bioprotector fue lo siguiente: Respecto
al N aumento en un 67,48%; para el P aumentd en un 89,60% y para el K aument6 67,21%.
El incremento de nutrientes en la planta huésped se debe a los beneficios del micelio del
HMA. Estos micelios o hifas absorben nutrientes por osmotrofia y exploran mas area de

superficie en comparacion con las raices sin HMA (Panwar et al., 2008; Shukla et al., 2014).

Numerosos estudios han demostrado que los HMA son capaces de absorber grandes
cantidades de N, P y K, como también otros micronutrientes del suelo y proporcionarlos a
los diferentes 6rganos de las plantas (Wu et al. 2011; Wu et al. 2022; Wu et al., 2023; Chen
et al.,, 2023). Wu et al. (2011), han demostrado que los HMA (Funneliformis mosseae,
Glomus versiforme y Paraglomus occultum) aumentaron la acumulacion de K, Mg, Fe y Zn
en hojas y raices, Ca en las hojas, Cu y Mn en las raices, lo cual F. mosseae dio los
mejores resultados y mostré la mejor eficiencia de micorrizas en el crecimiento de las
plantulas de durazno y la absorcion de nutrientes. Wu et al. (2022), informan que mediante
un estudio de metandlisis el N y el P aumentaron significativamente por HMA sobre la
nutricion de brotes y hojas en diferentes cultivos en condiciones de secano. La
concentracion de P en los brotes aumenté en un 46,0%, que es mayor que la concentraciéon
de N en los brotes 31,9%. El efecto neutro de HMA se observé en la concentracion de Py
N foliar con 12,7% y 15,4%. Wu et al (2023), mediante un estudio de estequiometria de la
hoja en agroecosistemas mostraron que la inoculacion de HMA aumenta el N, P y K de las
hojas en 8,75%, 24,61% y 13,54%, respectivamente. El hongo MA Glomus intraradices
aument6 el contenido de P en los brotes de maiz después 75 dias después de la
inoculacion (Subramanian et al., 2009). En el arroz, los hongos MA mixtos aumentaron la
absorcion de N en las raices y la concentracion de P en los brotes, y dieron como resultado
un mayor crecimiento y rendimiento (Chareesri at al., 2020). Ademas, la inoculacion de
HMA mejor6 los contenidos de P y N en tejidos vegetales de Chrysanthemum
morifolium (Wang et al., 2018). Wu et al. (2019), demostraron que la aplicaciéon de HMA
aumento positivamente el contenido de P y K en las hojas de los citricos. Wang et al.

(2019), mencionan que con la inoculacibn de HMA en plantas de Gleditsia sinensis
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aumentaron significativamente el contenido de fésforo (P) y potasio (K) en los tres 6rganos
(hoja, tallo y raiz), y el contenido de nitrégeno (N) en la hoja y tallo en comparacion con las
plantulas no micorrizadas. Chen et al. (2023), informan que la micorrizacién en plantas
C. bungei la concentracion de N fue mayor, seguido por las concentraciones de K, Ca y
Mg, mientras que la concentracion de P fue la mas baja, independientemente de si se
inocul6 HMA o no, o del nivel de aplicacién de N.

4.2 Evaluar la influencia de la colonizacién micorricica y la actividad succinato
deshidrogenasa del HMA en sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) sobre la

densidad poblacional radicular de Fusarium verticillioides.

a) Colonizacién micorricica
La tabla 23 y la figura 49 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para la colonizacién micorricica en plantas de sacha inchi evaluados a

70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 23

Andlisis de varianza para la colonizacién micorricica en P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 32 397 10 799 661,42 < 0,0ool Rl
Inéculo Fusarium 1 566 566 34,67 < 0,0001 ***
Especie HMA: 3 1174 391 23,96 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium
Error 16 261 16
Total 23 34 398

NS = no significativo e muy altamente significativo

C.V=6,57T% R?= 99%

El ANOVA (Tabla 23) para la colonizacién micorricica en plantas de sacha inchi evaluados
en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas para
el factor especies de HMA, factor inoculé Fusarium y para la interaccion HMA mas
Fusarium. Aceptandose que el porcentaje de colonizacion micorricica depende de las
especies de los HMA, de F. verticillioides y de la interaccion de ambos, entre otras
condiciones. Se obtuvo un C.V de 6,57% y un R? de 99%.



113

100 1

a0 |
B0 4
70
60 1
50 4
40
0
20 1
10 1
0

EdFL Fd+Fv PHF~v Rd-I-Pl+F1
Tratamientos

Colonizacion (%)

Ctr: Control; Rd: Rhizoglomus dunense; Pl: Paraglomus laccatum; Rd+PI: Rhizoglomus dunense
+ Paraglomus laccatum; Rd+Fv: Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides; Pl + Fv:
Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 49.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la colonizacion micorricica en P. volubilis L. evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

La figura 49 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra un mayor porcentaje de
colonizacién en el T1 (Rhizoglomus dunense), T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus
laccatum) y T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) con promedios de
90,53%, 91,66% y 93,33% respectivamente. Seguido del T2 (Paraglomus laccatum) y T6
(Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) que no
mostraron diferencias estadisticas. De los tratamientos inoculados con HMA solo el T5
(Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) mostré el menor porcentaje de

colonizacién con un promedio de 50,55%.

Los datos obtenidos para el porcentaje de colonizaciébn micorricica muestran que las
plantas de sacha inchi inoculadas con R. dunense muestran una colonizacion que oscilan
entre 90,53% a 93,33% para el efecto biofertilizante y bioprotector, respectivamente. Esto
se debe a que las especies inoculadas ejercieron una buena relacion con el huésped, la
etapa de crecimiento de la planta, el tipo de suelo, tipo de inoculacién y favorables
condiciones abidticas (Wang et al., 2019; Saboor et al., 2021; Khan et al., 2022). Asi
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mismo la inoculacién del patégeno no interfirid gravemente en las raices de sacha inchi
excepto para el tratamiento inoculado con P. laccatum que se redujo en un 39,32%
después de inocular a F. verticillioides, siendo la especie que no muestra una buena
relacion simbidtica con las plantas de sacha inchi tanto para el efecto biofertilizante y
bioprotector. Sin embargo, los tratamientos con HMA desempefiaron un papel beneficioso
en la simbiosis micorricica para el funcionamiento de una buena colonizacion radicular
(>50,55%).

Los hallazgos encontrados son similares con otros autores. Orbe (2019), revel6 un mayor
porcentaje de colonizacién con Rhizoglomus intraradices y la interaccion de Rhizoglomus
intraradices + Glomus sp, con respecto a la inoculacién solo con Glomus sp frente a M.
incognita en plantas de sacha inchi fluctuando entre un 93,03% y 91,82%,
respectivamente. Spagnoletti et al. (2021), muestran que la colonizacion de Rhizophagus
intraradices aumentd en un 19,23% cuando se indculo F. pseudograminearum. Klinsukon
et al. (2021), observaron que la inoculacibn con HMA sobre C. quinqueseptatum en
plantas de eucalipto hubo una colonizacion micorricica de un 84% para el HMA solo y un
56% para el patégeno micorrizado, notandose una reducciéon de un 33,33% cuando se
aplico el patbgeno. Ahammed et al. (2020), reportan que la tasa de colonizacion de HMA
se redujo en un 29,9% después de la inoculacion de Fusarium en pantas de pepino. Wang
et al. (2022), mencionan que las tasas de colonizacién micorricica de plantas de tomate
fueron superiores al 30 %, con ambos genotipos. Xian y Peng (2008), mostraron una
colonizacién micorricica de 46,30% y 38,20% para el control micorrizado y Fusarium
oxysporum micorrizado respectivamente en plantas de pepino, lo cual se redujo en un

17,49% cuando se aplic6 el patégeno.

La mayoria de las plantas se colonizan a través de los HMA siguiendo dos vias de
nutrientes. 1). Epidermis de las raices, que es una via directa de absorcién. 2). La
formacion de una estructura fangica que disefi¢ la via de absorcién de las micorrizas
(Saboor et al., 2021). Asi mismo la capacidad de colonizacién de HMA depende de las

especies de HMA y especies de plantas. (Wang et al., 2019).

b) Succinato deshidrogenasa (SDH)

Sin actividad (sin tincién)

La tabla 24 y la figura 50 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el succinato deshidrogenasa en plantas de sacha inchi evaluados

a 70 dias en condiciones de vivero.
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Tabla 24

Andlisis de varianza para el succinato deshidrogenasa sin actividad en P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 45 938 15312 272,22 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 312 312 5,95 0,0269 *
Especie HMA: 3 938 313 5,55 0,0049 **
In6culo Fusarium
Error 24 1350 56
Total 31 48 538

* = significativo **= altamente significativo ~ ***= muy altamente significativo
C.V=24,29% R2=97%

El ANOVA (Tabla 24) para el succinato deshidrogenasa en raices de plantas de sacha
inchi evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas para el factor especies de HMA, altamente significativas para la interaccion
de ambos y significativa para el factor inéculo Fusarium. Aceptandose que el succinato
deshidrogenasa depende de las especies de los HMA, de F. verticillioides y de la
interaccién de ambos, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V de 24,29% y un R? de
97%.

Baja actividad (tincion normal)
La tabla 25 y la figura 50 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el succinato deshidrogenasa en plantas de sacha inchi evaluados a

70 dias en condiciones de vivero.

Tabla 25

Analisis de varianza para el succinato deshidrogenasa baja actividad en P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 16 538 5513 43,87 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 404 404 3,21 0,0854 NS
Especie HMA: 5 689 1896 15,09 < 0,0001 ***
Indculo Fusarium
Error 24 3015 126
Total 31 25 646

*

NS= no significativo **= muy altamente significativo

C.V=24,09% R?=88%
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El ANOVA (Tabla 25) para el succinato deshidrogenasa en raices de plantas de sacha
inchi evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas para el factor especies de HMA y para la interaccion HMA mas Fusarium,
todo lo contrario, sucedié con el factor inocul6 Fusarium que no mostré diferencia
significativa. Aceptandose que el porcentaje de colonizacion micorricica depende de las
especies de los HMA, de F. verticillioides y de la interaccibn de ambos, entre otras
condiciones. Se obtuvo un C.V de 24,09% y un R? de 88%.

Alta actividad (tincién densa)
La tabla 26 y la figura 50 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para el succinato deshidrogenasa en plantas de sacha inchi evaluados a

70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 26

Andlisis de varianza para el succinato deshidrogenasa alta actividad en P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 14 842 4947 71,30 < 0,0001 ***
Inéculo Fusarium 1 1428 1428 20,58 0,00014 ***
Especie HMA: 3 3415 1138 16,41 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium
Error 24 1665 69
Total 31 21 350

NS= no significativo ***= muy altamente significativo
C.V=26,36% R2=92%

El ANOVA (Tabla 26) para el succinato deshidrogenasa en las raices de plantas de sacha
inchi evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas para el factor especies de HMA, factor Fusarium y para la interaccion HMA
mas Fusarium. Aceptandose que el succinato deshidrogenasa depende de las especies
de los HMA, de F. verticillioides y de la interaccién de ambos, entre otras condiciones. Se
obtuvo un C.V de 26,36% y un R? de 92%.
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Figura 50.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el succinato deshidrogenasa en raices de P. volubilis L. evaluados

a los 70 dias en condiciones de vivero.

La figura 50 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra el efecto de la actividad de la
enzima succinato deshidrogenasa en las raices de sacha inchi en tres escalas: sin
actividad, baja actividad y alta actividad. Para el T3 (Rhizoglomus dunense + Paraglomus
laccatum) y T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) sobresalié la alta
actividad metabdlica fangica con un 64,38% y 60,94% respectivamente. Para el T5
(Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) predominé la baja actividad metabdlica
fungica con un 93,75%. Mientras tanto el T7 (Fusarium verticillioides) presento un 100%
de sin actividad metabdlica fungica. Seguido del TO (sin HMA) con un 75% de sin actividad.

Los resultados encontrados muestran una alta actividad del succinato deshidrogenasa con
la inoculacion sola de R. dunense y en combinacion con P. laccatum para el efecto
biofertilizante y bioprotector, lo cual también se mostr6 con un mayor porcentaje de
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colonizacioén. Reflejando que la infestacion de F. verticillioides no perjudic6é o no dafio sus
estructuras de los HMA. Asi mismo la aplicacién sola de P. laccatum para el efecto
bioprotector mostré6 baja actividad y viabilidad del SDH como en la colonizacion.
Demostrandose que F. verticillioides si causé dafio en la raiz al competir por espacio y
nutrientes y notdndose el porqué de su bajo potencial protector en las plantas de sacha
inchi. En estos resultados los tratamientos con HMA mostrd que las hifas de los HMA

estuvieron activas.

Sin embargo, el control TO que deberia mostrar ninguna actividad mostré un 25% de baja
actividad, lo cual no debio6 suceder, pero se puede decir que pudo a ver influenciado alguna
contaminacién de esporas por medio del viento o algin material no desinfectado, sin
embargo, esto no sucedid en el porcentaje de colonizacién debido a que las plantas que
escogimos para esa variable no estaban contaminadas que presentaban 0 % de

colonizacion.

El SDH (enzima ligada al ciclo de Krebs) de los HMA en el sistema radicular de las plantas
sirven para observar estructuras de micorrizas arbusculares metabolicamente activas, pero
no muestra la efectividad del micosimbionte sobre los hospederos (Djighaly et al.,2018;
Saparrat et al., 2020).

Los resultados coinciden con otros autores. Djighaly et al. (2018), mencionan que la
especie Rhizophagus fasciculatus mostré mayor actividad del SDH (57%) cuando se utilizé
una concentracion de 0 mM de NaCl. Spagnoletti et al. (2021), informan que la inoculacion
de Rhizophagus intraradices mostré una alta actividad metabdlica fungica de la enzima
SDH, tanto para la inoculacién solo HMA y para la combinacion de HMA mas F.
pseudograminearum. Spagnoletti et al. (2017), revelan que los HMA presentd una alta
actividad de la enzima SDH cuando fueron inoculados solas y una baja actividad cuando
fueron inoculadas con M. phaseolina mas 50 mgAs Kg. Ma et al. (2015), informan que la
actividad SDH se vieron reducidas por el estrés por frio en comparacién con las plantas

bajo temperatura ambiente en plantas de pepino.

c) Densidad poblacional de F. verticillioides en raices de sacha inchi

La tabla 27 y la figura 51 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para la densidad poblacional de F. verticillioides en plantas de sacha

inchi evaluados a 70 dias en condiciones de vivero.
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Tabla 27

Andlisis de varianza para densidad poblacional de F. verticillioides en P. volubilis L.,

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamiento 4 15517600 3879400 145,60 < 0,0001 **=*
Error 20 533 000 26 650
Total 24 16 050 600

*

NS = no significativo **= muy altamente significativo

C.V=24,22% R?=97%

El ANOVA (Tabla 27) para la densidad poblacional de F. verticillioides en la raiz en plantas
de sacha inchi evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy
altamente significativas entre los tratamientos inoculados con el F. verticillioides. Se obtuvo
un C.V de 24,22% y un R? de 97%.
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laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 51.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la densidad poblacional de F. verticillioides en P. volubilis L.

evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.
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La figura 51 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que el T7 (Fusarium
verticillioides) obtuvo la mayor densidad poblacional de F. verticillioides en la raiz en
plantas de sacha inchi con 2180 UFC/gde raiz seco, mientras que el T5 (Paraglomus
laccatum + Fusarium verticillioides) mostré un promedio de 710 UFC/g'de raiz seco.
Seguido del T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) y T6 (Rhizoglomus
dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) que no mostraron diferencias
estadisticas. Todos los tratamientos inoculados con F. verticillioides mostraron diferencias
significativas con respecto al tratamiento testigo (sin HMA) que mostré el menor valor en

esta variable (0) por no haber sido inoculado.

Los resultados para esta variable estan directamente relacionados con el porcentaje
colonizacién y la actividad de la enzima SDH. Los datos obtenidos indican que la aplicacién
de Paraglomus laccatum, Rhizoglomus dunense y la combinacién de ambos condujo a
reducciones del 67,43 %; 90,82 % y 87,15 %, respectivamente, en la densidad de poblacién
de F. verticillioides, respecto al control positivo (solo F. verticillioides). Asi mismo se mostré
la baja respuesta protectora de P. laccatum. Sin embargo, los resultados muestran que los
HMA ejercieron una excelente barrera bioprotectora creada por el manto de las hifas frente
a F. verticillioides. Para una mejor comprension, los HMA y los patégenos compiten por los
productos fotosintéticos del sistema radicular de la planta huésped, y cuando los HMA
utilizan por primera vez los productos fotosintéticos, se reduce la oportunidad de
adquisicion de patégenos, lo que reduce el dafio causado por estos microorganismos y
mejora la resistencia a las enfermedades de las plantas hospedantes (Abdel-Azeem et
al.,2021; Weng et al 2022).

Los HMA comparten la misma ruta de infeccién que los patégenos transmitidos por el suelo
es decir necesitan el mismo nicho ecolégico y sitio de invasion. Por lo tanto, en condiciones
de habitat natural, los HMA y los patégenos compiten por el espacio en el sistema radical
del huésped, debido a que el espacio ocupado por un microorganismo no puede ser
ocupado por otro microorganismo a la vez, lo cual esto procede principalmente como un
efecto de biocontrol para reducir la infeccién inicial y la reinfeccion de los patégenos
epidérmicos de la raiz. Asi mismo al generarse la simbiosis micorricica de los HMA con las
raices de las plantas se producen exudados que pueden afectar directamente el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de otros hongos del suelo, nematodos, y bacterias
(Xavier y Boyetchko, 2004; Olowe et al., 2018; Villani et al., 2021; Abdel-Azeem et al.,2021;
Weng et al 2022).
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Para que los patégenos tengan una mayor densidad en las raices de las plantas, deben
ingresar a las células a través de la pared celular, sin embargo la simbiosis de los HMA
puede hacer que el sistema de raices de la planta huésped crezca, aumente la
ramificacién, mayor volumen, acelere la lignificacién de la pared celular, engrose la
epidermis de la punta de la raiz y aumente la nimero de capas de células; también puede
cambiar la estructura morfologica de la raiz, generando efectivamente el retraso del
proceso de infeccién de raices por patégenos (Xavier y Boyetchko, 2004; Olowe et al.,
2018; Villani et al., 2021; Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et al 2022).

Estos hallazgos son semejantes a otros autores. Spagnoletti et al. (2021), manifiestan que
la inoculacion de Rhizophagus intraradices redujo un 75,7 % la densidad de poblacion de
F. pseudograminearum en la raiz de trigo respecto al control positivo. Ren et al. (2015),
observaron que al aplicar G. mosseae sobre F. oxysporum f. sp. niveum hubo una
disminucion de 58,10% en densidad poblacional de F. oxysporum en la raiz de la sandia
en comparaciéon con control solo patégeno. Xian y Peng (2008), manifiestan que la
inoculacion con Glomus etunicatum contra F. oxysporum f.esp. Cucumerinum redujo un
60,27% la densidad poblacional de F. oxysporum en la rizosfera de las plantas de pepino
respecto al control inoculado solo con patégeno. En tanto Spagnoletti et al. (2017), explican
que la aplicacién de R. intraradices en suelos contaminados con arsénico e infectadas por
el hongo Macrophomina phaseolina en plantas de soya mostré reducciones significativas

para todos los tratamientos en la densidad de poblacién de la raiz.

4.3 Evaluar la incidencia y severidad causada por Fusarium verticillioides en
plantulas de sacha inchi, inoculadas con Rhizoglomus dunense y Paraglomus

laccatum.

a) Incidencia
La tabla 28 y la figura 52 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para la incidencia de la enfermedad en plantas de sacha inchi evaluados

a 70 dias en condiciones de vivero.
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Tabla 28

Andlisis de varianza para la incidencia de la enfermedad en P. volubilis L., evaluados a

los 70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamiento 4 38 000 9500 114 < 0,0001 ***
Error 70 1250 83
Total 74 39 250

*

NS = no significativo **= muy altamente significativo

C.V=22,13% R?=97%

El ANOVA (Tabla 28) para la incidencia de la enfermedad en plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente
significativas entre los tratamientos inoculados con F. verticillioides. Se obtuvo un C.V de
22,13% y un R? de 97%.
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Figura 52.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la incidencia de la enfermedad en P. volubilis L. evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.
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La figura 52 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que el control positivo T7
(Fusarium verticillioides) tuvo el 100% de incidencia de la enfermedad debido a que fue
inoculado solo F. verticillioides. Seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) que mostré un menor porcentaje de incidencia a F. verticillioides, con un
75%. Mientras que los T4 (Rhizoglomus dunense + Fusarium verticillioides) y T6
(Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides) fueron no
significativos mostrando un 0% de incidencia de la enfermedad. Los tratamientos
inoculados con HMA mostraron diferencias significativas con respecto al tratamiento (solo

Fusarium).

Los datos obtenidos muestran que con la aplicacién solitaria de P. laccatum contra F.
verticillioides mostr6 un 75% de incidencia en comparaciéon con los tratamientos inoculados
solo con R. dunense y en combinacion de ambos que mostraron 0% de incidencia. Asi
mismo el T5 en comparacion con el T7 mostré una disminucion de 25% de incidencia de
F. verticillioides. Entendiéndose que los HMA son un buen método como biocontroladores
biolégicos para inhibir o antagonizar patégenos transmitidos por el suelo (F. verticillioides).
Mas de 30 especies de HMA han demostrado su eficacia en el control de enfermedades

transmitidas por el suelo de las plantas (Weng et al 2022).

Los efectos positivos que se han demostrado con la inoculacion de los HMA sobre la
reduccién de la incidencia de los patégenos del suelo en plantas agricolas se deben a que
existen muchos mecanismos efectivos que establecen estos hongos con la colonizacién

en las raices.

Estos resultados tienen similitud con otros autores. Spagnoletti et al. (2021), manifiestan
que la inoculacion de Rhizophagus intraradices contra F. pseudograminearum la incidencia
de la enfermedad en plantas trigo se redujo en un 22% en comparacion con el control
positivo (F. pseudograminearum). Xian y Peng (2008), revelan que las plantas de pepino
infectadas con F. oxysporum 15 dias después de la inoculacion con Glomus etunicatum la
incidencia de la enfermedad se redujo hasta un 66,60% comparado con el control (solo F.
oxysporum). Pu et al. (2022), informan que aplicando Glomus versiforme en suelos con F.
oxysporum en plantas de Salvia miltiorrhiza se redujo la incidencia de la enfermedad en un
61,11% respecto con el control solo patégeno. Hashem et al. (2021), revelan que se redujo
la incidencia de la enfermedad (79,04% a 58,53%) aplicando un consorcio de HMA frente
a F. oxysporum en condiciones de estrés en tomate comparado con el control solo
patdégeno. Klinsukon et al. (2021), observaron que la inoculacion de C. quinqueseptatum

inoculada con Gigaspora margarita en eucaplito la incidencia de la enfermedad disminuyé
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en un 33,42% comparado con el control positivo. Mientras tanto Aguk, et al. (2018),
mencionan que en comparacioén con el control sin inoculacion de HMA, la incidencia
de Ralstonia solanacearum inoculada con G. rhizogenes y G. mossie se redujo en un 49,8
%.

b) Severidad
La tabla 29 y la figura 53 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para la severidad de la enfermedad en plantas de sacha inchi evaluados

a 70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 29

Andlisis de varianza para la severidad de la enfermedad en P. volubilis L., evaluados a los

70 dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamiento 4 58 383 14 596 168 < 0,0001 ***
Error 70 6083 87
Total 74 64 466

NS = no significativo rx= muy altamente significativo

C.V=21,13% R?=93%

El ANOVA (Tabla 28) para la severidad de la enfermedad en plantas de sacha inchi
evaluados en los ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente

significativas entre los tratamientos. Mostrando un C.V de 21,13% y un R? de 93%.
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Figura 53.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la severidad de la enfermedad en P. volubilis L. evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

La figura 53 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra mayor porcentaje de severidad
para el control positivo (72%). Seguido del T5 (Paraglomus laccatum + Fusarium
verticillioides) que presenté un 25% de severidad de F. verticillioides. Todas las plantas
que fueron inoculadas con las especies de HMA presentaron diferencias altamente

significativas respecto al F. verticillioides no micorrizado (T7).

Los resultados encontrados muestran que la inoculacion solitaria de P. laccatum vy
combinada con la especie P. laccatum generé gran efecto bioprotector con F. verticillioides

sin mostrar dafios de incidencia y severidad. Asi mismo se mostro que el T5 inoculado con
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P. laccatum presento un 25% de severidad de la enfermedad en comparacién con los
demas tratamientos inoculados con HMA. Pero entre tanto el T5 respecto al T7 mostré una
disminucion de 65.28% en la severidad del F. verticillioides. Demostrandose que los HMA

ayudaron a mitigar la severidad por F. verticillioides en plantas de saha inchi.

Los HMA pueden producir sustancias quimicas como fitoquimicos, callosas, alcaloides y
fenoles en la superficie de las hifas internas y externas de la raiz, y estos metabolitos
secundarios son beneficiosos para las plantas, ayudandolas a mayor tolerancia de las
plantas causadas por enfermedades (Abdel-Azeem et al.,2021; Weng et al 2022). Otro
papel importante que ejecutan los HMA es formar un manto de micelio, calosa y estructura
papilar apilada por pectina no esterificada en la epidermis y la endodermis de la raiz de las
plantas hospedantes, lo que dificulta la penetracién una mayor infeccién de patégenos en

los tejidos de las células de la raiz (Weng et al 2022).

Estudios reportados han demostrado el gran papel que cumplen los HMA frente a
patdgenos del suelo en inoculaciones Unicas y combinadas para reducir la incidencia y
severidad de la enfermedad de las plantas. Asi como también muestran en algunos
estudios, que la inoculacion Unica de plantas con HMA solo puede reducir la severidad,
pero no la incidencia (Spagnoletti et al., 2021; Hallasgo et al., 2022).

Estos hallazgos son corroborados por los siguientes autores. Spagnoletti et al. (2021),
destacan que las plantas de trigo inoculadas con Rhizophagus intraradices e infestadas
con F. pseudograminearum la severidad se redujo en un 39% comparado con el control
sin HMA. Wang et al. (2022), obtuvieron que la inoculacion de R. irregularis en plantas de
tomate redujo la gravedad de la enfermedad (26,67%) contra F. oxysporum. Xian y Peng
(2008), revelan que Glomus etunicatum en asociacion con F. oxysporum en pepino la
severidad de la enfermedad se redujo en un 21,2% comparado con el control positivo.
Villani et al., (2021), informan que el hongo Glomus viscosum infestado con Verticillium
dahliae en plantas de alcachofa se redujo la severidad de la enfermedad en un 10% en
comparacion con el patdgeno no micorrizado. Pu et al. (2022), mencionan que Glomus
versiforme redujo la severidad de F. oxysporum (26%) en plantas de Salvia miltiorrhiza

respecto al control solo patdégeno.

Steinkellner et al. (2012), informan que las raices de las plantulas de tomate que fueron
infectadas con F. oxysporum durante 20 dias después de la inoculacion con G.
polyphylla y G. macrocarpum, la gravedad de la enfermedad se redujo en un 78 % y un 75
%, respectivamente. Ren et al. (2015), informan que al aplicar G. mosseae sobre F.

oxysporum f. sp. niveum en sandia se redujo la severidad en un 89,3 % al suprimir el
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desarrollo de patdgenos en las raices y la rizosfera de la sandia. Mientras tanto Klinsukon
et al. (2021), observaron que la infestacion de C. quinqueseptatum inoculada con
Gigaspora margarita en eucalipto hubo una disminucion de 29,25% en la severidad
respecto al patbgeno no micorrizado.

4.4 Evaluar la actividad antioxidante enzimética, no enzimética y marcadores de
dafio oxidativo en plantulas de sachainchi, inoculado con Rhizoglomus dunense

y Paraglomus laccatum e infestado por Fusarium verticillioides.

a) Glutation reducido (GSH) en hojas

La tabla 30 y la figura 54 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para GSH en hojas de plantas de sacha inchi evaluados a 70 dias en

condiciones de vivero.
Tabla 30

Andlisis de varianza para glutation reducido en hojas de P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 2874940 958313 501 0,0077
in6culo Fusarium 1 6234607 6234607 32,65 < 0,0001 ***
Especie HMA: 3 5637 622 1879 207 9,84 0,0002 ***
In6culo Fusarium
Error 24 4582 310 190 930
Total 31 19 329 479

NS = no significativo **_altamente significativo ***~ muy altamente significativo

C.V=8,56% R?= 76%

El ANOVA (Tabla 30) para el GSH en hojas de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas para el factor
inocul6é Fusarium y para la interaccion HMA mas Fusarium y altamente significativas para
el factor especies de HMA. Aceptandose que el GSH en hojas depende de las especies de
los HMA, de F. verticillioides y de la interaccion de ambos, entre otras condiciones. Se
obtuvo un C.V de 8,56% y un R? de 76%.
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b) Glutatién reducido (GSH) en raices

La tabla 31 y la figura 54 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para GSH en raices de plantas de sacha inchi evaluados a 70 dias en

condiciones de vivero.

Tabla 31

Andlisis de varianza para glutation reducido en raices de P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 326 743 108 914 12,07 < 070001 kel
Inéculo Fusarium 1 166 620 166 620 18,46 0,0002 ***
Especie HMA: 3 9 463 3154 0,35 0,7898 NS
In6éculo Fusarium
Error 24 216 567 9024
Total 31 719 393

*

NS = no significativo e muy altamente significativo
C.V=11,59% R?= 70%

El ANOVA (Tabla 31) para el GSH en raices de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas para el factor
inoculé Fusarium y para el factor especies de HMA, para la interaccion de ambos no existio
diferencias significativas. Aceptandose que el GSH en raices depende de las especies de
los HMA, de F. verticillioides y de la interaccion de ambos, entre otras condiciones. Se
obtuvo un C.V de 11,59% y un R? de 70%.
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Figura 54.
Prueba de Tukey (p<0,05) para el GSH en hojas y raices de P. volubilis L. evaluados a los 70 dias

en condiciones de vivero.

La figura 54 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra la actividad antioxidante de
GSH en hojas y raices para sacha inchi. En las hojas el contenido de GSH de las plantas
inoculadas con HMA, fueron mayores que las plantas control sin HMA (TO) e
estadisticamente iguales con F. verticillioides no micorrrizado (T7). En las raices el
contenido de GSH de los tratamientos inoculados con HMA e infestados con Fusarium
fueron superiores que el control negativo (sin HMA) pero igual que el control positivo. Asi
mismo el contenido de GSH de las plantas con F. verticillioides fueron iguales que en las

plantas inoculadas solo con HMA.

Los resultados muestran que el contenido de GSH en las plantas inoculados con HMA e
infestadas con Fusarium fueron superiores respecto al control sin HMA tanto para hojas y
raices. Esto indica que hubo un dafio mas extenso al tejido vegetal en las plantas con HMA

solo, HMA mas Fusarium y F. verticillioides solo, respecto a las plantas sin HMA.
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El contenido de GSH tanto para las hojas y raices muestran el efecto nocivo del exceso de
ROS en el proceso aerobico de las plantas, lo cual muestran que la inoculacién de los
microrganismos HMA y Fusarium alteraron el exceso de ROS en sus o6rganos de las
plantas de sacha inchi. Esto es debido a la combinacion de varios factores bidticos y
abioticos, pero principalmente por los microorganismos que al momento de colonizar
penetran por las raices y estimulan mayor dafio en la planta, asimismo se afiade como
estrés abibtico la alta temperatura en vivero, lo cual fueron requisitos para causar mayores
aumentos de GSH. Asi mismo las plantas desarrollan sus propias defensas para aliviar
efectos dafiinos de las ROS y asi proteger la estabilidad del metabolismo celular y mejorar
la productividad (Khan et al., 2022). Sin embargo, los HMA son grandes aportadores de
las defensas antioxidantes en la planta por medio de sus efectos constructivos que generan

en la morfologia y fisiologia de la misma (Begum et al., 2019; Khan et al., 2022).

Estos resultados son consistentes con lo que obtiene Spagnoletti et al. (2021), donde
muestran que con la infestacién solo de F. pseudograminearum en comparacién con la
inoculacion de R. intraradices y el control sin HMA aument6 el contenido de GSH para
hojas de plantas de trigo. Todo lo contrario, obtuvo con el superéxido dismutasa (SOD) y
guayacol peroxidasa (GPOX) que mostr6 mayor actividad antioxidante para raices.
Spagnoletti et al. (2016), encontraron que en las plantas de soya infestadas con M.
phaseolina aument6 el contenido de GSH en hojas. Mientras tanto Grimberg (2015),
informa que con el tratamiento micorriza sequia (MS) se increment6 el contenido de GSH
para hojas de plantas de soya. Ahammed et al. (2020), indican que las plantas de pepino
infestadas con F. oxysporum la inoculacion de solo Fusarium mostré menor cantidad de la
actividad antioxidante GSH en hojas y en comparacion con el control sin HMA se redujo
significativamente las concentraciones de GSH por 31,9%. Villani et al. (2021), informan
que hubo mayor incremento de GSH en hojas de alcachofa con los tratamientos

micorrizados respecto al control sin HMA y al control infestado por V. dahliae.

La infestacibn de estos patdgenos en las plantas estimula las especies reactivas de
oxigeno (ROS) sobre los tejidos de las plantas que alteran las membranas celulares y
dificultan el funcionamiento celular normal (Saboor et al., 2021). Esta bien documentado
que la exposicion de las plantas frente a condiciones de metales pesados, salinidad, estrés
hidrico, temperaturas bajas y hongos fitopatbgenos aumenta la produccion de ROS
(Hasanuzzaman et al., 2017), asi como a actividades mejoradas de superoxido dismutasa
(SOD), Catalasa (CAT), peroxidacion lipidica (TBARS), guayacol peroxidasas (GOPX) y

glutatién peroxidasa (GPX), seguidas por una disminucion en la concentracion de clorofila
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(Spagnoletti et al. 2016; Hashem et al.,2021; Spagnoletti et al., 2021; Saboor et al., 2021;

Fujita y Hasanuzzaman, 2022).

c) Catalasa (CAT) en hojas

La tabla 32 y la figura 55 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para catalasa en hojas y raices de plantas de sacha inchi evaluados a

70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 32

Andlisis de varianza para catalasa en hojas de P. volubilis L., evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 104,21 34,74 11,54 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 3,27 3,27 1,08 0,308 NS
Especie HMA: 3 1,01 0,34 0,11 0,953 NS
In6éculo Fusarium
Error 24 72,21 3,01
Total 31 180,70

NS = no significativo ***= muy altamente significativo

C.V= 25,68% R2= 60%

El ANOVA (Tabla 32) para la CAT en hojas de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas solo para el
factor especies de HMA, pero el factor especies de HMA y para la interaccion de ambos
no existié diferencias significativas. Aceptandose que la CAT en hojas depende de las
especies de los HMA, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V de 25,68% y un R? de
60%.

d) Catalasa (CAT) en raices
La tabla 33 y la figura 55 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)

respectivamente, para catalasa en raices de plantas de sacha inchi evaluados a 70 dias

en condiciones de vivero.
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Tabla 33

Andlisis de varianza para catalasa en raices de P. volubilis L., evaluados a los 70 dias en

condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 3,42 1,14 2,02 0,1378 NS
In6culo Fusarium 1 3,02 3,02 5,34 0,0297 *
Especie HMA: 3 4,90 1,63 2,88 0,0563 NS
In6culo Fusarium
Error 24 13,57 0,56
Total 31 24,92

NS = no significativo *= significativo
C.V=22% R2=46%

El ANOVA (Tabla 33) para la CAT en raices de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas solo para el
factor in6culo Fusarium, todo lo contrario, sucedi6 con el factor especies de HMA y para la
interaccion de ambos que no mostraron diferencias significativas. Aceptandose que la CAT
en raices depende de las especies de los HMA, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V
de 22% y un R? de 46%.
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Figura 55.
Prueba de Tukey (p<0,05) para la CAT en hojas y raices de P. volubilis L. evaluados a los 70 dias

en condiciones de vivero.
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La figura 55 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra la actividad antioxidante
enzimatica de la CAT en hojas y raices para sacha inchi. En las hojas de las plantas de
todos los tratamientos con HMA, el contenido de CAT fue mayor que en el de los
tratamientos controles TO y T7 siendo estas estadisticamente iguales. Mientras que en las
raices de sacha inchi todos los tratamientos inoculados con HMA fueron iguales que el
control positivo (solo F. verticillioides) pero presentaron mayor aumento de CAT que el
control negativo (sin HMA). Esto indica que hubo mas dafio en la membrana celular en las
plantas con HMA solo, HMA més F. verticillioides y F. verticillioides solo, que en las plantas
sin HMA (TO).

En estos resultados encontramos que los tratamientos inoculados con Rhizoglomus
dunense y Paraglomus laccatum aumenté la actividad enzimatica (CAT) en las hojas
respecto al control (F. verticillioides no micorrizado) y el control (sin HMA), todo lo contrario,
sucedié con el contenido de CAT en raices que fue en menor cantidad que las hojas, pero
las plantas infestadas solo con F. verticillioides no presentd diferencias significativas con
las plantas inoculadas con HMA, mostrando que la infestacién de F. verticillioides aumenta
la actividad de CAT. La inoculacion de los dos microrganismos desencadend un mayor
contenido de la CAT, para este aumento ha influenciado los factores estresantes biéticos
(principalmente patdgeno) y abioticos (principalmente temperatura) en el proceso del

experimento.

La CAT son enzimas fitosanitarias que limpian las sustancias toxicas de las células (como
fenoles, formaldehido, etc.), y podrian aliviar o evitar las intoxicaciones de las plantas
(Villani et al., 2021; Khan et al., 2022).

Resultados similares presenta Spagnoletti et al. (2021), quienes revelan que las plantas de
trigo inoculado con Rhizophagus intraradices en comparacion con las plantas infestadas
solo con F. pseudograminearum y el control sin HMA exhibié mayor contenido de CAT para
hojas seguido por raices. Liu et al. (2018), informan que los tratamientos con HMA alteraron
significativamente la actividad de CAT en las hojas de Astragalus adsurgens, en
comparacion con el tratamiento no micorrizado (NM). Las plantas inoculadas con G.
versiforme + F. mosseae tuvieron la actividad de CAT mas alta, siendo de 0,2 a 3 veces
mayor que otros tratamientos. Gao et al. (2018), descubren que la colonizacion de HMA
aumenta la actividad de POD y CAT en hojas de alfafa en comparaciéon con las plantas

controles para aliviar el estrés causado por M. tabacinum.

Bagy et al. (2019), revelaron que las inoculaciones duales de agentes bioinoculadores E.

nigrum y HMA infestado con Pectobacterium carotovora en hojas de plantas de papa
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mejoraron las actividades de superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX) y glutatién peroxidasa (GPX) en comparacion con otros tratamientos.
Asi mismo estos resultados son consistentes con los observados en plantas en soja
infectada por Macrophomina phaseolina quienes encontraron una actividad mas
balanceada para hojas y raices en el contenido de la actividad enzimética CAT (Spagnoletti
et al., 2016; Wang et al. 2018).

Ahammed et al. (2020), obtuvieron que la infestacién de F. oxysporum en pepino la
actividad de CAT en hojas se elev6 significativamente en un 270,9 %. Villani et al. (2021),
mencionan que la infestacién sola de Verticilium dahliae en comparacion con la
inoculacién de Glomus viscosum se incrementd el contenido de CAT en hojas para las
plantas de alcachofa, es decir los HMA mejoraron los sistemas de defensa de las plantas.
Wu et al. (2021), informan que con la infestacién de Rhizoctonia solani se incrementé la

actividad de la enzima CAT en raices de sandia.

e) Malondialdehido (MDA) en hojas

La tabla 34 y la figura 56 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para malondialdehido en hojas de plantas de sacha inchi evaluados a 70

dias en condiciones de vivero.
Tabla 34

Andlisis de varianza para malondialdehido en hojas de P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 179,80 59,90 3,52 0,0302 *
In6culo Fusarium 1 693,60 693,60 40,78 < 0,0001 ***
Especie HMA: 3 452,40 150,80 8,86 0,0004 ***
In6éculo Fusarium
Error 24 408,10 17
Total 31 1 733,90

*

* = significativo * = muy altamente significativo

C.V=9,36 % R?= 89%

El ANOVA (Tabla 34) para el MDA en hojas de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias significativas para el factor HMA y muy

altamente significativas para el factor In6culo Fusarium y para la interaccion de ambos.



135

Aceptandose que el MDA en hojas depende de las especies de los HMA, entre otras
condiciones. Se obtuvo un C.V de 9,36% y un R? de 89%.

f) Malondialdehido (MDA) en raices

La tabla 35 y la figura 56 muestran el ANOVA y la prueba de Tukey (p<0,05)
respectivamente, para malondialdehido en raices de plantas de sacha inchi evaluados a

70 dias en condiciones de vivero.
Tabla 35

Andlisis de varianza para malondialdehido en raices de P. volubilis L., evaluados a los 70

dias en condiciones de vivero.

F.V GL SC CM F p-valor
Especie HMA 3 47,91 15,97 13,23 < 0,0001 ***
In6culo Fusarium 1 175,72 175,72 145,55 < 0,0001 ***
Especie HMA: 3 113,18 37,73 31,25 < 0,0001 ***
In6éculo Fusarium
Error 72 28,98 1,21
Total 79 365,79

NS = no significativo ***= muy altamente significativo

C.V=8,12% R?=92%

El ANOVA (Tabla 35) para el MDA en raices de plantas de sacha inchi evaluados en los
ocho tratamientos, indica que existen diferencias muy altamente significativas para el factor
HMA, factor In6culo Fusarium y para la interaccion de ambos. Aceptandose que el MDA
en raices depende de las especies de los HMA, de F. verticillioides, de la interaccion de

ambos, entre otras condiciones. Se obtuvo un C.V de 8,12% y un R? de 92%.
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Paraglomus laccatum + Fusarium verticillioides; Rd + Pl + Fv: Rhizoglomus dunense + Paraglomus

laccatum + Fusarium verticillioides; Fv: Fusarium verticillioides.

Figura 56.

Prueba de Tukey (p<0,05) para el MDA en hojas y raices de P. volubilis L. evaluados a los 70 dias
en condiciones de vivero.

La figura 56 mediante la prueba de Tukey (p<0,05) muestra el marcador de dafio oxidativo
(MDA) en hojas y raices para sacha inchi. En las hojas de las plantas de todos los
tratamientos con HMA, el contenido de MDA fue mayor e iguales que TO, pero menor que
el tratamiento F. verticillioides no micorrizado (T7). Mientras que para las raices de sacha
inchi todos los tratamientos inoculados con HMA presentaron iguales resultados que para
las hojas. Esto indica que hubo mas dafo en la membrana celular en las plantas con F.
verticillioides solo, que en las plantas con HMA, HMA mas F. verticillioides y sin HMA.

Los resultados encontrados para el MDA muestran que la micorrizacion disminuy6 el dafio
oxidativo en presencia de F. verticillioides. Los niveles de disminucion significativa en el
contenido de MDA en la biomasa aérea y radicular en plantas co-inoculadas indica que
Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum establece una asociacion eficiente con las
plantas de sacha inchi, que logra disminuir el dafio oxidativo producido por las ROS vy
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reducir el progreso de la peroxidacion lipidica causado por la infeccion de F. verticillioides.
Esto sugiere que las ROS se detoxifica mas rdpidamente en plantas inoculadas con HMA
(Spagnoletti et al., 2021). Porque un mayor dafio causado por los microbios patégenos en
el crecimiento de las plantas puede estimular una mayor reaccion de defensa de la planta
colonizada por HMA a través de la produccion de mas compuestos defensivos (Qin et al.
2021). Sin embargo, no debe descartarse que el mayor nivel de tolerancia observado en
las plantas co-inoculadas también podria deberse a un aumento en la absorcién de
nutrientes, una competencia por los fotosintatos y el espacio entre los HMA y el patdégeno,
y/o cambios anatomicos en el sistema de raices (Spagnoletti et al., 2021). Los valores mas
bajos de contenido de MDA muestran menor dafio en la membrana celular o mayor

resistencia a enfermedades (Kaur et al., 2022)

En el proceso de interaccion de la planta con los patégenos, se transmiten una serie de
sefales a través de las moléculas de sefial de la planta, como las especies reactivas de
oxigeno (ROS) que juegan un papel importante en la regulacién de las redes de
sefalizacion de defensa y la estimulacion de los sistemas de defensa de las plantas, lo
gue permite que las plantas desarrollen respuestas resistentes a las enfermedades (Guidi
y Tattini, 2021; Qamer et al., 2021; Kaur et al., 2022; Fujita y Hasanuzzaman, 2022)

Ahammed et al. (2020), mencionan que la actividad de MDA en hojas de plantas de pepino
se elevo significativamente con la infestacion del patdégeno respecto a las plantas con HMA.
Para las plantas de trigo inoculadas con HMA el contenido de MDA tuvo mejores
incrementos en hojas frente a la infeccion de F. pseudograminearum (Spagnoletti et al.,
2021). Villani et al. (2021), establecen que las plantas micorrizadas en alcachofa
inoculadas o no con el patégeno mostraron un nivel de peroxidacion lipidica disminuido en
comparacion con las plantas inoculadas con V. dahliae y control sin HMA, respectivamente.
Gao et al. (2018), muestran que la colonizacién de HMA en plantas alfalfa infestados con
Microdochium tabacinum disminuye el contenido de MDA en hojas. Wu et al. (2021),
muestran un incremento del contenido de MDA en raices para el tratamiento infestado solo
con R. solani en plantas de sandia. Elgharably y Nafady (2021), destacan que las plantas
de trigo infestadas con Penicillium funiculosum y Fusarium oxysporum en suelos salinos

aumento el contenido de MDH en hojas respecto a las plantas con HMA.
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CONCLUSIONES

En las plantas de sacha inchi colonizadas con los HMA (Rhizoglomus dunense y
Paraglomus laccatum) en condiciones de vivero sobresalieron las plantas inoculadas con
R. dunensey la combinacion de R. dunense mas P. laccatum, mostrando el mejor potencial
para el efecto biofertilizante y bioprotector, sin embargo, para el efecto bioprotector la
inoculaciéon solitaria de Paraglomus laccatum mostrd el menor resultado respecto a los
parametros vegetativos de la planta (biomasa aérea, altura de planta, nimero de hojas,
contenido de clorofila, peso seco y fresco de la raiz) con un mayor incremento de
porcentaje de hojas cloroticas. Todos los tratamientos inoculados con HMA presentaron
concentraciones de nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K) significativamente mas altas en

la biomasa aérea de las plantas respecto a los tratamientos no micorrizados.

La inoculacién con Rhizoglomus dunense y la combinacién R. dunense con Paraglomus
laccatum presentaron el mayor porcentaje de colonizacion junto a una alta actividad
metabdlica de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) sin inoculacién y con inoculacién
de F. verticillioides traduciéndose sobre una reduccion de la densidad de la poblacion de
F. verticillioides. Todo lo contrario, sucedi6 con la inoculacion sola de Paraglomus laccatum
que presentdé el menor porcentaje de colonizacion y una baja actividad de SDH sin
inoculacion y con inoculacion de F. verticillioides traduciéndose sobre una alta densidad

poblacional de F. verticillioides.

El estudio demostro el efecto bioprotector de la inoculacién sola de Rhizoglomus dunense
y en combinacion con Paraglomus laccatum debido a que redujo completamente la
incidencia y la severidad de la enfermedad, sin mostrar efectos patogénicos. Caso
contrario ocurrié con Paraglomus laccatum, quien no redujo la incidencia y severidad de F.

verticillioides completamente.

Las plantas inoculadas con HMA e infestados con F. verticillioides exhibieron aumentos
significativos en las actividades de defensa antioxidante enzimética (CAT) y no enzimética
(GHS) respecto a las plantas control, y una disminucion en los niveles de marcadores de

dafo oxidativo (MDA) en comparacién con el control (F. verticillioides no micorrizado).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la inoculacion de Rhizoglomus dunense y la combinacion de esta
misma mas Paraglomus laccatum en plantones de sacha inchiy llevarlos a campo definitivo
para la evaluacién hasta la fase reproductiva, teniendo en cuenta un debido manejo
agronomico para su buena produccion, ya que fueron los tratamientos que mejores
resultados mostraron para el efecto biofertilizante y bioprotector durante la fase vegetativa

en condiciones de vivero.

Realizar experimentos con la inoculaciéon de Paraglomus laccatum en asociacion con
bacterias promotoras de crecimiento vegetal y otros hongos antagonistas frente Fusarium
spp. en plantas de sacha inchi hasta la fase vegetativa en condiciones de vivero. Debido a
que fue la especie que menor resultado mostré para el efecto bioprotector durante la fase

vegetativa en vivero.

Realizar ensayos con otras especies de HMA o consorcios nativos frente a Fusarium
verticillioides en otro ecotipo o especie de sacha inchi hasta la fase vegetativa en

condiciones de vivero.

Realizar ensayos con la inoculacién de Rhizoglomus dunense y Paraglomus laccatum con
otros tipos de patdgenos del cultivo de sacha inchi hasta la fase vegetativa en plantas de

sacha inchi en condiciones de vivero.
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ANEXOS

Anexo 1. Ensayos antioxidantes no enzimaticos para MDA y GSH.

Figura 57.

Evaluacion de la actividad antioxidante no enzimético (GSH) y marcador de dafio oxidativo (MDA).
A-B: Corte y pesado de raiz y hoja. C. Trituracion de muestras con nitr6geno liquido. D.
Centrifugacién de las muestras con sus reactivos respectivos tanto para MDH y CAT. E-F:
Extraccion del sobrenadante para hoja y raiz. G. Curva de calibracion solo para GSH. H-I1. Toma de

muestra y medicion mediante espectrofotometria en un nanodrop.
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Anexo 2. Ensayo del antioxidante enzimatico CAT.

Figura 58.
Evaluacion de la actividad antioxidante enzimatico (CAT). A. Aplicacién de buffer de extraccion a
las muestras trituradas. B. Tomar el sobrenadante C. Preparacién de mezcla de reaccion con buffer

y sobrenadante. D. Medicion de la enzima por espectrofotometria.

Anexo 3. Viabilidad o actividad de las estructuras fungicas del HMA.

Control HMA HMA + Fusarium Fusarium

Figura 59.
Evaluacion de la actividad SDH para HMA. A. Raiz sin actividad de SDH. B. Raiz con alta actividad
de SDH. C. Raiz con baja y alta actividad de SDH. D. Raiz sin actividad de SDH.
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Anexo 4. Comparacion de los tratamientos infestados con F. verticillioides en medio de

cultivo SFA para el evaluar la densidad poblacional de F. verticillioides.

Figura 60.

UFC de F. verticillioides en tejidos de raices de plantas infectadas en medio selectivo. A. Baja
densidad de UFC de F. verticillioides. B. Moderadamente baja densidad de UFC de F.
verticillioides. C. Baja densidad de UFC de F. verticillioides. D. Alta densidad de UFC de F.

verticillioides.



Figura 61.

Comparacion de altura de las plantas de sacha inchi evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.
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Figura 62.

Comparacion de la biomasa fresca de la raiz de sacha inchi evaluados a los 70 dias en condiciones de vivero.
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