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HONGOS MICORRIZICOS ERICOIDES Y SUS EFECTOS EN PLANTAS DE
ARANDANO AZUL (Vaccinium corymbosum L.) CV BILOXI MICROPROPAGADAS

Jorge Humberto Le6n Osorio, M. en C.
Colegio de Postgraduados

RESUMEN

Se realizo la busqueda de hongos micorrizicos ericoides mediante aislamientos a partir de
raices de Vaccinium confertum HKB, de los aislamientos se identifico por métodos moleculares a
Leptodontidium orchidicola, el cual se inoculd en el proceso de enraizamiento de microestacas
de ardndano azul Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi. Se desarrollé un protocolo para la
obtencion masiva de plantas de alta calidad fitosanitaria, por cultivo in vitro. La aplicacion de
2iP ejercio un efecto favorable sobre la regeneraciéon de brotes a partir de yemas axilares, asi
como el efecto de AIB en el proceso de enraizamiento de microestacas. A partir del aislamiento
de hongos, se observo que L. orchidicola desarrollé un complejo de hifas dentro de las células
de la epidermis de raices de arandano azul, similar a los enrollamientos hifales tipicos de la
micorriza ericoide. La inoculacion de este hongo también promovié el crecimiento radical y
vegetativo; asi como, la acumulacién de mayor cantidad de biomasa en esta planta. Este es el
primer reporte de L. corchidicola como enddfito en raices de V. confertum, y de su asociacion
con V. corymbosum. La inoculacién de L. orchidicola podria utilizarse como herramienta
biotecnolégica importante para el enraizamiento plantas de ardndano azul con alta calidad
fitosanitaria, obtenidas por técnicas de cultivo in vitro utilizando el protocolo generado en esta
investigacion.
Palabras clave: Cultivo in vitro, Vaccinium, enraizamiento, hongos, Leptodontidium,

Cenoccocum, micorriza ericoide, enrollamientos hifales.



ERICOID MYCORRHIZAL FUNGI AND EFFECTS ON MICROPROPAGATED

BLUEBERRY (Vaccinium corymbosum L.) PLANTLETS, CV BILOXI

Jorge Humberto Ledn Osorio, M. en C.
Colegio de Postgraduados

ABSTRACT

This research isolated potential ericoid mycorrhizal fungi from roots of Vaccinium confertum
HKB, and Leptodontidium orchidicola was identified by means of molecular techniques and
then, inoculated during the rooting of microcuttings of blueberry plants (Vaccinium corymbosum
L. cv. Biloxi). First, an in vitro protocol was developed for the massive propagation of plantlets
with high health quality. The application of 2iP had significant effects on shoot regeneration
from axillary buds; the IBA also favored the rooting of microcuttings. Regarding fungi isolation,
L. orchidicola developed hyphal complexes in epidermal cells resembling the typical hyphal
coils of the ericoid mycorrhiza. The inoculation of this fungus resulted in improved vegetative
and root growth, and plant biomass. Results provide the first report of L. corchidicola as an
endophyte in roots of V. confertum, and as potential symbiont for V. corymbosum. The
inoculation of L. orchidicola may be utilized as a biotecnhological tool for improving the rooting

of blueberry plants obtained from the in vitro culture protocol developed in this research.

Keywords: in vitro culture, Vaccinium, seed germination, rooting, fungi, Leptodontidium,

Cenoccocum, ericoid mycorrhiza, hyphal coils.
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INTRODUCCION

Los arandanos azules son considerados como una “super fruta”, por sus beneficios
nutricionales, como lo es su alto contenido de antioxidantes (Routray et al. 2011). EI mercadeo
utilizando este mensaje ha sido clave para que la demanda de arandanos frescos, congelados, o
deshidratados, haya crecido de forma importante, considerando que en Estados Unidos de
América existe demanda de arandanos frescos durante todo el afio, no importandoles a los
consumidores si es invierno o es verano, situacion por la cual la estacionalidad en su produccion,
pasa a ser un tema secundario (Campos, 2012). Lo anterior explica por qué es tan importante
abastecer el mercado durante todo el afio, ya que con un suministro continuo, la demanda se

mantiene activa (Bascopé, 2011).

En el afio 2000, el North American Blueberry Council (NABC) emitié un mandato federal
para la promocién y el mercadeo del arandano, en el que el NABC establecié un aporte
monetario por parte de los productores para ser administrado por el U.S. Highbush Council
(USDA, 2000). Estos fondos fueron invertidos en estudios de investigacion médica sobre los
beneficios para la salud asociados al consumo de ardndanos, especificamente sobre las
propiedades antioxidantes (USDA, 2002). Los resultados de estas investigaciones han sido muy
exitosos, y las cifras asi lo revelan con un aumento en el consumo per cépita de ardndanos de 117

g, en el afio 2000 a 565 g, en 2011 s6lo en E.U.A. (Villata, 2014).

Como resultado de las investigaciones realizadas por sugerencia del NABC, se encontrd que
el arandano es una fuente rica en antioxidantes tales como compuestos fenolicos, flavonoides y

antocianinas (Wu et al. 2004; Prior et al. 2001). Estas sustancias tienen efectos antiinflamatorios



y antioxidantes que estan implicados en la mejora de la condicién cardiovascular y tienen
propiedades anticancerigenas y antienvejecimiento, debido a la estabilizacion de la membrana
celular (Bunea et al. 2011; Liu et al. 2015; McAnulty et al. 2014). Las antocianinas tienen la
capacidad de absorber los radicales libres (Skarede et al. 2000) y pueden prevenir diferentes
tipos de cancer (Li-Shu et al. 2008), tal es el caso de la delfinidina, antocianina contenida en
frutos de ardndano azul, la cual es un potente compuesto preventivo del cancer de prostata

(Hyeonseok et al. 2015).

Dada la limitada disponibilidad de mano de obra y regulaciones restrictivas, la industria de
ardndanos en Estados Unidos se enfrenta a una situacién donde la tendencia hacia la cosecha
mecanizada va en aumento, cosa que limita el uso de la fruta sélo para el mercado de procesados
(SDR Jalisco, 2011). Ademas, la seguridad alimentaria y trazabilidad asociadas al consumo de
fruta fresca, seguirdn siendo un &rea prioritaria para la industria de arandanos. La inversion en
plantaciones de variedades tempranas y tardias y el uso de tecnologias como la produccién bajo
taneles, pueden ofrecer a los productores en México la oportunidad de mejorar la rentabilidad del
negocio apuntando a la ventana de precios para fruta fresca entre noviembre y marzo (SDR

Colima, 2010).

Debido a lo anterior, empresas nacionales y extranjeras procedentes principalmente de Chile
y E.U.A., han decidido invertir en México para impulsar la produccion de arandanos para
consumo en fresco, por su parte los gobiernos regionales, como el caso del estado de Jalisco, en
coordinacion con la Fundacion Produce Jalisco, pretenden establecer en las regiones sur y sureste

del estado en un plazo de cinco afios, una superficie de 4,000 hectareas de arandano,



involucrando a 800 productores aproximadamente (Bascopé, 2011). Desde febrero de 2010 se
encuentra en operaciones un vivero en Jalisco que empez6 produciendo 300 mil plantas de
ardndano cv. Biloxi en dos naves, y ha crecido para el 2014 a 1 millén de plantas. Sin embargo,
el vivero ampliara sus instalaciones para producir hasta tres millones de plantas por afio; aunado
a esto existen alianzas con empresas especializadas para el empaque y la comercializacion del

producto para garantizar el mercado de exportacion de ardndanos frescos (SDR, Jalisco, 2014).

Vaccinium es un género con 450 especies aproximadamente, las cuales se encuentran
distribuidas en el hemisferio norte, Mesoamérica, el Este de India, Sudamérica, Este de Africay
Madagascar, Malasia y el Pacifico (Wilbur y Luteyn 2008), en donde se han descrito 27 especies
pertenecientes a ese género y que son endémicas en una region que va desde México hasta
Panam@, entre las que se encuentra V. confertum HBK, sobre la cual no existen estudios de

diversidad de hongos que se asocien a sus raices.

Los hongos micorrizicos ericoides (HMETr) son simbiontes en raices de plantas de la familia
Ericaceae, entre las que se encuentra el género Vaccinium (Gibson y Mitchell 2004). Esta
asociacion ha permitido a estas plantas adaptarse a diferentes habitats, desde los suelos con altos
contenidos de materia organica del hemisferio norte, hasta los suelos arenosos del hemisferio sur
(Mitchell y Gibson, 2006). La asociacién de las plantas ericAceas con HMEr mejora la eficiencia
en la asimilacion de Ny P por la planta (Vohnik et al. 2005). Por ejemplo, de HMEr en plantas
de rododendron en condiciones in vitro aumentd el crecimiento vegeta (Jansa y Vosatka, 2000).
De manera similar diferentes HMEr promovieron el crecimiento radical y vegetativo de V.

corymbosum in vitro (Eccher y Nog, 2002).



JUSTIFICACION

La importancia de realizar este trabajo de investigacion radica en tres razones importantes.

1. No existen investigaciones que aborden la diversidad de HMEr en ardndanos silvestres en
México, por lo que el aislamiento de hongos que provengan de raices de Vaccinun
confertum HKB, recolectado en Tenejapa Chiapas, aportard informacion relevante, sobre
la diversidad de hongos simbiontes en esta planta.

2. Dado el incremento continuo en la superficie plantada en México de arandano azul para
exportacion en fresco, existe una creciente demanda por plantas de la méas alta calidad
genética y fitosanitaria, por lo que el protocolo de propagacion in vitro de Vaccinium
corymbosum L. cv. Biloxi a desarrollar, aportara informacion fundamental en esta area
del conocimiento.

3. Las investigaciones sobre hongos aislados de Ericaceas silvestres de México, e
inoculados en arandanos cultivados, son nulas, por lo que esta investigacién aportara
informacion de importancia biotecnoldgica, la cual podria mejorar la fase de produccion

masiva de plantas producidas in vitro.



OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo general
e Analizar los efectos de la inoculacion de hongos micorrizicos ericoides en plantas de

arandano azul (Vaccinium corymbosum L.) obtenidas por técnicas de cultivo in vitro.

Objetivos especificos

e Aislar hongos micorrizicos ericoides presentes en raices de arandano silvestre Vaccinium

confertum HBK.

e Desarrollar un protocolo para obtener plantulas de ardndano cv Biloxi mediante técnicas

de cultivo in vitro.

e Evaluar el efecto de la inoculacién de hongos micorrizicos ericoides en la fase de

enraizamiento de plantulas de ardndano Vaccinium corymbosum L.

Hipdtesis general
e Los hongos micorrizicos ericoides aislados de Vaccinium confertum HKB favoreceran el

crecimiento radicular y vegetativo de plantulas micropropagadas de ardndano azul V.

corymbosum, cv. Biloxi.

Hipdtesis particulares
e Seaislaran hongos micorrizicos ericoides de raices V. confertum. HBK.
e Se desarrollara un protocolo para la propagacion in vitro de arandano azul.
e La inoculacion de hongos micorrizicos ericoides en plantulas de arandano V.

corymbosum L. micropropagadas favorecera el crecimiento radicular y vegetativo.



REVISON DE LITERATURA
Importancia de la Familia Ericaceae

Las plantas de la familia Ericaceae se encuentran ampliamente distribuidas en el Avrtico,
regiones templadas y tropicales; ademas, este grupo domina los brezales que son suelos pobres
en nutrientes en los hemisferios norte y sur (Read, 1996). Hasta la década de 1990, las relaciones
entre las plantas que comprenden el orden Ericales eran abordadas mediante enfoques evolutivos
tradicionales que implicaban en gran medida, el uso de caracteres morfoldgicos (Cronquist,
1981). En ese sentido, Ericaceae, Epacridaceae y Empetraceae fueron reconocidas como familias
distintas, tiempo después con la aplicacion combinada de metodologias morfolédgicas y
moleculares, el uso de secuencias de ADN nuclear y del cloroplasto, han permitido una profunda
re-evaluacion de las relaciones que guardan las plantas que pertenecen al orden Ericales (Kron et
al. 2002). En este analisis, las plantas que tradicionalmente fueron vistas como miembros de
Epacridaceae y Empetraceae, pierden su categoria de Familia y se colocan en las tribus
Styphelioideae y Ericoideae respectivamente, dentro de la familia Ericaceae. Una caracteristica
estructural adicional de las principales tribus de la familia Ericaceae es que se han especializado
Unicamente en sus raices distales en las que las células epidérmicas son invadidas por hongos

(principalmente ascomicetos), formando la tipica micorriza ericoide (Mitchell y Gibson, 2006).

En el reordenamiento de las plantas que pertenecen a la familia Ericaceae, basandose en
caracteristicas morfologicas, anatomicas y moleculares, Kron et al. (2002) dividen a la Familia
Ericaceae en las siguientes tribus: Arbutoideae, Ericoideae, Cassiopoideae, Vaccinioideae,

Styphelioideae, Monotropoideae y Enkianthoideae.



Descripcion de Arandano azul

El ardndano azul (Vaccinium corymbosum L.) es un arbusto nativo de Norte América, mide
entre 1.80 y 3.5 metros de altura y crece erecto, cuyo arbusto crece en forma de corona; sus
ramas son de color amarillo-verde y rojizas en invierno, las hojas son caducas, alternas, simples,
elipticas u ovales de 2.5 a 5 cm de largo, con una ligera pubescencia por encima de la cera, en las
venas y en el envés (USDA, 2002). Las flores son blancas tefiidas de color rosa con cinco pétalos
en forma de urna, y se producen en grupos de ocho a diez, la fructificacion se produce 62 dias
después de la floracién, los frutos son bayas de color azul-negro con muchas semillas (Fall creek,
2016). Vaccinium es un género con 450 especies aproximadamente, las cuales se encuentran
distribuidas en el Hemisferio Norte, Mesoameérica, el Este de India, Sudamérica, Este de Africay
Madagascar, Malasia y el Pacifico; en ese sentido, Wilbur y Luteyn (2008) describieron 27
especies pertenecientes a ese género y que son endémicas en una region que va desde México

hasta Panama.

Los arandanos tienen un alto valor nutricional y propiedades antioxidantes, cualidades que se
reflejan en una creciente demanda para consumo en fresco y para la industria farmacéutica
(Bunea et al. 2011). Estas frutas son una fuente rica de antioxidantes tales como fenoles,
flavonoides y antocianinas, sustancias que tienen efectos antiinflamatorios y antioxidantes que
estdn implicados en la mejora de la condicién cardiovascular y tienen propiedades
antienvejecimiento, debido a la estabilizacion de la membrana celular (McAnulty et al. 2014).
Por ejemplo, la delfinidina contenida en frutos de ardndano es un potente compuesto preventivo
del cancer de prostata (Hyeonseok et al. 2015). Las antocianinas tienen la capacidad de absorber
radicales libres (Skarede et al. 2000), y pueden prevenir diferentes tipos de cancer (Li-Shu et al.

2008).



México cuenta con una gran diversidad de especies de plantas, de las cuales para muchas, la
Unica caracteristica estudiada es su descripcion boténica para ubicarla dentro de algun taxén, en
esa circunstancia se encuentran diferentes especies de arandanos (UNAM, 2015) que habitan de
forma silvestre en nuestro pais. Las especies citadas en el cuadro 1, han sido colectadas en
regiones con altitudes superiores a 1800 msnm, y todas ellas corresponden a sierras, donde la

vegetacion es bosque de pino-encino, los cuales son el habitat natural de éste género de plantas.

Cuadro 1. Arandanos silvestres (Vaccinium sp.) presentes en México colectados en México
y guardados en las colecciones bioldgicas del herbario nacional a cargo del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, 2015).

Especie Estado Municipio Localidad msnm
V. confertum Chiapas Tenejapa Tenejapa 2060
V. confertum Guatemala Huehuetenango Santa Eulalia 2397
V. confertum Oaxaca Ixtlan Cerro del humo chico 3240
V. confertum Tamaulipas  Miquihuana La pefa 1892
V. confertum Hidalgo IXxmiquilpan Lagunita 2540
V. consanguineum  Oaxaca San Felipe Santa Cruz 2850
V. cordatum Veracruz Xico Las cruces 2600
V. costaricence Oaxaca San Juan Q. Santa Maria T 1120
V. geminiflorum México - -

V. kunthianum Tamaulipas  Hidalgo Puerto Purificacion 400
V. leucanthum Oaxaca Totontepec Tamazulapan 2029
V. lundellianun Chiapas Motozintla Niquivil 2786
V. matudae Chiapas Siltepec Barranca Honda 1280
V. minarum Chiapas Villaflores Cerro Tres Picos 2250
V. stramineum San Luis P.  Guadalcazar Mina de Plata 2050
V. wilburri Guerrero Puerto de Gallo Toro Muerto 2530
V. chihuahuense Chihuahua Mojarachic Mojarachic 2180

La realidad de los arandanos en México

La industria mexicana del arandano es relativamente nueva y se esta convirtiendo en un actor

importante de la produccion mundial ya que estd experimentando un gran impulso dado

principalmente por las ventajas comparativas competitivas que ofrece para la produccion de este

cultivo (Bascope, 2011), entre las que se mencionan:



v Costo de mano de obra relativamente bajo comparado con otros paises productores.
v" Cercania con los mercados de exportacidn, principalmente E.U.A.

v Condiciones de suelo y clima éptimas para el cultivo.

v' Epoca de produccion en los meses de precios altos (noviembre a marzo).

v" Disponibilidad de agua de buena calidad.

Con las ventajas competitivas que ofrece el cultivo de ardndanos, expuestas anteriormente,
empresas locales y extranjeras principalmente de Chile y E.U.A. han decidido invertir en México
para impulsar el desarrollo de esta industria (SDR, Jalisco 2011). Por su parte, los gobiernos
regionales, como el caso del estado de Jalisco, en coordinacion con la Fundacion Produce
Jalisco, pretenden establecer en las regiones sur y sureste del estado en un plazo de cinco afios,
una superficie de 4,000 hectareas de arandano, involucrando a 800 productores

aproximadamente (SDR Jalisco, 2011).

Con la intencién de coadyuvar al desarrollo de la industria de ardndanos, en el estado de
Jalisco se encuentra en operaciones desde febrero de 2010, un vivero que cuenta con 300 mil
plantas en dos naves; sin embargo, el vivero ampliara sus instalaciones para producir hasta tres
millones de plantas por afio, aunado a esto existen alianzas con empresas especializadas para el

empaque y la comercializacion de la fruta fresca (Bascope, 2014).

Crecimiento de la superficie cultivada en México
Debido al incremento del consumo per capita de arandanos frescos a nivel mundial, ha

propiciado que paises como Mexico se sumen a producir ardndanos para satisfacer esa demanda



(SIAP, 2015), este crecimiento ha sido importante en los Gltimos afios y se refleja en la superficie

cultivada asi como la produccién por estados como se observa en el cuadro 2.

Cuadro 2. Crecimiento de la produccion de Arandanos (Vaccinium corymbosum L.) en
México.

N Superficie Produccion Rendimiento Precio
AR Hectareas toneladas Tonelada/hectarea Tonelada
2014 1,843 18, 031 10 51, 966
2013 1,517 10,160 7.88 45,887
2012 1,153 7,190 8.13 44,356
2011 783 6,704 10.54 23,296
2010 402 1,059 9.99 19,568
2009 196 1,595 8.4 6,737
2005 60 260 4.33 20,000
2000 60 285 4.75 6,105

Rentabilidad del cultivo en México

Comparado con cultivos tradicionales como maiz y cafia de azlcar, la rentabilidad que
provee el cultivo de arandanos de exportacion para su consumo en fresco se encuentra por
encima de éstos (SDR Colima, 2010). Con datos obtenidos de una empresa productora de
arandanos en el estado de Jalisco, se puede apreciar que este cultivo ofrece una alta rentabilidad
con una utilidad de 59,000 dolares anuales por hectarea a partir del tercer afio de produccion
(Bascope, 2011). Dado que la superficie cultivada en México ha aumentado de forma importante
en los ultimos 15 afios (SIAP, 2015), los estados que mas destacan en su participacion en ese
aumento son Jalisco y Michoacan respectivamente, asi como Puebla, Colima, Sinaloa y Baja

California que también suman a esa superficie como se muestra en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Superficie plantada de arandanos por estado en el 2014 de acuerdo al Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP).

Estado Superficie
Jalisco 835
Michoacan 150
Puebla 113
Baja California 193
Colima 406
México 15
Sinaloa 97
Sonora 34

Crecimiento de la produccion y la demanda a nivel Mundial

Estados Unidos de América es el mayor productor mundial de ardndanos con una produccién
de 230 millones de kilos en 2011, entre variedades arbustivas (highbush) y silvestres (lowbush),
con un valor comercial de $860 millones de ddlares, siendo el segundo berry en importancia
econOmica de ese pais (OCPM, 2011). Este crecimiento en E.U.A. se ha sido impulsado por un
mayor interés de los consumidores en seguir una alimentacion sana, en gran parte gracias a los
esfuerzos de la industria, la cual realizd una gran campafia de sensibilizacion en los
consumidores sobre los beneficios para la salud, derivados del consumo de arandanos (Bains,
2013). Asi, la demanda por arandano fresco ha crecido rdpidamente en la ultima década gracias a
la expansion de la produccion destinada al mercado fresco y al rapido aumento de sus
importaciones (Bains, 2014). Si bien en la década de los 90 y a comienzos del afio 2000 los
consumidores prefirieron los ardndanos congelados, desde el afio 2002 esta tendencia cambio a

una preferencia por el producto fresco, superando al consumo de congelados (Villata, 2014).
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Desde entonces la demanda por fruta fresca ha seguido en aumento, alcanzando un consumo per
capita record de 0.565 kg en el afio 2011. Por su parte, el consumo per cépita de arandano
congelado aumentd de 0.1 kg anuales en la década de los 80 a 0.256 Kg anuales en el afio 2010

(Villata, 2014).

En el afio 2000, el North American Blueberry Council (NABC) emitié un mandato federal
para la promocién y marketing del arandano. El programa establecié un aporte monetario por
parte de los productores para ser administrado por el U.S Highbush Council (USHBC) (USDA,
2000). Estos fondos fueron invertidos en estudios de investigacion médica sobre los beneficios
para la salud asociados con el consumo de ardndanos, especificamente sobre las propiedades
antioxidantes y al mismo tiempo en marketing y promociéon (USDA, 2002). Los resultados han
sido exitosos, obteniendo un aumento en el consumo per capita de arandanos de 0.117 kg en el

afio 2000 a 0.565 kg por persona en 2011 (Bains, 2013).

Como resultado de la limitada disponibilidad de mano de obra y regulaciones restrictivas, la
industria del arandano de Estados Unidos se enfrenta a una situacion donde la tendencia hacia la
cosecha mecanizada va en aumento, esta situacion limita de forma sustancial el uso de la fruta
solo para el mercado de procesados (Brazelton, 2013). En ese sentido, la inversion en
plantaciones de variedades tempranas y tardias y el uso de tecnologias como la produccion bajo
tneles, puede ofrecer a los productores la oportunidad de mejorar la rentabilidad del negocio
para exportar fruta fresca que satisfaga la demanda entre noviembre y marzo en ese pais

(Brazelton, 2013).

12



CULTIVO IN VITRO

El cultivo de tejidos puede ser definido ampliamente como un conjunto heterogéneo de
técnicas que presentan en comun el hecho de que un explante que consiste en separar del vegetal
pudiendo ser protoplastos, células desprovistas de pared celular, tejidos u 6rganos como raices,
hojas, yemas vegetativas, yemas florales entre otras y cultivarlas asépticamente en condiciones

ambientales controladas (Mroginski et al. 2008).

Etapa 0. Cuidados de la Planta Madre

Esta etapa consiste en los cuidados con los que se atiende a la planta madre, para que sea
donadora de explantes jovenes, no endurecidos, con la menor carga de agentes estresantes que
puedan oxidarlos, esto con el objetivo de obtener fragmentos vegetales lo méas asépticos posibles
con las condiciones fisioldgicas y éptimas para el cultivo in vitro, asi como con la calidad
fitosanitaria adecuada (Hartman y Kester 1995). Si existe la posibilidad, es preferible que los
explantes provengan de plantas donantes que crecen en condiciones de invernadero, con ello se

reduce sustancialmente la tasa de contaminacion (Pérez, 1998).

Etapa 1. Establecimiento

Durante la etapa de establecimiento, el explante pasa por una etapa de desinfeccion con
productos quimicos que sean letales para los microorganismos que se alojan en ellos, para que
éstos no funjan como agentes contaminantes del medio y/o del material que se establece in vitro
(Debergh y Zimmerman, 1991). Asi mismo es recomendable evitar el uso de explantes sucios
que provienen de plantas crecidas en macetas o en el campo dado que en la mayoria de los casos

no es posible conseguir una buena desinfeccion de los mismos (Hurtado y Merino, 1991).
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Etapa 2. Multiplicacién

En el método de cultivo in vitro de plantas, la técnica que més avances ha tenido es la
micropropagacion, en particular en algunas especies ornamentales y frutales, donde su
propagacion es asexual y se desea conservar intacto el genotipo (Mroginski et al. 2008). En el
cultivo de tejidos vegetales encontramos varias vias principales a seguir para multiplicar y
regenerar plantas, entre ellas se encuentran: el desarrollo de yemas axilares o apicales, otra
técnica es la organogénesis o diferenciacion de brotes adventicios y por ultimo, la embriogénesis

asexual o diferenciacion de embriones sométicos (Mroginski et al. 2008).

Etapa 3. Enraizamiento

La organogénesis consiste en establecer in vitro, tejidos organizados como yemas, apices o
meristemos, para obtener rdpidamente brotes, que posteriormente se enraizan para obtener
plantas completas (Doménech, 2010). La organogénesis somatica, es el proceso mediante el cual
se da lugar a la formacion de 6rganos adventicios, que no son originados por el proceso natural
del desarrollo de la planta, sino que se forman por un proceso de diferenciacion celular
(Doménech, 2010). Esta formacion de 6rganos de novo puede darse de manera directa a partir

del explante o bien indirectamente a partir de cultivo de callos (Davey et al. 2010).

Etapa 4. Aclimatacion

Durante el periodo de incubacion, los cultivos son expuestos a condiciones ambientales
distintas al ambiente externo, la atmdsfera interna se caracteriza por presentar una considerable
variacion diurna en la concentracion de CO», humedad relativa elevada, temperatura constante e

intensidad luminica baja (Pospisilova et al. 1999). A su vez, el medio de cultivo compuesto por
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concentraciones elevadas de azlcares y reguladores de crecimiento, sumado a la ausencia de
microorganismos, genera anormalidades morfoldgicas y fisioldgicas que las plantas deberan

corregir cuando son transferidas al ambiente externo (Pospisilova et al. 1999).

REGULADORES DE CRECIMIENTO
Triacontanol

Triacontanol (Tria) fue descubierto como regulador del crecimiento vegetal (Ries et al.
(1977) en alfalfa (Medicago sativa L.), el cual es un componente natural de la cera epicuticular
de diversos géneros como Croton californicus, Vaccinium ashei, Copernica cerifera, Phaseolus
multiflorus, Trifolium repens, Medicago sativa y Jatropha curcas (Hufford y Oguntimein 1978;
Luzbetak et al 1978; Freeman et al 1979;). Cuando se usé Tria en cultivo in vitro de manzana
(Malus domestica), se mejord la elongacion de mdltiples brotes y raices en pléantulas
micropropagadas (Tantos et al. 2001). Tria aument6 de forma significativa el nimero y longitud
de brotes asi como el nimero y la longitud de raices de Melissa officinalis L. cultivada in vitro
(Tantos et al. 1999). Ademas, el Tria indujo la formacién de raices en brotes de Capsicum

frutescens in vitro (Reddy et al. 2002).

Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (Brs) son reguladores de crecimiento presentes en las plantas, que
pertenecen al grupo de los esteroides que controlan la division y la elongacion celular, la
diferenciacion del xilema, el crecimiento del tubo polinico, la reproduccion y el desarrollo
vascular, la polarizacion de la membrana, la activacion de la bomba de protones, la activacion de

enzimas, la fotosintesis y respuestas al estrés (Krisha, 2003; Talaat y Shawky 2012). Los efectos
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de los Brs en el crecimiento y desarrollo de las plantas muestran sinergismo con otros
reguladores de crecimiento vegetal, particularmente con auxinas (Hartdtke et al. 2007). Al
respecto, la adicion exdgena de Epibrassinolide (Eb) en bajas concentraciones al medio de
cultivo WPM suplementado con 2ip y AIA muestran cambios positivos cuantitativos y
cualitativos en la cantidad y calidad de brotes de Vaccinium corymbosum regenerados in vitro
(Kudryashova et al. 2012). El Epibrassinolide promueve el crecimiento de la raiz de Arabidopsis

thaliana en bajas concentraciones (Mussig et al. 2003).

Citocininas

Estas fitohormonas, estimulan la division celular y retrasan el envejecimiento en plantas. Las
citocininas influyen en maltiples procesos bioquimicos, como la estimulacion de la biosintesis de
los 4cidos nucleicos y de diferentes enzimas como proteasas y ribonucleasas. También estimulan
la germinaciéon de semillas que necesitan luz y acortan el periodo de latencia de las yemas.
Ademas, suprimen el crecimiento apical y estimulan la brotacion de las yemas laterales

(Jankiewicz, 2003).

Auxinas

En el cultivo in vitro, las auxinas promueven la formacion de las raices laterales y
adventicias, y la inhibicion correlativa de yemas y brotes laterales por el apice del brote principal
y por sus hojas jovenes (Jankiewicz, 2003). Por ejemplo, los brotes de arandano azul fueron
inducidos a enraizamiento en cajas plasticas usando peat moss (turba) como sustrato y tratadas
con diferentes concentraciones de este regulador, en el que se encontro que un 15% de brotes de

las cuatro variedades que se probaron producen raices sin el tratamiento con auxina, y que para
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superar el 70% de enraizamiento se necesitan entre 5y 10 g del agente enraizador (Mihaljevi¢ et

al. 2012).

Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi

Biloxi es una variedad de ardndano que originariamente fue desarrollada en Mississipi, para
uso en el sureste de Estados Unidos. No obstante, ha llegado a ser la variedad principal para uso
en zonas sin frio, en areas de produccion siempre verdes en el centro de México y Perl. Las
principales caracteristicas del cv. Biloxi la hacen una variedad ideal para regiones que no
acumulan horas frio, sus hojas son fuertemente perennes, posee floracion “primo cafia” y poco
dafio (“desgarro”) al fruto al momento de cosechar (Fall Creek, 2016). Biloxi (Figura 1) es
extremadamente vigorosa y produce buen rendimiento incluso en bloques solidos” sin otras
variedades, siempre y cuando haya suficientes abejas para asegurar una buena polinizacién; los
frutos se caracterizan por ser de calibre mediano, color azul medio, buena firmeza y un sabor
dulce (Spiers y Stringer 2002), uno de los desafios principales de Biloxi es que el calibre de la

fruta disminuye cuando las condiciones, o polinizacion, no son las adecuadas.

'q ..' . > ,,,‘ g
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Figura 1. Planta de arandanos con frutos cv. Biloxi. (Tomado de Fall Creck, 2016).
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La informacidn vertida en paginas anteriores y considerando que es la especie fruticola que
més rentabilidad ofrece, se observa un aumento importante la superficie plantada para la
produccion de arandanos en México. Ademas, por los bajos costos de produccidn, las ganancias
en México se obtienen a partir del segundo o tercer afio de establecida una huerta, a diferencia
de Estados Unidos donde el cultivo es rentable a partir del séptimo afio. Por lo anterior varias
empresas procedentes principalmente de Chile, y Estados Unidos, han establecido plantaciones
en nuestro pais, considerando las bondades que México ofrece y que ademas se han alcanzado
precios muy altos; por ejemplo en 2012, para las huertas que exportaron en la segunda semana de
septiembre, alcanzaron un precio de 50 ddlares por cada caja que contiene 6 paquetes de 160 g.
Haciendo la conversion, eso significa que por cada kilo obtuvieron poco més de 50 ddlares,

situacion que convierte a este fruta en la mas rentable de las especies fruticolas (Dato propio).

Un alto porcentaje de las empresas extranjeras que establecen plantaciones en México, han
desarrollado sus propias variedades y eligen la que mas les conviene para plantar en este pais, 0
en su defecto hacen contratos con empresas que se dedican al desarrollo genético, para tener
exclusividad, el usufructo de alguna variedad en particular. En ese sentido, la limitante del
pequefio productor o empresario mexicano es que no tiene acceso a plantas con alta calidad
genética, por lo que la opcion mas pertinente es optar por material de libre acceso, por el cual no
se tengan que pagar regalias. Este caso Biloxi es el cultivar de libre acceso que mejor se ha
adaptado a las condiciones edafocliméticas de México, a su vez como es de libre acceso muchos
de los viveros no producen plantas con la suficiente calidad sanitaria, por lo que cuando éstas son

establecidas en nuevas plantaciones, un alto porcentaje muere por patdgenos (Dato propio).
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De acuerdo con la informacién citada en la presente revision se aprecia un claro potencial
que existe en México, para la produccion tanto para la exportacion de fruta fresca, como para el
mercado nacional que poco a poco demanda cada vez mas fruta fresca o derivados de éstas. Esa
demanda implica que se establezcan més plantaciones, lo cual implica que haya empresas que

produzcan plantas certificadas con la mejor genética y sanidad.

Las investigaciones sobre sobre diversidad, ecologia y simbiosis en el género Vaccinum
endémicos de México, son nulas por lo que existe un gran potencial para generar conocimientos
a partir de esas plantas. Lo cual abre una ventana para generar una linea de investigacion que
incluya a plantas de este género desde el &mbito boténico, fisiologico, y como fuente de
germoplasma para la generacion de nuevas variedades. En ese sentido y dado la importancia
econOmica de este cultivo, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién, aprob6 en el 2015, presupuesto para que centros de investigacion en ciencias

agricolas generaran tres nuevas variedades de arandano de uso libre para productores mexicanos.

Por lo anterior, en la presente investigacion se plantea el estudio de los hongos que viven en
las raices de estas plantas y su posible potencial biotecnoldgico sobre plantas micropropagadas,
ya que se ha observado, que muchas plantaciones han fracasado en gran parte por la mala
sanidad con la que las plantas salen del vivero. En ese sentido, uno de los principales objetivos
de la presente investigacion es producir plantas libre de enfermedades, y como segundo objetivo
y no menos importante, valorar el beneficio biotecnolégico que pueda tener la planta por efecto

de la inoculacion de hongos aislados de raices del arandano silvestre.
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Importancia ecoldgica de la micorriza ericoide en los grandes biomas en el mundo

Los brezales y biomas de bosques boreales cubren aproximadamente el 70% de la superficie
terrestre en el hemisferio norte. Dado que los suelos que lo conforman contienen las reservas méas
grandes de carbono en el mundo, el clima del planeta puede depender en un futuro de las
interacciones entre las plantas que dominan estos biomas y sus simbiontes microbianos,
coexistiendo en suelos con altas cantidades de materia organica (Smith y Read, 2008). En uno de
los menos apreciados sistemas continuos suelo-planta-atmésfera en brezales y bosques boreales,
los nutrientes se movilizan a través de la interfase bidtica con la materia organica del suelo y los
minerales que estan dominados por el sistema micelial de hongos micorrizicos. Por otra parte, la
familia de plantas dominantes en los sistemas de brezales corresponden a ericaceas, y los hongos

proliferan dentro de las células de la epidermis de sus raices (Read et al. 2003).

En el anélisis de brezales como uno de los principales ecosistemas en el mundo, Specht
(1979) lo define como un lugar caracterizado por el empobrecimiento extremo de nutrientes y el
predominio de arbustos de la familia Ericaceae. Los géneros de plantas méas generalizados de
importancia ecoldgica en este bioma corresponden a los géneros Calluna, Rododendron, Erica,
Gaultheria y Vaccinium. Los representantes de estos géneros pueden conformar bosques puros
en zonas latitudinales o altitudinales por arriba de la linea del bosque. Estas unidades
estructurales son conocidas como tundra, donde las plantas ericaceas constituyen el mayor
componente de plantas vasculares de las extensas turberas del norte, y contribuyen a su entorno
como “ingenieros del ecosistema” para el desarrollo de monticulos secos y se encuentran entre
pasto Sphagnum y plantas lefiosas que crecen en los suelos més empobrecidos en nutrientes

(Read et al. 2003). Las principales especies de plantas ericaceas a menudo se producen en suelos
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con una capa continua por debajo del dosel del bosque boreal en una unidad estructural
denominada Taiga. Dada la importancia de las plantas ericAceas como componentes
subdominantes en las comunidades forestales, y su importancia en los brezales, tienen en comin
una arquitectura bien conservada de sus raices, las cuales carecen de pelos radicales, y en su
lugar generan delgadas raices las cuales se asocian con hongos micorrizicos ericoides (HMEr)

(Read et al. 2003).

Morfologia de la micorriza ericoide

Las raices de las plantas que pertenecen a la familia Ericaceae (Figura 2,) son estructuras
delicadas, cuya anatomia muestra uniformidad en todas las tribus de esta familia. Se caracterizan
principalmente por la ausencia de pelos absorbentes; pero, debido a que sus didmetros son
pequefios, ya que van de 50 a 100 pum en las regiones distales, se refieren a ellos como falsos
pelos radicales (Peterson et al. 1980). Las raices tienen una estela constituida por pequefas
traqueidas, que son elementos dentro de un anillo de celulas periciclicas conocida como cilindro
vascular, alrededor de los elementos vasculares se encuentra la endodermis seguida de una doble
capa de células que conforman el cortex. La capa de células mas externa es la epidermis, que
proporciona la interfase con el suelo y éstas células son colonizadas con HMEr (Peterson et al.
2004). Cuando las células de la epidermis son colonizadas por HMEr, éstas se hinchan y su
volumen es totalmente ocupado por un complejo de hifas (Figura 3). La capa epidérmica de la
raiz es una estructura efimera, la cual desaparece en las raices méas viejas. Las células
suberizadas y engrosadas derivadas de las dos capas corticales, pasan a formar la superficie
exterior de la raiz (Peterson et al. 1980). La colonizacion micorrizica se limita a las células

expandidas de la epidermis, los procesos de maduracion de la raiz definen el espacio y tiempo de
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la simbiosis, el micelio externo es corto, y no va mas alla de 1 cm de la superficie de la fina raiz,

y la asociacion micorrizica dura alrededor de 11 semanas (Mitchell y Gibson, 2006).

Figura 2. Raices de Vaccinium corymbosum L., recolectada en una plantacion de
produccion intensiva (Tomado de Ledn, 2012).

La micorriza ericoide (Figura 3) representa un tipo Unico de micorriza confinado a
importantes plantas en la familia Ericaceae. En estas plantas se ha desarrollado esta relacién
mutualista debido a que no forma pelos absorbentes y en su lugar crecen raices finas o falsos
pelos radicales de didmetros menores a los de plantas lefiosas, y poseen una simple anatomia que
comprende un limitado crecimiento. Cada raiz consiste de un cilindro vascular, una o dos capas
de células corticales incluyendo la endodermis y células de la epidermis. La asociacion
micorrizica involucra la colonizacion de células de la epidermis (Figura 4) y de un complejo

hifal en cada célula colonizada (Peterson et al. 2004).
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Figura 3. Caracteristicas anatomicas y morfoldgicas de la micorriza ericoide en raices de
Vaccinium mirtillus. A) Corte longitudinal de la raiz que muestra zona ocupada por las
hifas. Las hifas forman una capa (flechas) que penetran las paredes de las células
epidérmicas (puntas de flecha) y forman densos enrollamientos hifales tipicos de la
micorriza ericoide (asteriscos). Tincion con azul tripano barra=20 um. B) Vista de la
superficie de la micorriza ericoide que muestra una capa densa de hifas que cubre el falso
pelo radical tefiido con azul tripano, barra=20 um. C) Seccion transversal del falso pelo
radical cubierto por una capa de hifas (puntas de flecha), células de la epidermis (rc) llena
de enrollamientos hifales (flechas). EI micobionte nunca avanza al cortex (c), endodermis
(e), o el cilindro vascular (vc), barra= 20 um. D) Vista superficial de una raiz con un hongo
micorrizico ericoide que muestra una densa capa de hifas, barra=50 um (Tomado de
Vohnik et al. 2012).
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Figura 4. Raiz fina de Calluna vulgaris. El tejido de la planta se muestra en color claro y el
hongo en rojo. Finas hifas (hy) rodean las celulas de la epidermis (ep), y los enrollamientos
de hifas son visibles a través de las paredes transparentes de las células epidérmicas
barra=50 um (Tomado de Rath et al. 2014).

Hymenoscyphus Gray es un genero fungico cosmopolita de la familia Helotiaceae
(Helotiales, Leotiomycetes, Ascomycota), con 155 especies, que comunmente son saproéfitos de
madera, ramas, hojas y tallos (Zheng y Zhuang, 2012). El hongo forma pequefios apotecios
(Figura 5) sésiles estipitados a discoides, con himenio de color amarillo a blanco en la superficie

y con ascosporas de forma subellipsoides o fusiodes (Zheng y Zhuang, 2012).

Figura 5. Aoteio-s‘
H. brevicellulus; B) H. hyaloexcipulus; C) H. microcaudatus; D) H. subsymmetricus; E) H.
subpallescens (Tomado de Zheng y Zhuang, 2012).
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Los HMEr pueden producir poco micelio extramatrical y una interfase intracelular hongo-
raiz, que comprende enrollamientos de hifas de densidad variable dentro de las células
epidérmicas de las finas raices de las Ericaceas (Smith y Read, 1997). Los hongos que forman
micorriza ericoide aislados de células de la epidermis de las raices finas de Ericaceas, producen
un micelio tipico oscuro de lento crecimiento en cultivos de agar (Figura 6A), muchos de estos
aislamientos forman cadenas de artroconidios en zig-zag (Mitchel y Gibson, 2004) (Figura 6B),
una caracteristica que ha llevado a los taxbnomos a agruparlos dentro del género Scytalidium.
Algunas de estas cepas forman apotecios que han permitido identificarlos como Hymenoscyphus
ericae=Ryszoscyphus ericae (Zang). El analisis comparativo de ADN ribosomal sugiere que

existe una relacion anamorfo-teleomorfo entre Scytalidium vaccinii e Hymenoscyphus ericae

(Egger y Sigler, 1993).

Figura 6. A) Crecimiento de hongo micorrizico ericoide en medio agar suplemer;tado con
fosfato de zinc y alanina. B) Segmentos de hifas de hongos micorrizicos ericoides formando
artroconidios creciendo en forma de zig-zag; barra= 30 pm (Tomado de Gibson, 2004).
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Hongos micorrizicos ericoides en Ericéceas

Doak (1928) fue el primero en reportar el aislamiento de un endéfito que forma micorriza
ericoide con raices de Vaccinium, confirmando su estatus micorrizico mediante la re-inoculacion.
Este tipo de experimento se repitié por Bain (1937) utilizando una serie de plantas de Norte
América, asi como por, Pearson y Read (1973) en Europa, y por Read (1983) en Australia. Las
observaciones sisteméticas revelaron que los hongos aislados del complejo hifal ericoide,
correspondian predominantemente a la forma asexual de HMEr de crecimiento lento, y de

coloracion oscura (Read 1991).

Un aislamiento tipicamente oscuro obtenido por Pearson y Read (1973) produjo pequefios
apotecios en medio de cultivo, por lo cual se categoriz6 en el género Pezizella, como P. ericae
(Read, 1974), mismo que después se reubicé al género Hymenoscyphus como H. ericae (Read)
Korf y Kerman (Kerman y Finocchio, 1983) y finalmente, en el género Rhizoscyphus como R.
ericae (Read) Zhang y Zhuang (Zhang y Zhuang, 2004). Ambos géneros Rhizoscyphus e
Himenoscyphus, pertenecen a la Clase Letiomycetes en el orden Helotiales. Una alta proporcion
de hongos oscuros de crecimiento lento obtenidos por Pearson y Read (1973), entre ellos un
teleomorfo septado que produjo artroconidios en medio agar, posteriormente fue identificado por
Dalpé et al. (1989) como Scytalidium vaccinii, que afios mas tarde, mediante técnicas
moleculares Egger y Sigler (1993) confirmaron que se trataba de la fase anamorfa de

Hymenoscyphus ericae.

Recientemente se ha puesto méas atencion a cuestiones relativas respecto a las relaciones

filogenéticas de los hongos de lento crecimiento aislados de raices de ericaceas, los cuales
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forman micorriza ericoide. El interés particular se ha centrado en las amplias relaciones que
comprenden a los que se han agregado al género Hymenoscyphus, incluyendo a Rhizoscyphus
ericeae. Con la creciente cantidad de datos de secuencias de ADN disponibles, se ha concluido
por consenso, que el género Hymenoscyphus, comprende un agregado de hongos genéticamente
relacionados; Vralstad et al. (2000) demostraron que el hongo R. ericae tiene la facultad de
formar ectomicorrizas de nombre Piceirhiza bicolorata, este trabajo cuestiond la opinion de que
R. ericae se encuentra genéticamente bien definido, ya que expuso la posibilidad de que dentro
del género Hymenoscyphus, existan genotipos capaces de formar ectomicorriza y micorriza

ericoide.

Otro ascomiceto frecuentemente aislado del complejo hifal de HMEr, es Oidiodendron
(Ascomycota: Onygenales) (Dalpé, 1986; Douglas et al. 1989; Hambleton et al. 1998; Monreal
et al. 1999; Bougoure y Cairney, 2005a y 2005b; Addy et al. 2005). Mientras un nimero de
especies pertenecientes a este género han sido reportados, muchos de éstos parecen ser la misma
especie que Oidiodendron maius (Hambleton et al. 1998). Este hongo ha sido confirmado como
micorrizico en experimentos de reinoculacién con Gaulderia shallon (Monreal et al. 1999), asi
como con Calluna vulgaris (Leake y Read, 1991). Rhododendron spp. (Douglas et al. 1989), y

Erica arborea (Bergero et al. 2000) en Europa.

Asi mismo, otros aislamientos identificados como Oidiodendron sp. obtenidos por Bougoure

y Cairney (2005b) de raices de Rododendron lochiae produjeron un complejo hifal tipico de la

micorriza ericoide en Vaccinium macrocarpon. EI namero de hongos conocidos por formar esta
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micorriza, es pequefio, sin embargo en el cuadro 4, se aprecian algunas especies y sus respectivos

hospederos (Xiao y Bearch, 1995).

Cuadro 4. Hongos que con frecuencia forman micorriza ericoide con las raices de plantas

ericaceas (Modificado de Xiao y Berch, 1995).

Enddfito

Hospedero

Oiodendron griseum Robak

Meliniomyces variabilis

Hymenoscyphus ericae= Rhizoscyphus
ericae (Read) Zhang y Zhuang

Scytalidium vaccinii

Oidiodendron maius Szilvinyi

Oidiodendron citrinum Barrow
Oidiodendron flavum Robak

Oidiodendron periconioides

Vaccinium angustifolium Ait.
Vaccinium corymbosum L.
Calluna vulgaris L.
Gaulderia shallon Pursh

Rododendron decorum

Vaccinium macrocarpon L.
Calluna vulgaris L.

Erica arborea

Vaccinium mirtillus L.
Rododendron decorum
Epacris pulchella

Vaccinim oxycoccus L.

Vaccinium vitis-idea Ait.
Vaccinium angustifolium Ait.

Gaulderia shallon Pursh
Rododendron decorum L.
Vaccinium mirtillus L.
Vaccinium angustifolium Ait.

Vaccinium angustifolium Ait.

Vaccinium angustifolium Ait.
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Atributos fisiologicos de la micorriza ericoide en cultivos puros

Los estudios de HMEr en cultivos axénicos, indican probables funciones de su simbiosis en
las Ericaceas, aunque existe la necesidad de confirmar que tales atributos se expresan en el
sistema planta-hongo. Asi, Rhizoscyphus ericae ha demostrado tener la habilidad de asimilar
azucares simples, formas orgéanicas de N y P y aminodcidos (Pearson y Read, 1975; Bajwa y

Read 1986).

Algunas diferencias intraespecificas en los patrones de asimilacion de N por Rhizoscyphus
ericae, estan bien reconocidas (Cairney et al., 2000; Grellet et al., 2005). Las habilidades de R.
ericae de utilizar nitrato, amonio y glutamina, estan directamente influenciadas por la

disponibilidad de carbono orgénico en el medio (Grellet et al. 2005).

Dos cepas de Oidiodendron maius, hongo formador de micorriza ericoide aislado de suelos
contaminados por residuos de la actividad minera, mostraron tolerancia a altas concentraciones
de metales tdxicos, movilizando compuestos de zinc, y compuestos organicos insolubles
(Martino et al. 2003). Las cepas aisladas de suelos contaminados presentaron mayor capacidad

de solubilizar Zn tanto de ZnO y Zn3z (POa4)2 (Martino et al. 2003).

Dos aislamientos de Hymenoscyphus ericae y dos micobiontes ericoides aislados de suelos
contaminados por la actividad minera se cultivaron en placas de agar suplementado con fosfato
de zinc (0.25%), diferentes de fuentes de N (nitrato, amonio o alanina) y diferentes
concentraciones de carbono (glucosa) y fosforo (KH2POs). Los cuatro micobiontes fueron

capaces de solubilizar fosfato de zinc en presencia de todas las fuentes de nitrogeno y en los
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medios que no contenian nitrégeno, pero uno de los micobiontes fue capaz de solubilizar bajas
cantidades de fosfato de calcio; dicha solubilizacion de estos metales puede atribuirse a

protonacion o a la liberacion de acidos organicos (Gibson y Mitchell, 2004).

Fomina et al. (2005) investigaron la capacidad de HMEr y ectomicorrizicos, de solubilizar
metales toxicos (Cd, Cu, Pb y Zinc) en medio mineral. Un efecto letal se observéd para los
aislamientos ectomicorrizicos en presencia de fosfato de Pb; en contraste, los HMEr fueron
capaces de crecer en medios con Pb-mineral. Una proporcion significativa de HMEr (70-90%)
fue capaz de solubilizar Cd y fosfato de cobre. Ninguno de los HMEr y ectomicorrizicos fue
capaz de producir un halo en medio agar con minerales; sin embargo, muchos hongos fueron

capaces de acumular y movilizar Pb en su micelio.

Actividad enzimética de la micorriza ericoide

En cultivos puros, los HMEr tienen una actividad fosfatasa &cida que rompe compuestos
fosfatados y esta cualidad es estimulada en suelos con bajos niveles, pero inhibida por altos
niveles de fosfatos solubles en medio de cultivo (Pearson y Read 1975; Shaw y Read 1989;
Straker y Mitchell 1986); la actividad enziméatica de HMEr para degradar diferentes tipos de
sustratos es alta como se aprecia en el cuadro 5, en la que se citan las enzimas extracelulares
producidas por HMEr, que le proporcionan la capacidad de degradar los componentes
estructurales en brezales y en otras comunidades de plantas Ericaceas, afectando los procesos de

descomposicion y la trasformacion de nutrientes para facilitar la asimilacion de N y P.
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Cuadro 5. Enzimas producidas por HMEr para degradar diferentes sustratos (Modificado

de Leake y Read, 1997).

Proceso Sustrato Enzima
Degradacion de pared celular de planta Pectina Poligaracturonasa
Celulosa Celulasa
Celobiasa Celobiohidrolasa
Xilanasa
B - Xilosidasa
B -D-Manosidasa
Hemicelulasa B — D-Galactosidasa
 D-Arabidonasa
B 1,3-Glucanasa
Degradacion de pared celular fangica Quitina Quitinasa
Oxidacion de acidos fendlicos y taninos ~ Polifenoles Polifenol oxidasa
Lacasa
Catecol oxidasa
Hidrolisis de lignina Lignina Lignasa
Degradacion de complejos de proteinas Polifenoles Polifenol oxidasas
polifendlicas
Degradacion de polimeros nitrogenados ~ Proteinas Acido proteinasa

Desdoblamiento de fésforo organico

Fosfatasa acida
Fosfodiesterasa

Atributos fisiologicos de la simbiosis micorrizica ericoide

Los suelos en los que crecen las Ericaceas son caracteristicamente muy pobres en nutrientes

por lo que suena logico que exista un beneficio nutricional aportado por la presencia del huésped

en estas plantas (Smith y Read 1997). El progreso de la investigacidn aplicada respecto de las

funciones que ejercen los HMEr sobre su planta hospedera ha tomado dos rutas diferentes; por

un lado la evaluacién de los atributos fisioldgicos de HMEr en cultivos puros, mientras que por
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otro lado se utiliza un analisis comparativo de las respuestas de los HMEr en plantas
micorrizadas y no micorrizadas, cultivadas en condiciones experimentales definidas (Smith y

Read 1997).

Asimilacion de nitrégeno por la micorriza ericoide

En los suelos acidos de los brezales, las cantidades de nitrogeno organico disponibles son
insignificantes debido a su lenta tasa de descomposicion (Stracker 1996; Haselwandter 1997).
Las plantas que pertenecen a la familia Ericaceae dependen de hongos formadores de micorriza
ericoide para asimilar una amplia gama de diferentes formas de nitrégeno que se encuentra en el
suelo. En ese sentido, plantas de arandano micorrizadas y no micorrizadas, se cultivaron en
suelos enmendados con sulfato de amonio (Stribley y Read, 1974), y los resultados revelaron que
las plantas no micorrizadas asimilaron nitrégeno en forma de amonio, pero las plantas
micorrizadas tuvieron acceso a otras fuentes de nitrogeno en el suelo, asi como nitrégeno en
forma de amonio. Los datos indicaron que el nitrégeno organico en el suelo estaba siendo
utilizado y esta situacion era posible debido a la presencia de la asociacion con HMEr. Este
trabajo fue continuado con plantas micorrizadas y no micorrizadas creciendo en un sustrato a
base de arena, adicionado con una gama de aminoacidos, mostrando que las plantas micorrizadas

crecieron mejor y tuvieron mayor contenido de nitrogeno total (Stribley y Read, 1980).

En otro experimento se inocularon plantulas de Calluna vulgaris con una abundante
diversidad de HMEr, en medio agar en el que la forma de nitrégeno disponible era proteina. El
in6culo mas eficaz para el crecimiento de las plantulas fue Himenoscyphus ericae y Sytalidum

vaccinii (Leake y Read 1991).
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Los HMEr pueden utilizar una amplia gama de proteinas como fuentes de nitrdgeno y
carbono (Bajwa y Read 1985), asi como otras fuentes organicas de nitrégeno tales como quitina
(Leak y Read 1990b; Kerley 1993). La capacidad de HMEr de utilizar glutamina, amonio o
nitrato se ve afectada por la disponibilidad de carbono en el medio de crecimiento (Grellet et al.
2005). Cuando estos investigadores suministraron altas cantidades de carbono al medio de
cultivo, las cepas acumularon también una alta cantidad de nitrogeno, lo que indica una variacion
en la cinética de absorcion. Bajo condiciones limitadas de carbono, las cepas registraron
diferencias en el uso del nitrégeno, lo que indica que existen diferencias intraespecificas en la

eficiencia del uso del nitrégeno por los diferentes aislamientos.

Hymenoscyphus ericae tiene la capacidad de degradar enzimaticamente un ndmero de
compuestos complejos que contienen nitrégeno, se ha demostrado que este hongo libera
polifenol oxidasas activas durante mineralizacion de nitrogeno orgénico a partir de compuestos
recalcitrantes (Bending y Read, 1996). Esta enzima fue identificada como carboxil (acido)
proteinasa del tipo pepsina y mostro actividad optima a pH 2.2, que es considerablemente mas
baja que la encontrada en los suelos acidos de brezales (Leake y Read 1990a). Sin embargo, en la
interfase de suelos arenosos, donde se encuentra la mayoria de las raices de plantas ericaceas,
normalmente se encuentran a un pH mas bajo que la mayor parte del suelo debido a la actividad
liberadora de H* de los procesos (Read et al. 1989). Esta interfase es el lugar en el suelo donde
se acumulan sustratos que son fuente de proteinas. La actividad proteinasa del hongo es, por lo
tanto, adaptada al microentorno especifico en el que se encuentra. EI pH bajo optimo de la
proteinasa puede proteger a la planta mediante la degradacion de proteinas, y no representar un

riesgo de degradar células de la planta, ya que el pH en el interior de la planta es cercano a la

33



neutralidad (Read, 1989). Se ha propuesto que la actividad proteinasa se regula por una estrategia
llamada “Arca de Noé”, en el que pequeiias cantidades de la enzima se lanzan como “emisarios”
en ausencia de sustrato (Leake y Read, 1990). Cuando los productos finales son detectados por
Himenoscyphus ericae, da lugar a una liberacion rapida de proteinasa (Leake y Read, 1990), el
exceso de proteinasa se libera solo si el sustrato presente en el suelo es adecuado. Los productos
finales 0 aminoacidos pueden ser asimilados directamente por el HMEr y ser transferidos a la

planta.

Asimilacion de P por la micorriza ericoide

En suelos acidos de brezales, los contenidos de fosfato inorganico son insignificantes y las
principales formas de fosforo se encuentran en forma organica, identificados como
fosfomonodiésteres, principalmente fitato o fosfodiésteres tales como &cidos nucleicos (Griffiths
y Caldwel, 1992). Los fitatos son generalmente complejos de hierro o aluminio y los hongos
formadores de HMEr pueden acceder a estas fuentes de P (Mitchel y Read, 1981). Se ha
demostrado que un namero de aislamientos pueden producir fosfatasas extracelulares ligada a
diferentes sustratos (Straker y Mitchell 1986). Este estudio también demostr6 la hidrolisis de
ATP, ADP, AMP por la fosfatasa de bajo peso molecular (Straker y Mitchell 1986). Los
fosfomonodiesteres se encuentran en concentraciones relativamente bajas en la mayoria de los
suelos (usualmente <1%), pero son un fuente de fésforo potencialmente valiosa (Griffiths y
Caldwell 1992). Leake y Miles (1996) demostraron la capacidad de Hymenoscyphus ericae para
degradar la ADN fosfodiester utilizando fosfodiesterasa. Una investigacion adicional revel6 que
plantulas de ardndano rojo inoculadas con Hymenoscyphus ericae crecieron mejor en medio que

contiene fosforo contenido en ARN o ADN (Leake y Miles, 1996). La adicion de 0.25 mM de
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cobre al medio de crecimiento no afect6 la actividad fosfatasa de la pared de HMEr aislados de
escombros de minas, estimulando la actividad fosfodiesterasa (Gibson y Mitchell 2005b). Van
Leerdam et al. (2001) investigaron la capacidad de solubilizacién de fosfato de diversos HMEr;
cuando el amonio estaba presente, la mayoria de los hongos aislados fueron capaces de
solubilizar fosfato a partir de roca hidroxiapatita; sin embargo, cuando se afiadid nitrato como
fuente de nitrégeno, ninguno de los aislamientos solubilizd hidroxiapatita ni fluorapatita.
Ademas, los aislamientos de Oidiodendron maius, fueron capaces de solubilizar fosfato de zinc,

poco solubles en medio agar (Martino et al. 2003).
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CAPITULO 1.
DESARROLLO DEL PROTOCOLO PARA LA PROPAGACION IN VITRO DE

ARANDANO AZUL (Vaccinium corymbosum L.) CV. BILOXI

RESUMEN
Se desarroll6 un protocolo eficiente para la produccién in vitro de ardndano azul (Vaccinium
corymbosum L.; Ericaceae) cv. Biloxi, en el que se evalud el efecto de 2-isopentil adenina (2iP)
conjugado con dos reguladores de crecimiento (Triacontanol y Epibrassinolide) en la
regeneracion y enraizamiento de brotes de arandano azul. Se obtuvieron yemas axilares a partir
de plantas de un afio de edad, y se establecieron en medio WPM (Woody Plant Medium)
suplementado con diferentes concentraciones de 2ip, combinado con Triacontanol (Tria) y
Epibrassinolide (Eb) para inducir la formacion de brotes. La regeneracion de brotes se registro a
las seis semanas de cultivo. La Optima regeneraciéon se obtuvo en el medio con 5 mg de 2iP;
ademas, promovio la produccién de maltiples brotes en comparacion con el efecto de 3 y 4 mg
de 2iP que result6 en menor produccién de brotes. El enraizamiento fue inducido usando arena
de rio como sustrato, contenida en cajas de plastico, donde se obtuvo 100% de enraizamiento en
ocho semanas después de la induccion, y 97 % de sobrevivencia en los brotes inducidos con 10 g
L1 de AIB, comparado con el testigo que mostré 40% de sobrevivencia. El protocolo para la
micropropagacion de arandano azul cv. Biloxi basado en el uso de reguladores de crecimiento

desarrollado en esta investigacion, podria ser usado para la propagacion masiva de este cultivar.

Palabras clave: Arandano azul, micropropagacion, organogénesis, enraizamiento, aclimatacion,

reguladores de crecimiento.
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CHAPTER 1.
PROTOCOL FOR THE in vitro PROPAGATION OF BLUEBERRY PLANTS (Vaccinium

corymbosum L.) CV. BILOXI

ABSTRACT
An efficient protocol was developed for the in vitro culture of blueberry plants (Vaccinium
corymbosum L.; Ericaceae) cv. Biloxi, in which the effect of 2-isopentyl adenine (2iP) in
combination with two plant growth regulators (Triacontanol and Epibrassinolide) was evaluated
in the regeneration and rooting of shoots of blueberry plants. Axillary buds were obtained from
one year plants, and established in the WPM culture medium (Woody Plant Medium) supplied
with different concentrations of 2ip, in combination with Triacontanol (Tria) and Epibrassinolide
(Eb) for inducing the shoot generation. Shoot regeneration was recorded after six weeks. The
optimal regeneration and multiple shoot production were achieved by using 5 mg of 2iP when
compared to the application of 3 or 4 mg. The rooting was induced after 8 weeks by using river
sand as substrate; thus, 100% of rooting with 97% of plant survival was achieved with 10 g IBA
Lt in comparison to the control with 40% of plant survival. This protocol based on the
application of plant growth regulators may be directed for the micropropagation and massive

propagation of blueberry plants cv. Biloxi.

Keywords: blueberry, micropropagation, organogenesis, rooting, acclimatization, growth

regulators.
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INTRODUCCION

El ardndano azul (Vaccinium corymbosum L.) es un arbusto perenne de la familia Ericaceae,
nativo de bosques de Estados Unidos, pero popular en todo el mundo debido al sabor de sus
frutos y por la alta cantidad de antioxidantes que aporta (Whang et al. 2015). Sus frutos tienen un
alto valor nutricional y fuertes propiedades antioxidantes, cualidades que se reflejan en una
creciente demanda para su consumo en fresco y para la industria farmacéutica (Wiliamson y
Lyrene 2004). Los frutos de ardndano fueron eficientes para tratar la artritis juvenil (Zhong et al.
2015). Las hojas, tallos y frutos del ardndano son recomendados para el tratamiento alternativo

de varias enfermedades incluyendo la diabetes tipo Il en Canada (Martineau et al. 2006).

Debido a que poseen propiedades medicinales, los frutos de ardndano han sido objeto de
numerosas investigaciones cientificas sobre sus actividades farmaco-bioldgicas; en las que se ha
encontrado que éstos son una fuente rica de antioxidantes tales como compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianinas (Bunea et al. 2011). Estas sustancias tienen efectos antiinflamatorios
y antioxidantes que estan implicados en la mejora de la condicién cardiovascular y posee

propiedades antienvejecimiento (Buena et al. 2011; Liu, 2015).

Los estudios han demostrado que el extracto de frutos de ardndano es rico en antocianinas y
que estos compuestos son capaces de atenuar la hipertrofia cardiaca inducida en ratones (Liu et
al. 2015). Asi mismo, se ha encontrado evidencia que indica que frutos de blueberry contienen
compuestos bioactivos que reducen ciertos tipos de cancer e hipertension (McAnulty et al. 2014;
Shu 2008). En ese sentido, se encontré que la delfinidina que es una antocianina contenida en

frutos de arandano, es un potente compuesto preventivo del cancer de prostata (Hyeonseok et al.
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2015), y tiene la capacidad de absorber los radicales libres (Hong et al. 1997), y pueden prevenir
diferentes tipos de cancer (Shu, 2008). Ademas, se ha encontrado que el extracto de ardndano

azul tiene propiedades antibacterianas (Lagha et al. 2015).

Triacontanol (Tria) fue descubierto como regulador del crecimiento vegetal por Ries et al.
(1977) en alfalfa (Medicago sativa L.). El Tria es un componente natural de la cera epicuticular
de diversos generos como Croton californicus, Vaccinium ashei, Copernica cerifera, Phaseolus
multiflorus, Trifolium repens, Medicago sativa y Jatropha curcas (Hufford y Oguntimein 1978;
Luzbetak et al. 1978; Freeman et al. 1979). Cuando se usé Tria en cultivo in vitro de manzana
(Malus domestica) se mejord la elongacion de mdaltiples brotes y raices en plantulas
micropropagadas (Tantos et al. 2001). También se encontr6 que el Tria aumentd de forma
significativa el nimero y la longitud de brotes asi como el numero y la longitud de raices de
Melissa officinalis L. cultivada in vitro (Tantos et al. 1999). Ademas, este regulador indujo la

generacion in vitro de raices, en brotes de Capsicum frutescens (Reddy et al. 2002).

Los brasinoesteroides (Brs) son reguladores de crecimiento presentes en las plantas que
controlan la division y la elongacion celular, la diferenciacion del xilema, el crecimiento del tubo
polinico, la reproduccién y el desarrollo vascular, la polarizacion de la membrana, la activacion
de la bomba de protones, la activacion de enzimas, la fotosintesis y respuestas al estrés (Krisha
2003; Talaat y Shawky 2012). Los efectos de los Brs en el crecimiento y desarrollo de las plantas
muestran sinergismo con otros reguladores de crecimiento vegetal, particularmente con auxinas
(Hartdtke et al. 2007). De este grupo, el epibrassinolide (Eb) es uno de los compuestos quimicos

mas activos cuando se aplica en bajas concentraciones en cultivo in vitro. Por ejemplo, la adicion
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de Eb en el micropropagacion de Vaccinium corymbosum en medio WPM suplementado con 2ip
y AlA, muestran cambios positivos cuantitativos y cualitativos en la cantidad y calidad de brotes
regenerados (Kudryashova et al. 2012). También, el Epibrassinolide promueve el crecimiento de

la raiz de Arabidopsis thaliana en muy bajas concentraciones (Mssig et al. 2003).

El ardndano azul es una especie prometedora para su cultivo intensivo con fines de
exportacion para algunas regiones de México, especialmente en las zonas frias, boscosas y con
suelos arenosos. En este capitulo se aborda la micropropagaciéon de arandano azul (Vaccinium
corymbosum L.) cv. Biloxi, propagada axénicamente in vitro en medio de cultivo con diferente
composicion hormonal. EI objetivo del presente estudio fue desarrollar un protocolo para la
rapida y eficiente regeneraciéon de plantas de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi utilizando
yemas axilares como explantes, en el que se evalu6 el efecto conjugado de 2iP, Triay Eb en la

regeneracion y en el enraizamiento de brotes de este cultivar.

MATERIALES Y METODOS
Propagacion vegetativa en medio WPM
Compuestos Quimicos

El 2ip (2 isopentil adenina) se obtuvo de Sigma®. Se pesaron 10 mg y se disolvieron
agregando 3 gotas en hidroxido de sodio, directamente sobre los cristales y se esperé por 2
minutos tiempo en que se disolvio eficientemente. Enseguida se agregaron gradualmente gotas
de agua hasta lograr la dilucién completa; esta mezcla se vacié en un matraz aforado de 100 mL,

quedando una concentracion de 1 mg por cada 10 mL de solucién.
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El Triacontanol (Tria) fue obtenido de Sigma®. Se pesaron 10 mg de Tria en un pequefio
recipiente de vidrio y se agreg6 1 mL de cloroformo al 100% para su dilucién, ya que Tria es una
sustancia no polar y no se disuelve en agua. Esta mezcla se diluy6 en un matraz aforando a 100
mL, posteriormente se tom6 1 mL y se disolvio en 100 mL de agua en un matraz aforado dando

como resultado una concentracion de 1 pg mL™,

El epibrassinolide (Eb) fue obtenido de Sigma®. Se disolvieron 2 mg de Eb directamente
sobre el recipiente de Sigma, agregando 3 gotas de formaldehido al 100%. Esta mezcla se vacid
en un matraz aforando a 200 mL. De esta mezcla se tomé 1 mL y se disolvié en agua en un

matraz aforando a 100 mL, dando como resultado una concentracion de 1 pg mL™* de solucion.

Material Vegetal

Plantas de ardndano cv. Biloxi de un afio de edad, fueron obtenidas del vivero Biotique
ubicado en Usmajak, Jalisco, y se trasladaron al Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
Las plantas se podaron con el objetivo de generar brotes nuevos, los cuales fueron usados en la
fase de establecimiento in vitro. Cuando los brotes empezaron a crecer se asperjo sobre ellos una
solucion de Oxidate® 5 mL L' mas Kasumin® 0.5 mL L cada siete dias, para disminuir el

crecimiento de hongos y bacterias, hasta que los brotes estuvieron listos para el establecimiento.

Se obtuvieron brotes jovenes a partir de plantas de arandano, se envolvieron en papel, se
humedecieron con agua limpia, y se trasladaron al Laboratorio de Embriogenesis del Colegio de
Postgraduados. Para la desinfeccion, los brotes sin hojas se lavaron suavemente en agua con

jabdn, posteriormente se sumergieron en H20. al 20% por 5 minutos, y después se sumergieron
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en alcohol al 70% por 1 minuto. Seguido, se sumergieron en hipoclorito de sodio al 20 % por 15
minutos solucién a la que se agregaron 2 gotas de tween 20. Después de la desinfeccion se

hicieron cinco enjuagues con agua esterilizada y se procedio con el establecimiento.

Establecimiento

Una vez realizada la desinfeccion, los brotes se seccionaron en segmentos de 1.5 cm
conservando 1 yema axilar y se sembraron en medio WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd y
McCown 1980) suplementado con 30 g de sacarosa, 5 mg de 2ip, y 59 de Agar (Merk®,
contenido en tubos de ensaye de 150 X 25 mm conteniendo 10 mL de medio cada uno, los cuales
se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 120 °C, y se incub6 durante un periodo de 6

semanas.

Multiplicacion

Los brotes obtenidos en la fase de establecimiento se subcultivaron cinco veces cada 30 dias
en medio WPM, suplementado con 5 mg de 2iP para uniformizar el tamafio y nimero de brotes
que pasaron al experimento de multiplicacion. En esta fase los explantes de ardndano se
cultivaron en medio basal WPM suplementado con diferentes concentraciones de 2iP (0, 3,4y 5
mgL1) en combinacion con 1 ug de Tria y 1 ug de Eb, como se muestra en el cuadro 6. La
produccion de brotes se llevo a cabo en tubos de ensaye durante 8 semanas. EI medio WPM sin

reguladores fungié como control.
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Cuadro 6. Tratamientos evaluados para contrastar el efecto de diferentes combinaciones
de reguladores de crecimiento en la produccion in vitro de brotes de arandano (Vaccinium
corymbosum L..) azul cv Biloxi.

Reguladores de crecimiento

Tratamientos 2iP Triacontanol Epibrassinolide
mg Hg Hg
1 (Control) 0 0 0
2 3 0 0
3 3 0 1
4 3 1 0
5 3 1 1
6 4 0 0
7 4 1 0
8 4 0 1
9 5 0 0

Andlisis estadistico

Las variables evaluadas en la fase de multiplicacion fueron nimero de brotes, y longitud de
brotes. En la fase de enraizamiento, se evalud el porcentaje de enraizamiento, y en la fase de
aclimatacion, el porcentaje de sobrevivencia. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
una prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0.05), con el procedimiento Proc GLM del

programa estadistico SAS Systems.

Enraizamiento

Para promover el enraizamiento se aplicaron a la base de brotes de aproximadamente 2 cm
sin hojas, diferentes concentraciones de AIB, Tria y Eb (Cuadro 7), y se plantaron en cajas de
plastico limpio, usando como sustrato arena de rio esterilizada en autoclave por dos horas a 120
°C. Se sembraron 30 brotes inducidos por cada tratamiento, con tres repeticiones mas un testigo.
La arena de rio se humedecio con agua esterilizada con un atomizador, y las cajas fueron selladas

con una pelicula plastica para evitar la deshidratacién. Las cajas se colocaron en la camara de
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incubacion, expuestas a un fotoperiodo de 16/8-h (luz/oscuridad) a 25 +2 °C. Se evalud el tiempo

en el que aparecieron las primeras raices hasta que se estabiliz6 el enraizamiento.

Cuadro 7. Tratamientos probados para la induccion de enraizamiento de microestacas de
arandano azul Vaciinium corymbosum cv. Biloxi

Tratamiento Regulador
1 Radix 10000
2 Radix 1500
3 AIB 10 gL
4 Tria 1l pg + Eb 1ug
5 Testigo

Aclimatacion

La aclimatacion se llevd a cabo haciendo diariamente durante un mes, pequefias
perforaciones en las cajas con los brotes, a partir de la cuarta semana después del tratamiento de
induccidn de raices. Se evalud la sobrevivencia de las plantulas de arandano después de un mes
de iniciada la perforacién de los agujeros. Los datos obtenidos de los experimentos de
multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion fueron analizados mediante una prueba de
comparacion de medias de Tukey (o =0.05) mediante el procedimiento Proc GLM del programa

estadistico SAS System.

Peso seco de plantulas obtenidas después de la aclimatacion

Se tomaron tres repeticiones de 20 plantas de cada tratamiento, se lavaron suavemente hasta
retirar toda la arena de su sistema radical, se colocaron en un sobre de papel y se introdujeron en
la estufa de secado a 70°C durante siete dias. Posteriormente, se pesaron un una balanza analitica
para obtener el peso seco de cada tratamiento. Se realizé una prueba de comparacién de medias
de Tukey (o =0.05), con el procedimiento Proc GLM del programa estadistico SAS System.
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RESULTADOS
Establecimiento

Se evalud la capacidad de regeneracion de brotes de arandano azul (Vaccinium corymbosum
L) cv Biloxi a partir de segmentos internodales con yemas axilares, probados para la induccion
de organogénesis directa en medio WPM que contiene 5 mg de 2iP, donde se evalud la
concentracion Optima del regulador de crecimiento, para inducir mayor nimero de brotes. La
organogénesis directa de segmentos nodales asepticos ocurrié después de dos semanas. Las
yemas axilares presentaron un porcentaje de oxidacion de 64 % y 23 % de contaminacion. Las
yemas axilares contenidas en los explantes mas jovenes (no lignificados) fueron las que brotaron
mas répido. Los brotes crecidos en la fase de establecimiento se fraccionaron en explantes
conteniendo 1 segmento internodal cada uno y se subcultivaron 5 veces en medio WPM que
contiene 5 mg de 2iP para homogenizar la generacién de brotes. A medida que aumentaron los
subcultivos, el numero de brotes por explante aumentd hasta estabilizarse en un promedio de
cuatro brotes por explante después de 5 cultivos, como se aprecia en la Figura 7. La
organogénesis ocurrié formandose un pequefio callo circular en la base de los explantes. Después
de 5 subcultivos los brotes bien definidos fueron observados pasadas 6 semanas después de la

siembra para comparar que la produccién de brotes por segmento intermodal fuera estable.

Multiplicacién

Entre todas las combinaciones de 2iP, Tria y Eb probadas, la mejor respuesta para el nUmero
de brotes se observo en el medio WPM suplementado con 5 mg de 2iP con un promedio de 4
brotes por explante. La mejor respuesta para la longitud de brotes se observé en el tratamiento

compuesto por el medio WPM suplementado con 3 mg de 2iP méas 1 ug de Eb (Cuadro 8).
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Figura 7. Numero de brotes de ardndano regenerados por sub-cultivo, cada 6 semanas
en medio WPM suplementado con 5 mg de 2iP. n= 100.

Cuadro 8. Efecto de diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en la
produccion in vitro de brotes de arandano (Vaccinium corymbosum L..) azul cv Biloxi.

Reguladores de crecimiento Numero de Longitud
Brotes (cm)
2iP Triacontanol Epibrassinolide
(mg) (H9) (Hg)
0 0 0 093 d 036 d
3 0 0 193 ¢ 1.56 bc
3 0 1 1.76 ¢ 217 a
3 1 0 226 ¢ 184 b
3 1 1 311 b 187 b
4 0 0 310 b 149 c
4 1 0 390 a 1.67 bc
4 0 1 320 b 1.86 b
5 0 0 403 a 146 c

Medias con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales, (Tukey
0=0.05).
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La produccién de microestacas fue directamente dependiente del nimero de brotes y de
la longitud de éste, ya que al ser mas largo, se fracciona y da lugar a mé&s microestacas; en este
caso, se observd la formacion del brote después de seis semanas de cultivo, como se observa en
la figura 8A. Sin embargo, para obtener mayor nimero de microestacas, se esperd por dos

semanas mas y se obtuvieron brotes mas largos como se muestra en la figura 8B.

Figura 8. Brotes de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi bien definidos después de seis
semanas después de la siembra (segundo subcultivo), en medio WPM suplementado con 5
mg de 2iP.

A modo de perspectiva, si un entrenudo produce 4 brotes, y se subcultivan consecutivamente
cada 8 semanas, tenemos una productividad de plantulas enraizadas aproximada a la que se
detalla en el cuadro 9; ya que, un segmento internodal genera cuatro brotes y cada brote genera
diez nuevos entrenudos. Entonces, si a partir de 1 entrenudo se realizan seis subcultivos
consecutivos sin desviar microestacas a enraizamiento, se puede alcanzar una productividad
aproximada de diez millones de plantulas enraizadas durante el primer afio de cultivo in vitro, lo
cual da una idea clara de la importancia del uso de esta técnica para la propagacién masiva de

arandano azul.
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Cuadro 9. Perspectiva de produccion de entrenudos, microestacas, y plantulas de arandano
ejecutando el protocolo desarrollado en esta investigacion.

Mes Subcultivo Entrenudos Microestacas Plantulas enraizadas
0 0 1
2 1 40 4
4 2 1,600 160 4
6 3 64,000 6,400 160
8 4 2,560,000 256,000 6,400
10 5 102,400,000 10,240,000 256,000
12 6 4,096,000,000 409,600,000 10,240,000

Enraizamiento

Las raices comenzaron a aparecer 30 dias después de haber inducido los brotes y terminaron
de formarse 60 dias después de la siembra, cuando se estabiliz6 el enraizamiento. Un brote se
considerd enraizado cuando presentd al menos una raiz bien definida; en este experimento se
registro el porcentaje de microestacas enraizadas que se muestra en el cuadro 10. Se registroé un
porcentaje de enraizamiento de 53.3% para el tratamiento Radix 1500, que aunque mostré un
porcentaje bajo, éste fue mayor al testigo que tuvo un enraizamiento de 16.6%. Los mejores
tratamientos fueron con AIB, asi como Radix 10000, ambos con una concentracion de 10000 mg
L. La prueba de comparacion de medias mostro que existen diferencias significativas entre
tratamientos, destacando aquél con una concentracion de 10,000 mgL de AIB el cual obtuvo
100% de microestacas enraizadas como se muestra en el cuadro 10. Para el caso del testigo
aungue mostré un 16 % de microestacas enraizadas, ésta no fue de buena calidad ya que se
observd que desarrollaron un menor tamafio de plantulas en comparacién con las inducidas con

AIB.
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Cuadro 10. Enraizamiento y aclimatacion de arandano Azul (Vaccinium corymbosum L.)
cv. Biloxi, después de 60 dias de cultivo.

Tratamiento Regulador Enraizamiento Aclimatacion
(%) (%)
1 Radix 10000 9210 b 9136 b
2 Radix 1500 5196 d 84.47 c
3 AIB10g.L? 100 a 9752 a
4 Tria (1 pg)+Eb (1ug) 65.43 c 9048 b
5 Testigo 17.28 e 42.24 d

Letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).) n=90.

Las raices finas generadas en la base de la microestaca, mostraron color blanco-crema
(Figura 9B), de la cual se generan raices mas delgadas que las primeras en posicion casi
horizontal. Cuando la plantula enraizada se extrajo del sustrato (Figura 9A), ésta fue capaz de
sostener el sustrato que rodea a las raices, por lo que se deduce que aunque esta planta no genera
pelos absorbentes, realiza la misma funcién con sus raices finas, las cuales tienen diametros

menores a 100 um, como lo describe la literatura.

Figura 9. A) Plantula de ardndano aclimatada extraida de la caja plastica con sustrato. B)
Raices de una plantula de arandano sumergidas en agua en un recipiente transparente.
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El protocolo para la produccion de plantulas de ardndano desarrollado en este trabajo de
investigacion (Cuadro 11), comprende la fase de establecimiento de yemas axilares en medio
WPM + 5 mg L de 2iP; esta fase ocurrié en un tiempo de cuatro semanas para la brotacion de
las yemas. La fase de multiplicacion se registré en un tiempo de 6 a 8 semanas, utilizando el
medio WPM + 5 mg L de 2ip, tiempo en el que se obtuvo la mayor cantidad de microestacas
para el enraizamiento ex vitro. La fase de enraizamiento ocurri6 en un tiempo de ocho semanas
utilizando como sustrato arena de rio, e impregnando la base de las microestacas en una solucion
que contiene AIB en una concentracion de 10 g L. La fase de aclimatacion se llevo a cabo a
partir de dos meses después de la induccién de los brotes, tiempo suficiente en el que éstos
desarrollaron raices. Durante este periodo, se expone a la planta gradualmente a las condiciones
externas; asi, la aclimatacion ocurrié durante cuatro semanas, tiempo suficiente en el que las

plantulas se adaptaron al ambiente externo.

Cuadro 11. Protocolo para la produccién de plantulas de arandano Vaccinium corymbosum
cv. Biloxi.

Medio Fase
WPM + 5 mg L de 2iP Establecimiento/4 semanas
WPM + 5 mg L™ de 2ip Multiplicacién/6-8 semanas
Arena de Rio + 10 g Lt AIB/Charola Enraizamiento/8 semanas
Arena de Rio/Charola Aclimatacion/4 semanas
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de reguladores del crecimiento vegetal (2ip,
Tria y Eb), en la propagacion in vitro de arandano azul (V. corymbosum L.) cv. Biloxi para la
produccion masiva de plantas de este cultivar, que es el que mejor se adapta a las condiciones
edafoclimaticas de México. Las yemas axilares fueron capaces de regenerar abundantes brotes en
medio WPM que contiene citocininas (2ip). El efecto sinérgico del Epibrassinolide con
citocininas ha sido demostrado en V. corymbosum highbush blueberry cv. Briguitta (Kudriashova
et al. 2012) y en frambuesa, Rubus ideaus L. (Robres-Torres et al. 2015). Por su parte, el efecto
sinérgico de Tria con citocininas fue reportado por Tantos et al. (2001), en la micropropagacion
de manzana, con respecto al nimero de brotes regenerados, observandose que la adicién de Eb
en combinacion con 2ip produjo un mayor numero de brotes en comparacion con la aplicacion

de 2ip sin Eb.

El ndmero de brotes de ardndano producidos in vitro depende en gran medida de la
concentracion de citocininas, particularmente de 2ip, y del cultivar propagado (Kudriashova et
al. 2012; Vescan et al. 2012). En los tratamientos a los que se adicion6 1ug de Eb al medio que
contiene 3 y 4 mg de 2ip, se observd mayor longitud de brotes. En este trabajo, se observo
también que la aplicacion exdgena de Eb al medio de multiplicacién esta directamente
relacionada con una mayor longitud de brotes. Datos similares fueron observados en Vaccinium
corymbosum cv. Briguitta por Kudriashova et al. (2012), en el que se observo que la aplicacion
de Eb al medio WPM aumentd la longitud de los brotes a medida que se aumenta la
concentracion de Eb. Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los
reportados previamente en la literatura ya que se oservéd que en el medio donde se combind Eb

con 2ip aumento también la longitud de brotes.
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El tratamiento que contiene 3 mg de 2ip+1ug de Tria+1lug de Eb, superd en el nimero de
brotes a los tratamientos con la misma concentracion de 2ip a las que se agregd Tria o Eb por
separado. En el presente trabajo, la aplicacién exdgena de Eb al medio de cultivo mostré una
respuesta positiva en la longitud de los brotes; mientras que, el efecto de Tria registrd una
respuesta positiva en el nimero de brotes. Este es el primer trabajo en el que se registra un efecto
sinérgico de la combinacion de Tria y Eb con citocininas (2iP), en el nimero de brotes de

ardndano azul regenerados in vitro.

CONCLUSIONES
Se obtuvo un protocolo para la micropropagacion de Vaccinium corymbosum L. cv.
Biloxi, el cual es una herramienta importante para la obtencion masiva de plantas con alta

calidad fitosanitaria.

El efecto de las citocininas en la micropropagaciéon de brotes de ardandano mejord en
forma importante, la longitud y el nimero de brotes cuando se agregd Tria o Eb en forma

conjugada con 2iP, a diferencia de cuando se aplican por separado.

Se obtuvo 100 % de enraizamiento de microestacas de arandano azul, con el tratamiento

de 10 gLt de AIB; asi mismo, se obtuvo 92% de enraizamiento con Radix 10000.

El protocolo para el cultivo in vitro de ardandano azul desarrollado en este estudio, puede
ser usado para la produccion masiva de plantas con alta calidad fitosanitaria, representando una
herramienta fundamental que de ser usada por los viveros, mejoraria de forma importante la

calidad de la planta.
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CAPITULO 2.

INOCULACION DE HONGOS AISLADOS DE RAICES DE Vaccinium confertum HKB
EN PLANTULAS DE ARANDANO AZUL (V. corymbosum L cv. Biloxi) OBTENIDAS
POR CULTIVO IN VITRO
RESUMEN
Se obtuvieron raices de Vaccinium confertum HKB, y Rododendron sp., se lavaron con agua
potable y se desinfectaron; posteriormente se sembraron en medio PDA, y EMA 2%. Se aislaron
cepas fungicas que fueron identificadas molecularmente como Leptodontidium orchidicola,
Humicola sp., Fusarium oxysporum y una especie desconocida del orden Chaetosphaeriales.
Cuatro hongos (Leptodontidium orchidicola, Cenococcum geophilum, y dos cepas oscuras de
identidad desconocida aisladas de raices de Rododendron sp.), se inocularon en plantulas de
arandano azul Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi obtenidas por cultivo in vitro después de su
enraizamiento. Los hongos L. orchidicola, y C. geophilum, desarrollaron hifas en las células de
la epidermis de las raices finas, lo que da una clara certeza de la presencia de estructuras
caracteristicas de la micorriza ericoide. Ademas, se observd que existe un beneficio en el
crecimiento radical y vegetativo de las plantulas inoculadas con C. geophilum, L. orchidicola, asi
como con la cepa A2 (de identidad desconocida), ya que se obtuvo un aumento importante en el

namero de raices, en la longitud de la plantula, asi como mayor produccion de biomasa vegetal.

Palabras clave: Aislamientos fungicos, identificacion, inoculacion, micorriza ericoide,

Leptodontidium, Cenococcum.
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CHAPTER 2.

INOCUATION OF FUNGI ISOLATED FROM ROOTS OF Vaccinium confertum HKB
ON invitro CULTURED BLUEBERRY PLANTLETS (V. corymbosum L cv. Biloxi)
ABSTRACT
Roots of Vaccinium confertum HKB, and Rododendron sp., were rinsed with tap water,
disinfested, and set on two culture media (PDA and EMA 2%). Fungal strains were isolated and
molecularly identified as Leptodontidium orchidicola, Humicola sp., Fusarium oxysporum and
one unknown species belonged to the Chaetosphaeriales Order. In addition, four fungi
(Leptodontidium orchidicola, Cenococcum geophilum, and two dark strains isolated from roots
of Rododendron sp.), were inoculated to micropropagated blueberry plantlets (Vaccinium
corymbosum L. cv. Biloxi) after being rooted. The fungi L. orchidicola, and C. geophilum,
showed hyphal development in epidermal cells of fine roots, which denotes the presence of
fungal structures resembling the typical ericoid mycorrhiza. Furthermore, there was observed
benefits on plant growth (shoots and roots) due to the inoculation of C. geophilum, L.
orchidicola, as well as due to the strain A2 (unknown species). Overall, these fungi enhanced the

number of roots, shoot length and the plant biomass production.

Keywords: fungal strains, identification, inoculation, ericoid mycorrhiza, Leptodontidium,

Cenococcum.
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INTRODUCCION

Vaccinium es un género conformado por 450 especies aproximadamente, las cuales se
encuentran distribuidas en el hemisferio norte, Mesoamérica, el Este de India, Sudamérica, Este
de Africa y Madagascar, Malasia y el Pacifico (Wilbur y Luteyn 2008), y se han descrito 27
especies pertenecientes a ese género y que son endémicas en una region que va desde México
hasta Panama, entre las que se encuentra Vaccinium confertum HBK, sobre la cual no existen

estudios sobre diversidad de hongos que se asocien a sus raices.

Los hongos micorrizicos ericoides (HMETr) son simbiontes en raices de plantas de la familia
Ericaceae, entre las que se encuentra el género Vaccinium (Gibson y Mitchell 2004). Esta
asociacion ha permitido a estas plantas adaptarse a diferentes habitats, desde los suelos ricos en
humus del hemisferio norte, hasta los suelos arenosos del hemisferio sur (Mitchell y Gibson,
2006). La asociacion de las plantas ericaceas con HMEr mejora la eficiencia en la asimilacion de
N y P hacia la planta (Vohnik et al. 2005). Por ejemplo, la inoculacion en plantas de
Rododendron en condiciones in vitro con HMEr, aumento el crecimiento vegetativo (Jansa y
Voséatka, 2000). De manera similar, diferentes HMEr promovieron el crecimiento radical y

vegetativo de Vaccinium corymbosum en condiciones in vitro (Eccher y Noé, 2002).

Dado el desconocimiento de los hongos que se encuentran asociados con las raices de V.
confertum HBK, se planted la presente investigacion, con el objetivo de encontrar HMEr, que
pudieran ser de utilidad agronomica al inocularlos en plantulas de arandano azul (V. corymbosum

L.) cv. Biloxi, obtenidas por cultivo in vitro.
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MATERIALES Y METODOS
Recolecta de material vegetal

Se recolectaron plantas con suelo rizosférico, de arandano silvestre (Figura 10A, Vaccinium
confertum HKB) en el bosque de pino encino, localizado en el municipio de Tenejapa, Chiapas,
en el paraje llamado Winikton (16°48' 59.61"N y 92° 30' 21.27" W). Estas plantas fueron
trasladadas al laboratorio de micorrizas del Colegio de Postgraduados campus Montecillo para
los estudios correspondientes. Similarmente, también se obtuvieron plantas de arandano azul
(Figura 10B, V. corymbosum L.) cv Biloxi del Vivero Biotique, ubicado en Usmajak, Jalisco, y
plantadas durante 5 meses en San Pablo Ixayoc, Texcoco, México, para obtener explantes para

su uso en la micropropagacion (Capitulo 1).

Figura 10. A) Vaccinium conferum HBK. B) Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi.
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Estudio de las raices

Para observar las estructuras fungicas en las raices, se utilizo el procedimiento de Phillips y
Hayman (1970). Las raices libres de suelo se colocaron en capsulas para tincién, y se aclararon
con hidréxido de potasio (KOH) al 10%, y se cambi6 por una solucion limpia cada vez que esta
se tornd oscura por la despigmentacion; se repitio esta practica hasta que las raices dejaron de
liberar pigmentos. Se retir6 el KOH y las capsulas con las raices se enjuagaron con agua potable
y se agrego peroxido de hidrogeno (H202) al 10% por 15 min; después, se retiré el exceso de
H20> y las raices se enjuagaron con agua. Posteriormente, se agregd acido clorhidrico (HCI) al
10% por 15 min, se elimind el acido sin enjuagar, y se tifieron con azul tripano al 0.05%, durante
24 h. El exceso de colorante se elimin6 sumergiendo las raices en lactoglicerol.

Se colocaron raices paralelamente (18 segmentos de raiz de 1 cm, aclaradas y tefiidas), sobre
un portaobjetos, las cuales fueron observadas bajo un miscoscopio compuesto para determinar
las estructuras. Este procedimiento también se aplicé a las raices de V.confertum; asi como a las
plantulas inoculadas, con el objetivo de observar las estructuras que se desarrollan en la raiz por

la presencia del hongo.

Aislamientos de hongos de raices de V. confertum

Se utilizé la técnica de aislamiento de HMEr propuesta por Pearson y Read (1973) a partir de
raices de Vaccinum confertum. Las raices se lavaron con agua potable y se desinfectaron
superficialmente con agua estéril, por seis veces en agitacion. Posteriormente, las raices se
sumergieron en una solucion de cloro al 30%, por tres minutos. Enseguida se transfirieron a una
solucion de peroxido de hidrogeno al 5% por tres minutos, y se enjuagaron con agua esterilizada.

En cada paso se agregd una gota de Twen 80 para mejorar la humectacion de la superficie de las
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raices. Las raices se fraccionaron con tijeras esterilizadas, en segmentos de aproximadamente 1
cm de largo y se colocaron tres segmentos en cada caja de Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA Merck®), y Extracto de Malta Agar (EMA Merck®). Para evitar el
crecimiento de bacterias, los medios se suplementaron con 30 mg L™ de estreptomicina y se
ajusto el pH a 4.5. Las cajas de Petri sembradas con los segmentos de raiz se incubaron a
temperatura ambiente en oscuridad, revisandolas cada 48 h. Cuando se observo crecimiento
fangico, con la punta de una aguja estéril, se tomé micelio de colonias fisicamente separadas, y
se resembro en medio EMA hasta obtener la purificacion de la cepa en la caja de Petri.

Una vez purificadas las cepas fueron enviadas al Laboratorio de Sistemaética y Ecologia de
Micorrizas a cargo del Dr. Roberto Garibay Origel (Facultad de Biologia de la UNAM) para la

identificacion molecular de las cepas, que fueron aisladas de raices de Vaccinium confertum.

Microcultivos de Riddell

En una caja de Petri esterilizada se colocd un soporte para portaobjetos y sobre éste, el
portaobjetos. Enseguida se extrajo con un sacabocados una fraccion circular de medio EMA y se
coloco sobre el portaobjetos. Con una aguja fina y estéril se tom6 una fraccion de micelio activo
de la cepa purificada y se inocul6 por puncion en cuatro puntos en el medio antes mencionado.
Posteriormente, se colocé el cubreobjetos sobre el medio inoculado, se agregé 10 mL de agua
esterilizada al fondo de la caja de Petri para mantener la humedad del ambiente interno y
favorecer el crecimiento del hongo, se colocé la tapa de la caja de Petri y se deposito en el
cilindro metalico. Una vez que crecieron los hongos de cada preparacion, se obtuvo el cubre
objetos con delicadeza y se coloco sobre un portaobjetos limpio que contiene una gota de azul

tripano; asi mismo, se obtuvo el portaobjetos, del cual se retirdé con suavidad el medio de cultivo,
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y se depositd una gota de azul tripano y enseguida se colocé el cubreobjetos. Las observaciones
de las preparaciones se realizaron en el microscopio éptico a 40X y 60X. Se utilizé la formula
revisandose 180 campos por cada hongo.

Porcentaje de colonizacion = Ndmero de campos colonizados X 100
Numero de campos observados

Inoculacion de Cenococcum geophilum en semillas de Vaccinium corymbosum L.
pregerminadas

Se fraccionaron bayas frescas de arandano azul y con una aguja, se extrajeron las semillas
contenidas en su interior, las cuales se colocaron en un recipiente con agua destilada. Enseguida
se procedidé a desinfectarlas de la siguiente manera. Las semillas se enjuagaron con agua
destilada limpia hasta remover todos los residuos de la fruta; posteriormente, se decanté el agua
y se vaciaron las semillas en un recipiente de vidrio esterilizado en autoclave. Después se aplicd
agua oxigenada al 10% por 15 min, se decant6 y se enjuagd con agua esterilizada, y se agrego
alcohol al 70% por 30 s y se enjuag6 con agua esterilizada. A continuacién, se agregdé NaCl al
20% por 10 min, se decantd y se enjuagd con abundante agua destilada esterilizada durante 10
ocasiones. Se tomaron 100 semillas desinfectadas y se colocaron en cada caja de Petri
esterilizada; se agregd 5 mL de agua esterilizada a cada caja y se incubaron a temperatura
ambiente (27 + 2°C) en oscuridad. Una vez que las semillas comenzaron a germinar, éstas se
inocularon pasandolas suavemente por la superficie de medio de cultivo PDA que contenia al
hongo Cenococcum geophilum, éste fue obtenido del cepario de Microbiologia del Colegio de
Postgraduados. Posteriormente, se colocaron en cajas de plastico con arena de rio esterilizada a
121 °C por 2 h, y se asperj6 agua estéril para humedecer el sustrato. Las cajas de plastico

sembradas e inoculadas se sellaron con un pelicula plastica para evitar la deshidratacion y se
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colocaron en la camara de crecimiento con condiciones de 16 h de fotoperiodo; 200 pmol m? s
de luz blanca, temperatura de 27 + 2°C y humedad relativa de 75%. Después de tres meses de
incubacién se evalud el porcentaje de germinacion y se inocul6 el hongo antes mencionado en

las semillas que mostraron el rompimiento de la testa y la emergencia de la radicula.

Inoculacion de Cenococum geophilum, Leptodontidium orchidicola, y cepas Al y A2 en
plantulas de arandano azul micropropagadas

Para confirmar el estatus micorrizico de los hongos que fueron aislados de raices de
ardndano silvestre, éstos se inocularon en brotes de Vaccinium corymbosum cv Biloxi
previamente enraizados. La inoculacion se realizé un mes después de la induccion de los brotes,
con los cuatro hongos, de acuerdo a la siguiente metodologia. Se obtuvieron brotes de siete
semanas de edad cultivados en medio WPM (Woody Plant Medium) desarrollado por Lloyd y
McCown (1980). EI medio se suplementé con 5 mg de 2iP, se indujo el enraizamiento de los
brotes aplicando polvo enraizador 10,000 mg kg de AIB en la base del brote, y se sembraron en
cajas de plastico con arena de rio esterilizada por 2 h en autoclave a 121°C. Después de un mes
de la induccién, se inoculé con fragmentos de micelio puro obtenido con un pequefio
sacabocados, para lo cual se separ6 la arena que cubre la base de los brotes hasta encontrar las
raicillas y se colocd junto a éstas la fraccion del micelio puro. Enseguida se cubri6 con la misma
arena y una vez inoculadas todas las plantas, se cerraron las cajas de plastico y se colocaron en
una camara de crecimiento en las siguientes condiciones: 16 h de fotoperiodo; 200 pmol m? s
de luz; 25+ 2°C de temperatura. Pasados 120 dias después de la inoculacion se evalud el nUmero

de raices, la longitud de la raiz, el nimero de brotes, la longitud de los brotes y el peso seco total.
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RESULTADOS

Se lograron aislar y purificar 4 cepas las cuales se identificaron por métodos moleculares. La
identificacion de las cepas enviadas al Laboratorio de Sistemética y Ecologia de Micorrizas,
muestra la identidad de la cepas (Cuadro 12); donde, la cepa CF5 tiene 99.8 % de similitud a
Leptodontidium orchidicola, la cepa CFP3 tiene 98.5 % de similitud a Humicola sp., la cepa
CFP5 100% de similitud a Fusarium oxysporum, y la cepa CF4 99.8% de similitud a una especie

desconocida del orden Chaetosphaeriales.

Cuadro 12. Identificacion de las cepas aisladas de Vaccinium confertum por métodos
moleculares.

Cepa Identidad Similitud
CF5 Leptodontidium orchidicola 99.8 %
CFP3 Humicola sp. 98.5%
CFP5 Fusarium oxysporum 100 %
CF4 Especie desconocida del orden 99.8%

Chaetosphaeriales

Las secuencias de ADN obtenidas para los hongos para realizar la identificacién taxondmica se muestran en
el Anexo 1.

Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfologica de las cepas puras, se llevo a cabo mediante la descripcién de
los aspectos fisicos visibles de las cepas en la caja de Petri. Entre los criterios que se registraron,
se considerd el tipo de colonia, su aspecto, consistencia, desarrollo, color y presencia de
pigmento.

La cepa CFb5 tiene aspecto aterciopelado, consistencia seca, desarrollo radial, color negro,
pigmento circunscrito a la colonia (Figura 12A). La cepa CFP3 de aspecto aterciopelado-lanoso,
consistencia seca, desarrollo radial, color blanco-oscuro y pigmento circunscrito a la colonia.

(Figura 12B). La cepa CFP5 de aspecto lanoso, consistencia seca, desarrollo radial, color blanco-

61



rosa y pigmento circuscrito a la colonia (Figura 12C). La cepa CF4 de aspecto aterciopelado,
consistencia seca, desarrollo radial-irregular, color café-claro y pigmento (Figura 12D). La cepa
Al de aspecto aterciopelado, cosistencia seca, desarrollo radial, color negro, y pigmento
circunscito a la colonia (Figura 12E). La cepa A2 de aspecto aterciopelado, consistencia seca,

desarrollo radial, color negro-verdoso, y pigmento circunscrito a la colonia (Figura 12F).

Figura 12. Aislamiento de hongos de raices de Vaccinium confertum. A) Leptodontidium
orchidicola, B) Humicola sp. C) Fusarium oxysporum D) Especie desconocida del orden
Chaetosphaeriales. Cepas oscuras aisladas de Rododendron sp.: E) Al cepa no identificada
y F) A2 cepa no identificada.
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El crecimiento de los hongos aislados de Vacciniucm confertum en medio EMA fue
diferente para cada cepa (Cuadro 13). Fusarium oxysporum mostré mayor velocidad de
crecimiento con un promedio diario de 6 mm, seguido de Humicola sp., el cual crecié 3 mm por
dia. En contraste, Leptodontidium orchidicola, la especie desconocida del orden
Chaetosphaeriales, y los dos hongos oscuros aislados de Rododendron sp., mostraron similar
velocidad de crecimiento, de 1 mm aproximadamente, en promedio (Cuadro 13).

La morfologia de la cepa CF5 ya identificada previamente, se obtuvé mediante
observaciones al microscopio, de las preparacion realizadas por microcultivo Riddell como se

aprecia el anexo 4.

Cuadro 13. Velocidad de crecimiento de hongos aislados de Vaccinium confertum y
Rododendron sp. en medio Extracto de Malta Agar.

Especie Crecimiento diario ~ Crecimiento radial
CF5 Leptodontidium orchidicola* 1.3 mm 20 mm en 15 dias
CFP3  Humicola sp* 3.2mm 19 mm en 6 dias
CFP5  Fusarium oxysporum* 6.3 mm 38 mm en 6 dias
CF4 Chaetosphaeriales* 1.1 mm 45 mm en 42 dias
Al No identificada** 1.1 mm 16 mm en 15 dias
A2 No identificada** 0.9 mm 14 mm en 15 dias

*Aislados de V. confertum

**Aislados de Rododendron sp.
Inoculacion de Cenococcum geophilum en semillas de Vaccinium corymbosum
pregerminadas

Se obtuvo un porcentaje de germinacion de 92%. En las semillas pregerminadas inoculadas
se encontré una clara diferencia significativa influenciada por la inoculacion de Cenococcum

geophilum, la cual mejord en 40% el nimero de raices (Cuadro 14). La altura de la planta
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registré un aumento de poco mas de 1 cm, lo mismo para el peso seco se observd un aumento del
100% por efecto de la inoculacion del hongo (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efecto de la inoculacién de Cenococcum geophilum en el niUmero de raices, y
brotes, altura y peso seco de plantulas de arandano Vaccinium corymbosum, después de 120
dias.

Tratamiento NUm,ero de Numero de brotes  Altura de la planta Peso seco
raices (cm) )
Cenococcum 1046 a la 2.77 a 0.1250 a
geophilum
Testigo 6.58 b la 1.59b 0.0689 b

Medias con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey,
0<0.05).

Inoculacion de Cenococcum geophilum, Leptodontidum orchidicola, las cepas A1 y A2 en

plantulas de arandano azul micropropagadas

Después de cuatro meses de la inoculacion de tres cepas aisladas de V. confertum, o de
Cenococcum geophilum en microestacas enraizadas de V. corymbosum obtenidas mediante
cultivo in vitro, no se observaron efectos parasiticos; es decir, que no se presentd sintomatologia
de patogenicidad sobre las plantulas. Sin embargo, el peso seco total de plantulas inoculadas con
la cepa oscura Al aislada de Rododendron sp., tuvo un efecto adverso en las plantas al reducir en

50 % aproximadamente, la biomasa en comparacion con el testigo (Cuadro 15).

Las raices que no se inocularon se encontraron libres de hifas tanto en su exterior, como en

las células de la epidermis (Figura 13A), que es donde comdnmente se lleva a cabo la asociacion
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de hongos enddfitos con las raices de plantas ericaceas; ademas, no se observaron estructuras

internas fangicas tales como, enrollamientos de hifas o microesclerocios.

Cuadro 15. Efecto de la inoculacion de Leptodontidium orchidicola, Cenococcum geophilum,
las cepas oscuras Al, y A2 de identidad desconocida, en el nimero y longitud de raices,
altura, numero de brotes, niumero de hojas y peso seco de plantulas de ardndano Vaccinium
corymbosum L. cv Biloxi, 120 dias después de la inoculacion.

Tratamientos Numero de Longitud  Alturade Numero de Numero Peso
raices de raices plantula  brotes de hojas seco
(cm) (cm) @
Testigo 6.20 b 1.66 b 3.70b 1.35b 751c 0.45c
CF5 12.37 a 3.10a 7.68 a 1.83a 14.70 a 0.63 b
CcC 12.53a 3.56b 7.67a 1.86a 17.40 a 0.90a
Al 7.33b 1.89b 3.27b 1.46b 9.00c 0.29d
A2 11.23a 3.02a 6.15¢ 1.40b 13.73 b 0.71b

Medias con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey,
0<0.05).

Al observar las raices inoculadas con la cepa CF5 (Leptodontidium orchidicola) se encontro
que en las células de la epidermis se formaron enrrollamientos de hifas, tefiidos con azul tripano
(Figura 13B). También en las células de la epidermis, se observo el desarrollo de hifas que se
bifurcan (Figura 13C), asi como hifas de color café, que se desarrollan en las bifurcaciones de las
raices (Figura 13D).

Por su parte Cenococcum geophilum desarrollé también enrollamientos hifales en las células
de la epidermis (Figura 14B, 14C y 14D), también se observaron hifas que se desarrollan sobre
los apices radicales, las cuales entran a las células de la epidermis (Figura 14A). Mediante las
observaciones realizadas se determind el porcentaje de colonizacion el cual se aprecia en el

anexo 3.
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Figura 11. Aspectos de raices de Vaccinium corymbosum. Testigo sin inocular (A), e
inoculadas con Leptodontidium orchidicola: B) presencia de enrrollamientos de hifas en las
celulas de la epidermis, C) hifas en las celulas de la epidermis, y D) hifas melanizadas en
células de la epidermis, a los 120 dias después de la inoculacion.
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Figura 14. A) Estructuras fungicas de Cenococcum geophilum en la cofia de la raiz de
Vaccinium corymbosum. B), C), D) enrrollamientos de hifas en las células de la epidermis, a
los 120 dias después de la inoculacion.

DISCUSION

Un enddfito de color oscuro fue aislado de Vaccinium confertum HKB, y sometido a pruebas
moleculares para su ubicacion taxonOmica, mediante las cuales se identific6 como
Leptodontidium orchidicola, este es el primer reporte de este hongo con esta planta Ericacea. El

hongo L. orchidicola se asocia con una amplia gama de plantas de diferentes familias, y no tiene

67



hospederos especificos, sus efectos podrian ser considerados desde micorrizicos hasta parasiticos
sobre su hospedante, lo cual depende en gran parte de la cepa y de la especie vegetal con la cual
se asocie (Fernando y Currah, 1996). Leptodontidium orchidicola fue aislado de raices de
Platanthera hyperborea, Corallorhiza maculata, Calypso bulbosa y Coeloglossum viride,
orquideas terrestres, en Alberta Canada, e identificado en 1987 por Currah et al. (1987) como
una especie nueva. Este hongo se caracteriza por presentar conidios laterales, sésiles y piriformes
que surgen de una hifa fértil no diferenciada; sin embargo, no formé los tipicos pelotones, y su

presencia como endofito en orquideas aun no esta bien entendida (Currah et al. 1987).

La identidad de Leptodontidium orchidicola ha sido varias veces analizada, De Hoog, fue el
primero en ubicarlo en el género Leptodontium en 1977, y lo renombrd Leptodontidium en 1979
(De Hoog, 1977, 1979). Currah et al. (1987) lo caracterizaron morfolégicamente como
Leptodontidium orchidicola dandole ese nombre a la especie porque fue aislado de varias
orquideas terrestres; aun asi, el nombre fue dado con algunas dudas por la dificil observacién de
la conidiogénesis, la cual es necesaria para la clasificacion taxonémica. Por otra parte, dos cepas
de L. orchidicola fueron aisladas de raices de Pedicularis bracteosa (Orobanchaceae) y de
Betula platyphylla var. japonica (Betulaceae), e identificadas por métodos moleculares por Hou
y Guo (2009), ademas se probo el estatus micorrizico confirmando la formacion de pelotones en
Dendrobium nobile (Orquidaceae). En el presente estudio, L. orchidicola crecié 2 cm en 15 dias
con una tasa de crecimiento diario de 1.33 mm, en medio EMA 2%, lo que difiere del
aislamiento original en el que en medio PDA, este hongo mostré un crecimiento diario de 3.9
mm (Currah et al. 1987), lo cual posiblemente se deba a que el medio EMA es méas pobre en

fuente de carbono en comparacion con el PDA. Ademas, L. orchidicola fue capaz de asociarse
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con raices de Vaccinium corymbosum cv. Biloxi, desarrollando enrollamientos hifales tipicos de
la micorriza ericoide en las células de la epidermis. El presente trabajo es el primero en describir
el aislamiento de L. orchidicola a partir de V. confertum, y sobre todo de establecer la simbiosis

con raices de V. corymbosum.

En esta investigacion, L. orchidicola increment6 de forma importante el numero y la
longitud de raices de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi, en condiciones controladas; asi
mismo, incrementd el numero y la longitud de los brotes, y la biomasa vegetal. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Fernando y Currah (1996) en el que L. orchidicola aumentd la
longitud de la raiz de Salix glauca (Salicaceae) en un experimento en condiciones axénicas.
También, L. orchidicola forma una simbiosis con raices de Potentilla fruticosa (Rosaceae),
Dryas octopetala (Rosaceae), y Picea glauca (Pinaceae) que podrian considerarse micorrizicas
(Fernando y Currah, 1996); sin embargo, en ese mismo trabajo, un aislamiento de ese mismo

hongo disminuyd el crecimiento en P. fruticosa, pero sin mostrar sintomas de patogenicidad.

Cenococcum geophilum (Gloniaceae, Dothideomycetes, Mytilinidiales) reclasificado por
Spatafora et al. (2016), es un hongo ectomicorrizico omnipresente (Trappe 1964; Obase et al.
2014), y se ha encontrado en raices de Vaccinium oldhamii Mig. en Japon (Takashi et al. 2016).
Un aislamiento de este hongo del cepario de Microbiologia del Colegio de Postgraduados fue
inoculado en plantas de Arandano azul cv. Biloxi, obtenidas por cultivo in vitro, y en el presente
trabajo este hongo formo enrollamientos hifales en las células de la epidermis de las raices finas
de V. corymbosum. Este es el primer reporte que menciona la asociacion de este hongo con

Ericaceas. La habilidad de C. geophilum de asociarse con diversos hospederos lefiosos, incluye a
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plantas gimnospermas como especies de la familia Pinaceae, y angiospermas pertenecientes a las
familias Betulaceae, Fagaceae, y Salicaceae (Trappe 1962). En esta investigacion se encontrd
que C. geophilum, hongo que frecuentemente forma ectomicorriza con plantas de la familia
Pinaceae, se asocia con Vaccinium corymbosum (Ericaceae); resultados que coinciden con los
reportados por Villareal-Ruiz et al. (2012), los cuales encontraron que hongos ectomicorrizicos
como Laccaria bicolor, Lactarius musteus, Suillus variegatus y Tomentellopsis submollis fueron
capaces de colonizar raices de Vaccinium myrtillus, V. vitis-idaea, V. macrocarpon y Calluna

vulgaris un experimento in vitro utilizando un medio de cultivo pobre en fuente de carbono.

Otro de los aislamientos obtenidos de Vaccinium confertum fue Humicola sp. En este género
fangico existen especies como Humicola phialophoroides, el cual es capaz de producir
sustancias que activan la resistencia contra Phytophthora capsici en plantas de chile (Wen-
Hsiung et al. 2011); asi como, Humicola insolens Y1 con potencial para la aplicacién en la
industria por producir B-1,4-Glucanasa termoestable la cual podria ser util en la industria textil y
cervecera (Xu et al. 2015). Por lo anterior, este hongo podria tener potencial para el control
biolégico de enfermedades en plantas (Ching-Hui et al. 2014), asi como posibles usos

industriales.

También se logré aislar de Vaccinium confertum en medio PDA, un hongo de color café-
claro identificado como una especie desconocida que pertenece al orden Chaetosphaeriales, y
aun se desconoce el estatus que guarda con esta Ericacea. Este orden fungico comprende a las
familias Chaetosphaeriaceae, Helminthosphaeriaceae y Pleurotremataceae, en las que se ubican

especies saprofitas, patogenas y endofitas (Maharachchikumbura et al. 2016).
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Los microorganismos enddfitos incluyendo hongos y bacterias, pueden ser simbidticos que
conviven con tejidos u 6rganos de las plantas y no causan obvios o visibles sintomas de infeccion
(Stone et al. 2000). Estos endofitos se distribuyen en todas las plantas que crecen en condiciones
naturales (Arnold, 2007). Esta es la razon por la que un aislamiento fangico que fue identificado
como Fusarium oxysporum en esta investigacion, por métodos moleculares obtenido a partir de
raices desinfectadas de V. confertum. El género Fusarium corresponde a hongos del suelo bien
descritos (Gordon y Martyn, 1997). Asi, los aislamientos de este género han sido reportados
como endofitos en raices de Dendropanax arboreus (Ramos-Garza et al. 2016). Existen trabajos
en los que se indica que la inoculacion de la cepa Fusarium sp. CXC-13 en Vitis vinifera mejora
las cualidades organolépticas de esta fruta (Ming-Shi et al. 2016); sin embargo, hace falta hacer
el estudio de re-inoculacion de este hongo con V. confertum y con otras ericiceas para probar el
estatus que guarda con plantas de esta familia ya que la mayoria de los hongos de este género

aislados de raices de plantas son patdgenos (Lecomte et al. 2016).

CONCLUSIONES

Los aislamientos fangicos obtenidos a partir de raices de Vaccinium confertum, fueron
identificados por métodos moleculares como Leptodontidium orchidicola, Humicola sp.,
Fusarium oxysporum y una cepa oscura no identificada del orden Chaetosphaeriales. Ademas, se

aisalaron dos cepas oscuras (Al y A2) no identificadas a partir de raices de Rododendron sp.
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Bajo condiciones controladas, Leptodontidium orchidicola es capaz de asociarse con raices
de Vaccinium corymbosum, obtenidas por técnicas de cultivo in vitro, desarrollando
enrollamientos hifales tipicos de la micorriza ericoide en las células de la epidermis.

Leptodontidium orchidicola promueve el crecimiento radical y vegetativo de arandano azul,
asi como la acumulacién de biomasa, lo que denota un potencial biotecnoldgico, de este hongo

en la propagacion de plantas de arandano en vivero.

Cenococcum geophilum fue capaz de asociarse con arandano azul (Vaccinium corymbosum
L.) cv. Biloxi, obtenidas por técnicas de cultivo in vitro, desarrollando enrollamientos hifales en
las células de la epidermis. Ademas, este hongo también promovi6 el crecimiento radical y

vegetativo de las plantulas.
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CAPITULO 3
CONCLUSIONES GENERALES
El protocolo de micropropagacion de arandano azul (Vaccinium corymbosum L.) cv Biloxi
obtenido en esta investigacion, es una herramienta que aporta informacion importante para el
area de produccion masiva de plantulas en vivero, ya que de ejecutarse se puede potencialmente

obtener diez millones de plantulas con alta calidad fitosanitaria en un afio.

El uso de 2iP como regulador del crecimiento para la multiplicacion de brotes de arandano
azul cv. Biloxi, a partir de yemas axilares, fue un factor fundamental en la propagacién in vitro
de esta planta, ya que produjo abundantes brotes, que al ser fraccionados (disectados en
microestacas) dan lugar a un nidmero importante de microestacas, todas con calidad para el

enraizamiento.

Se logré con éxito el enraizamiento de microestacas de ardndano azul, para lo cual fue
necesaria la induccién con una dosis alta de Radix 1000 aplicada en la base del brote, logrando
un porcentaje de 92 %. Sin embargo, el AIB grado reactivo aplicado en 10 g L, increment6

signifcativamente el porciento de enraizamiento (100%).

El uso de las cajas plasticas para el enraizamiento y aclimatacion de plantulas de arandano
azul es una herramienta que cumple dos objetivos; ya que, al mismo tiempo se enraizan brotes, y
se aclimatan las plantulas enraizadas de forma eficiente en el mismo recipiente. Lo anterior
ahorra la preparacion y el costo de medio de cultivo para enraizamiento, Asi como el trabajo de

la transferencia de las plantulas enraizadas in vitro a una camara de aclimatacion.
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Este es el primer estudio sobre la diversidad de hongos endofitos en raices de arandano
silvestre Vaccinium confertum, en el que se encontr6 a Lepodontidium orchididola, Humicola
sp., Fusarium oxysporum, y una especie desconocida del orden Chaetosphaeriales. Ademas de
estos hongos se obtuvieron otras dos cepas de hongos oscuros, aisladas de Rododendron sp. que

alin no han sido identificadas.

Leptodontidium orchidicola tiene potencial biotecnoldgico, para usarse en la fase de
aclimatacién ya que promovio el crecimiento radical y vegetativo de arandano azul (Vaccinium
corymbosum L. cv. Biloxi). Para Humicola sp., la especie desconocida del orden
Chaetosphaeriales, y Fusarium oxysporum, hace falta un estudio que analice sus efectos en esta

Ericécea.

De los hongos que se aislaron de V. confertum, se identificd por métodos moleculares las
cepas CF1 y CF5 como Leptodontidium orchidicola, el cual mostr6 la capacidad de formar
enrollamientos hifales tipicos de la micorriza ericoide, en las células de la epidermis de raices de

arandano azul, en condiciones controladas usando arena de rio estéril como sustrato.

Este es el primer estudio en el que Leptodontidium orchidicola, aislado de Vaccinium

confertum HKB e inoculado en V. corymbosum L., mostro la capacidad de formar enrollamientos

74



hifales tipicos de la micorriza ericoide en las células de la epidermis; asi mismo, favorece el

crecimiento radical y vegetativo de plantas de arandano azul micropropagadas.

Se encontrd que Cenococcum geophilum, un hongo comun por formar ectomicorriza con
plantas de la familia Pinaceae, se asocia con raices de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi
(Ericacaceae), en condiciones controladas. Este hongo desarrollé enrollamientos hifales tipicos
de la micorriza ericoide en las células de la epidermis. Cenococcum geophillum ademas de
asociarse con V. corymbosum, favorecid el crecimiento radical y vegetativo; por lo que, existe un
potencial biotecnoldgico que este hongo puede aportar en la produccién masiva de plantas, que
podria aprovecharse en la fase de enraizamiento ex vitro, para inducir mayor crecimiento en las
plantulas. Este es el primer reporte en el que este hongo forma estructuras tipicas de la micorriza

ericoide, asociado con V. corymbosum.

Se encontr6é también a un hongo oscuro no identificado (A2), aislado de Rododendron sp.
fue capaz de promover el crecimiento de V. corymbosum; sin embargo, el estatus que guarda con
esta planta ain no es conocido, por lo que hace falta un estudio de re-inoculacion para conocer la

relacion entre este enddéfito con plantas ericaceas.
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ANEXO 1

Secuencias obtenidas al introducir el adn fingico al secuenciador, de las cepas aisladas de
Vaccinium confertum HBK.

Cf1 (Leptodontidium orchidicola)

TAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTAAAAAAATTAGGGGTTGCTGGCAAGTAGACCTACCGGAC
TCAATCGCGAGGAGTATTACTACGCGTAGAGCCGACAGGCACCGCCACTGATTTTAGGGGCCGCGAAAGCGCGAACCCCA
ATACCAAGCGAGAGCTTGAGTGGTTATAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAAC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTATATAGTACTCAGACATCACTAAAAACAAGAGTTGGGGTCCTCTGGCG
GGCACTCAACAGCCGAAGCCGCTGGCACGAGGCGGCCCGCCAAAGCAACAAAGGTAGTTTATTCAAGGGTGGAGTTCAGG
ACCGAGCTTCTCCGAGAGGCCCGACGACTCTAAACCCTACGGGAGTAGGGTAGCCCCGGGAGCGAGCTCCGCGGGCGCTG
TCTATCCTTTGCTCTAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAA

Cf4 (Chaethosphaeriales no identificado)
TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCACTTAGAAAGTTGGGGGTTTTACGGCCGGAG
CGCGCGCCGGACCAGAACGAGAAAGCATTACTGCGCTCGGTTCCGGGGCGCGCCCGCCGCTGTCTTTGGGAGCCTGCGCT
GCGCAGGGCTCCAACGCCAGGCGGGGCCTGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAGTGCTGGLCGGGL
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTCGTTTATAGTCTGCTCGGAGATGCCAACGTTACAGAGACA
GAGTTTAGGGGCCGCCGGCGGGCTGGAGCGCACCGGAGCGCCCGAAGACGCGCCCGGAGCACCCGCCGAGGCAACGGGTT
GTAGGTAAGTTCACAATGGTTTACGGGAGTCTTGCGAGTCCTGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTG
TTACGACTTTTACTTCCTCTA

Cf5N (Leptodontidium orchidicola)

ATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGAC
GATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTAA
CGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGC
AATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGA
TGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTT
TAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGG
TTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTC

CfP3 (Humicola sp.)

TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTCTTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGGGTAAATAAGGCTTTTAACGGCCGGAACC
CGCAGCACGTCCAGAGCGAGATGTATTACTACGCTCGGAGTGACAGCGAGCCCGCCACTGCATTTCAGGGCCTGCGGCAG
CCGCAGGTCCCCAACACAAGCCGGGGGCTTGATGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGG
CGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTTATTCAGTACAGAAGACTCAGAGAGGCCATACAATTCAA
TAGTTTGGTTTACCTCCGGCGGGCGCCCGCGAGGGCCGGGGGGCGCCGGGAGTGACCCGGGCCGCCCGCCGAAGCAACGG
TTTTGGTAACGTTCACAATGGTTTGGGAGTTTTGCAACTCTGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGT
TACGACTTTTACTTCCTCTA

CfP5 (Fusarium oxysporum)

TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCG
ACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATT
AACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAG
TTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGG
GGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCC
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ANEXO 2

Efecto de la inoculacion de las cepas CC, CF5, Al y A2 en plantulas de arandano azul
micropropagadas.

g
i .
3

Figura 15. Aspecto de las plantulas de arandano azul (Vaccinium corymbosum L.) cv Biloxi,
después de 120 dias de la inoculacién con los hongos Leptodontidium orchidicola (E y F),
Cenococcum geophilum (A) y las cepas oscuras Al (B), y A2 (C).
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ANEXO 3

Porcentaje de colonizacion de raices de arandano azul, 120 dias después de la inoculacién con

Cenococum geophilum, Leptodontidium orchidicola, y las cepas oscuras A1y A2.

Cepa Porcentaje de Porcentaje de campos
campos con enrollaminetos

colonizados hifales

Leptodontidium 82 18

orchidicola*

Cenoc_occum e 76 39

geophilum

Al*** O

AZ*** O

Testigo 0

*Aislada de Vaccinium confertum

** Obtenida del cepario de Microbiologia del CP.

*** Aisladas de Rododendron sp.
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ANEXO 4

Morfologia de Leptodontidium orchidicola observada mediante microcultivo de Riddell

Hifas setadas con bifucaciones casi en 90° (A), hifasseptdaé hinchadas
hifas septadas en la que se observan anastomosis (D).

"X ,( é
(ByC),
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