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INTERACCION DE Azospirillum brasilense (TARRAND,
KRIEG & DOBEREINER) Y HONGOS MICORRICICOS
DEL SUELO EN Helianthus tuberosus L. Y Smallanthus
sonchifolius [POEPPIG & ENDLICHER) H. ROBINSON]

RESUMEN

El objetivo general de esta tesis fue determinar la interaccion de Azospirillum
brasilense y hongos micorricicos sobre Helianthus tuberosus (topinambur) y Smallanthus
sonchifolius (yacon), por lo cual se realizaron estudios con enfoque sistémico, evaluando
los elementos interrelacionados. Plantas de ambas especies fueron cultivadas para las
investigaciones en el Valle Central de la Provincia de Catamarca y no se pudo determinar
si existe naturalmente wuna simbiosis mutualista con bacterias autéctonas
endorrizosféricas del género Azospirillum. Sin embargo, se pudieron establecer otras
interacciones que ocurren naturalmente entre plantas de topinambur y yacon con bacterias
endorrizosféricas fijadoras libres del nitrégeno atmosférico del género Pseudomonas. Se
determind la presencia de micorrizas en topinambur y yacdn, interacciones que ocurren
naturalmente con hongos nativos del suelo. Se describi6é y cuantificé la asociacion
micorricica en seis especies forrajeras cultivadas en el Valle Central de Catamarca, las
cuales se pueden considerar como plantas trampa y multiplicadoras de hongos
micorricicos. Mediante experimentos en inverndculo y en campo, se determiné que la
coinoculaciéon de A. brasilense y hongos micorricicos nativos en el momento de la
implantacién de los cultivos de topinambur y yacén, mejoro el crecimiento de las plantas
e incrementd su productividad. Lo que sugiere que se establecieron interacciones
benéficas consistentes entre A. brasilense y hongos micorricicos nativos sobre H.
tuberosus 'y S. sonchifolius. Se determiné el potencial biotecnolégico de los
microorganismos estudiados para la formulacién de biofertilizantes para cultivos de

regiones dridas y semidridas.



INTERACTION OF Azospirillum brasilense (TARRAND,
KRIEG & DOBEREINER) AND Mycorrhizal fungi of the soil
in Helianthus tuberosus L. AND Smallanthus sonchifolius
[(POEPPIG & ENDLICHER) H. ROBINSON]

ABSTRACT

The general objective of this thesis was to determine the interaction of Azospirillum
brasilense and mycorrhizal fungi on Helianthus tuberosus (topinambur) and Smallanthus
sonchifolius (yacon), for which studies with a systemic approach were carried out,
evaluating the interrelated elements. Plants from both species were grown to conduct this
research in the Central Valley of the Province of Catamarca and the possibility of a
naturally occurring mutually beneficial symbiosis with native endorhizosphere bacteria
of the genus Azospirillum could not be determited. However, other naturally occurring
interactions between topinambur and yacon plants with endorhizosphere fixing bacteria
free from the atmospheric nitrogen of the genus Pseudomonas could be established. The
presence of mycorrhizae in topinambur and yacén plants was determined, interactions
naturally occurring in native soil fungi. The mycorrhizal association was described and
quantified in six forage species cultivated in the Central Valley of Catamarca, which can
be considered trap plants and multipliers of mycorrhizal fungi. Through greenhouse and
field experiments, it was determined that the coinoculation of A. brasilense and native
mycorrhizal fungi at the time of implantation of topinambur and yacén crops, improved
plant growth and increased their productivity. This suggests that consistent beneficial
interactions between A. brasilense and native mycorrhizal fungi on H. tuberosus and S.
sonchifolius were established. The biotechnological potential of the studied
microorganisms for the formulation of biofertilizers for crops in arid and semi-arid

regions was determined.
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INTERACCION DE Azospirillum brasilense (TARRAND,
KRIEG & DOBEREINER) Y HONGOS MICORRICICOS
DEL SUELO EN Helianthus tuberosus L. Y Smallanthus
sonchifolius [POEPPIG & ENDLICHER) H. ROBINSON]

INTRODUCCION GENERAL

El continuo incremento de la poblacién mundial, la reduccidén progresiva de la
superficie cultivable por causa del avance de las urbanizaciones, la erosion del suelo y la
contaminacion de los suelos por acumulacion de productos téxicos, son aspectos que
hacen imprescindibles la aplicacién de estrategias y biotecnologias con el objetivo de
aumentar la productividad de los cultivos. Entre ellas, se destacan la utilizacién de nuevos
cultivares de especies vegetales, variedades mds productivas, mejor adaptadas al
ambiente, con mayor resistencia a fitopatégenos y plagas; y el uso de microorganismos

del suelo que promuevan el crecimiento de las plantas.

Debido al conocimiento de la contribucién de los microorganismos del suelo en la
promocion del crecimiento de las plantas, se considera de interés recurrir a la utilizacién
de éstos en cultivos de importancia econémica de la regioén. Entre estos microorganismos
se encuentran las llamadas PGPR, rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas, que facilitan el crecimiento de los vegetales ya sea directamente por la provision
de nitrégeno, fésforo y minerales esenciales o por la biosintesis y regulacién de niveles
hormonales, o indirectamente por la disminucién de los efectos inhibidores de diversos
fitopatdgenos y el desarrollo en formas de agentes de control bioldgico. Todo esto por su
capacidad de fijacién bioldgica del nitrégeno atmosférico, el aumento de la actividad
nitrato reductasa cuando crecen endofiticamente en las plantas, la producciéon de
hormonas, tales como auxinas, citoquininas, giberelinas, de etileno y una variedad de
otras moléculas, la solubilidad de fosfato, por favorecer a las asociaciones de micorrizas
que son beneficiosas para las plantas y pueden actuar indirectamente en el crecimiento al
proteger a las plantas de bacterias y hongos fitopatogenos del suelo (Perrig et al., 2007,
Cassan & Garcia Salamone, 2008; Reis Janior et al., 2008; Diaz-Zorita & Fernandez-

Caniggia, 2009; Hungria, 2011; Piccinin Gleberson et al., 2013; Ahemad & Kibret, 2014).




Por ello, el tema de investigacién tiene como principal objetivo contribuir al
conocimiento de los cultivos de topinambur (Helianthus tuberosus) y yacén (Smallanthus
sonchifolius) a fin de mejorar el crecimiento, desarrollo y produccién por
microorganismos del género Azospirillum y hongos micorricicos para la nutricién y
defensa de fitopatdgenos mediante el aislamiento, seleccion, inoculacién y evaluacion de
estos microorganismos del suelo como promotores del crecimiento de las plantas y la
potencialidad de los mismos al ser incorporados en la actividad productiva. Este estudio
tendrd la ventaja de contar con pricticas no contaminantes del ambiente y que al mismo
tiempo se encuentren en equilibrio con las condiciones ecoldgicas de las regiones aridas

y semidridas propias de la provincia de Catamarca.

I. ANTECEDENTES
I.1. LOS MICROORGANISMOS

I.1.1. La bacteria: Azospirillum

Azospirillum es un género de bacterias que pertenece a la subclase alfa de las
proteobacterias, identificindose a Azospirillum lipoferum como la especie tipo. Sus
caracteristicas tipicas son:la forma vibrioide, el pleomorfismoy la movilidad en
espiral. Contienen sus células cantidades elevadas, hasta el 50% del peso seco celular, de
poli-beta-hidroxibutirato, observdndose microscpicamente como granulos refringentes
en las células jovenes. Los cultivos viejos presentan frecuentemente células refringentes

de forma ovoide y paredes gruesas, semejantes a quistes (Caballero Mellado, 2002).

La utilizacién de microorganismos promotores del crecimiento vegetal ha sido
investigada durante muchos afios, siendo el género Azospirillum uno de los més
destacados, debido fundamentalmente a su capacidad de producir una amplia gama de
metabolitos activos tales como dcido indol acético, citoquininas, giberelinas y sider6foros
(Caballero Mellado, 2002; Bashan et al., 2007), que influyen positivamente sobre el
crecimiento y desarrollo saludable de las plantas. Se lo considera al Azospirillum sp. como
PGPRs, es decir “Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal” (por sus siglas en
inglés que significa Plant Growth Promoting Rizobacteria) o “Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal” (MPCV), no especificos proporcionando variadas
contribuciones a la mejora del crecimiento y la productividad en muchas especies de
cultivos agricolas (Diaz-Zorita & Fernandez-Caniggia, 2009; Hungria, 2011; Pernasetti

& Di Barbaro, 2012; Pereira et al., 2020).




La practica de la inoculacién con bacterias rizosféricas puede aportar diferentes
beneficios a los cultivos desde el momento de la germinacién y en los estados de su
desarrollo posterior (Di Barbaro et al., 2012; Pernasetti & Di Barbaro, 2012).
Azospirillum, es una rizobacteria considerada promotora del crecimiento vegetal por su
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, producir reguladores del crecimiento vegetal y
el mayor desarrollo de raices, lo cual puede implicar otros efectos tales como incrementos
la mayor absorcién de agua y nutrientes, mayor tolerancia al estrés, tales como salinidad
y sequia, que resultan en una planta mas vigorosa y productiva (Caballero Mellado, 2002;
Bashan et al., 2007; Hungria, 2011; Pereira et al., 2020). Probablemente por el mayor
crecimiento de raices y una mejor nutriciéon de las plantas haya un aumento de la
tolerancia a los agentes fitopatégenos (Correa et al., 2008; Hungria, 2011; El_Komy et
al., 2020) y por mejorar la expresion génica de resistencia a la enfermedad de los genes

relacionados con la defensa (Galindo et al., 2019; Boyd Lade et al., 2019).

Se conoce que esta bacteria, inoculada en semillas de cereales, aumenta el
porcentaje de germinacién y de biomasa (Bellone, 1997; Scott et al., 2020), debido a que
produce sustancias promotoras que estimulan el crecimiento radical, lo que permite que
el potencial de absorcién de nutrientes y agua se eleve, beneficio que, en el caso de
cultivos de zonas dridas y semidridas, constituye una ventaja ain mayor (Bashan et al.,

2007).

Diaz-Zorita y Ferndndez-Caniggia (2009) cuantificaron la productividad de trigo
(Triticum aestivum L.) inoculado con Azospirillum brasilense (cepa INTA Az-39) en
condiciones normales de cultivo de secano en localidades de la regién pampeana
Argentina, y determinaron que las plantas inoculadas mostraron un crecimiento
vegetativo mds vigoroso, con mayor nimero y rendimiento de granos. En Brasil, Piccinin
Gleberson et al. (2013) experimentaron con inoculantes liquidos y de turba, y evaluaron
la eficiencia de la inoculacion de semillas con A. brasilense en el comportamiento
agronomico y rendimiento de trigo. En el momento de la cosecha evaluaron el nimero de
granos por espigas, peso de granos y rendimiento, y concluyeron que A. brasilense es
eficiente en la fijacion de nitrégeno y que el rendimiento estd influenciado positivamente
por la fertilizacion nitrogenada asociada con la inoculacién, independientemente del tipo

de inoculante.

Ademais de las investigaciones sobre la eficiencia de Azospirillum en la promocién

del crecimiento de las plantas en diferentes condiciones de cultivo, se estudia también la
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compatibilidad de su inoculacién con otros microorganismos PGPR en diversos cultivos
(Heidari & Golpayegani, 2012; Garcia de Salamone et al., 2012; Hungria et al., 2013;
Berqué Marks, 2013; Ali et al., 2019; Pereira et al., 2020), la influencia del genotipo de
la planta, las sustancias generadas en las plantas inoculadas y su impacto sobre las
comunidades microbianas del suelo (D’Angioli et al., 2017; Mendez-Gomez et al., 2020;

Asghari et al., 2020).

Garcia de Salamone et al. (2012) midieron la respuesta de tres cultivares de arroz
en condiciones de campo inoculados con una formulacion comercial de A. brasilense y
Pseudomonas fluorescens y evaluaron mediante analisis moleculares la influencia sobre
las comunidades microbianas del suelo; y concluyeron que la inoculacién combinada con
A. brasilense y P. fluorescens aument6 la produccion de biomasa aérea y el rendimiento
de grano en los tres cultivares de arroz y no generaron un impacto significativo sobre las

comunidades microbianas del suelo.

Son numerosas las investigaciones de inoculaciones bipartitas con Azospirillum y
rizobios sobre plantas leguminosas con el objetivo de estudiar una estrategia para mejorar
la sostenibilidad de la produccion agricola e incluso ponen de relieve el potencial
biotecnolégico de metabolitos secundarios de rizobios junto con inoculantes que
contienen rizobios y A. brasilense para mejorar el crecimiento y rendimiento de los
cultivos de leguminosas y de cereales como el maiz (Hungria et al., 2013; Berqué Marks,

2013; Moretti et al., 2019; Naoe et al., 2020).

También hay estudios que determinan que las variaciones genotipicas de la bacteria
y Azospirillum no influye sobre su capacidad de promover el crecimiento de las plantas
(Volfson et al., 2013), como asi también las variaciones fenotipicas de las colonias de
diferentes cepas de Azospirillum brasilense en medios de cultivo (Reem Brenholtz et al.,

2017).

La combinacion de la fertilizacion con nitrégeno y la inoculacidn con Azospirillum
puede asegurar una mayor absorcion de nutrientes y asi aumentar el rendimiento de los
cultivos. Ferreira et al. (2013) evaluaron la respuesta del cultivo de maiz a la inoculacién
con A. brasilense y la fertilizacién con macronutrientes y micronutrientes realizando
experimentos en invernadero y en condiciones de campo, en suelos arcillosos y arenosos.
Obtuvieron diferentes respuestas, desde aumentos significativos de los pardmetros de

crecimiento y rendimiento evaluados con la inoculacion de A. brasilense en comparacion




con el tratamiento control y fertilizados; mientras que en suelos arenosos y en condiciones
de invernadero no hubo diferencias entre los tratamientos. Determinaron que la
inoculacién con A. brasilense dio un rendimiento comparable al tratamiento fertilizado;
que la combinacion de A. brasilense y fertilizante increment6 un 29 % la produccion de
granos; ademds concluyeron que la respuesta a la inoculacion y la fertilizaciéon fue
dependiente del tipo de suelo en condiciones de invernadero. Existen estudios sobre la
aplicacién en plantas para reforestacion de la combinacion de A. brasilense con residuo
orgénico se obtenian mejores resultados en el crecimiento y establecimiento de las plantas
y un efecto aditivo de mejora de la calidad bioquimica y microbioldgica de los suelos, en
comparacion con la aplicacién independiente del inéculo microbiano y el residuo
orgénico (Schoebitz et al., 2014). En esta linea de estudio, se determind un ahorro de
fertilizante nitrogenado con la inoculacién con A. brasilense lo que hizo que sea una
tecnologia econdémicamente viable por la disminucién de los fertilizantes quimicos
necesarios, lo cual mejor6 el contenido de nitrégeno y contrarresté los efectos de la
salinidad y aumentaron la tolerancia a la salinidad de plantas (Alamri & Mostafa, 2009;

Hungria, 2011; Haji Nia Somayeb et al., 2012).

Algunas investigaciones dentro del campo de la biologia molecular, tienen por
objetivo determinar las sustancias generadas en plantas inoculadas con A. brasilense, se
han logrado determinar proteinas que se acumulan solo en pldntulas de maiz como
respuesta a la inoculaciéon (Cangahuala-Inocente et al., 2013); como asi también
determinar las moléculas biosintesizadas por A. brasilense y de las que influyen en su
comportamiento (Borisov et al., 2009; Schelud ko et al., 2009; Boyko et al., 2011; Cui
etal.,2011; Li Huamin et al., 2011; Wu et al., 2011; Romero Osorio, 2012; Santos et al.,
2017).

Larraburu er al. (2016) estudiaron los cambios en los niveles enzimaticos
producidos durante la rizogénesis in vitro del lapacho rosado (Handroanthus
impetiginosus) por la inoculacion con A. brasilense, y determinaron el efecto significativo
de la interaccidn triple entre la composicidon del medio de cultivo, la concentracién de
auxinas y la bacterizacion en las actividades de enzimas antioxidantes, y analizaron el
papel de A. brasilense en el enraizamiento y el estrés in vitro. Las determinaciones
bioquimicas realizadas en este estudio contribuyen a una mejor comprension de como la
induccion de auxinas, los medios de cultivo y la inoculacion de PGPR afectan la fisiologia

de las plantas lefiosas.




Lineas de investigacion que se llevan a cabo actualmente tienen como objetivo
estudiar la diversidad de nuevos aislados de A. brasilense y seleccionar bacterias de
acuerdo con la capacidad de promocién del crecimiento de las plantas, desde nativas
forrajeras (Souza et al., 2017), cereales (Santos et al., 2017; Garcia et al., 2017; Ribaudo
et al., 2017; Alvarez et al., 2019; dos Santos Junior et al., 2019; Galindo et al., 2019;
Skonieski et al., 2019; Galindo et al., 2020; Scott et al., 2020), frutales (Koyama et al.,
2019), microplantas (Evseeva et al., 2019), como asi también la capacidad de promover
el crecimiento de microalgas (Ramos-Ibarra et al., 2019; Lopez et al., 2019; Pagnussat et

al., 2020).

Otras de las lineas de trabajo estudian los mecanismos y moléculas involucradas en
el establecimiento de la interaccidon planta-microorganismo. En estudios recientes de
genética molecular mediante técnicas de inmunomicroscopica determinaron las proteinas
de la superficie celular involucradas en el establecimiento de la interaccion planta-A.

brasilense (Shirokova et al., 2017).

I.1.2. Los hongos micorricicos

Las micorrizas son asociaciones mutualistas entre hongos del suelo y raices de
plantas superiores (Blanco & Salas, 1997; Brundrett, 2009). Como en otras relaciones
simbidticas, ambos participantes obtienen beneficios. Estos hongos dependen de la planta
para el suministro de energia, hidratos de carbono y vitaminas, que el hongo por si mismo
es incapaz de sintetizar mientras que la planta lo puede hacer gracias a la fotosintesis y
otras reacciones internas. A la vez ellas entregan a la planta nutrientes minerales,
especialmente los poco méviles como fésforo y agua (Kirk, et al. 2001; Selosse et al.,
2006; Harrison, 2005; Wang & Qiu, 2006). Ademds, los hongos les imparten a las plantas
otros beneficios como: estimulacion de sustancias reguladoras de crecimiento,
incremento de la tasa fotosintética, ajustes osmoticos cuando hay sequia, aumento de la
fijacion de nitrégeno por bacterias simbidticas o asociadas, incremento de resistencia a
plagas y enfermedades, tolerancia a estrés ambiental, mejoramiento de la agregacion del
sueloy mediacién en muchas interacciones de la microflora y microfauna que ocurren en
rizosfera (Blanco & Salas, 1997). Es decir, que las asociaciones de micorrizas son el
resultado de tres vias interactivas entre hongos micorricicos, las plantas y el medio
ambiente o condiciones del suelo donde prosperan (Sanchez de Prager, 2007; Brundrett,

2009).




Los factores que pueden influir en la aparicién y la eficacia de las asociaciones de
micorrizas incluyen: las propiedades de las raices, los factores edaficos y climaticos, los
organismos del suelo, la perturbacién del suelo y la compatibilidad planta - hongo
(Brundrett, 2009). Por lo que su estudio es complejo ya que implica a la planta, el medio
ambiente y al hongo. Se debe conocer: fenologia de las micorrizas, factores responsables
de la mayor o menor dependencia micorricica en las plantas hospederas (grados de
micotrofia), el papel de las hifas en el suelo, la competencia por los nutrientes entre las
plantas micorrizadas y no micorrizadas, y las interacciones micorricicas que implican la
contaminacién y otros factores de estrés, la rizésfera, las propiedades del suelo y

alelopatia (Brundrett, 2009).

Las micorrizas se han clasificado en base a su estructura, morfologia y modo de
infeccion (Blanco & Salas, 1997; Sanchez de Prager, 2007). Se reconocen al menos siete
tipos diferentes de las asociaciones micorricicas que implican distintos grupos de hongos
y de plantas hospederas, y con diferentes patrones morfolégicos (Peterson er al., 2004;
Brundrett, 2009). Las asociaciones mas comunes son: micorrizas vesiculo-arbusculares
(MAYV) en la que los hongos pertenecientes al Phylum Glomeromycota producen
arbusculos, hifas y, algunos de ellos, vesiculas inter e intracelulares en la corteza de la
raiz; las ectomicorrizas (ECM) donde hongos pertenecientes a los Phylum Basidiomycota
y Ascomycota forman una capa de hifas, mds o menos compacta por encima de la
superficie de la raiz, llamada manto, vaina o manguito y las hifas que penetran
intercelularmente en las primeras capas de células radicales, forman lo que se conoce
como red de Hartig (Peterson et al., 2004). Las micorrizas Orquidioides o micorrizas de
ovillo, se caracterizan por formar enrollamientos de hifas, llamados ovillos intracelulares
y se distribuyen en el velamen (capa esponjosa de la raiz de estas especies vegetales
epifitas y terrestres) en las plantas de la familia de las Orquidaceae (Peterson et al., 2004;
Sénchez de Prager, 2007). Las micorrizas ericoides penetran en las células y también
forman ovillos de hifas en miembros de la familia de las Ericaceae; sus raices se
caracterizan por formar monocapas celulares en la epidermis, corteza, floema y xilema;
no forman manto y se interconectan intercelularmente. Las micorrizas arbutoides forman
un manto externo, una red de Hartig bien desarrollada e hifas que penetran en las células
donde forman “rulos” de hifas enrolladas (Peterson et al., 2004). Se presentan en plantas
de los géneros Arctostaphylos, Arbutus y Pyrola, integrantes del orden Ericales.

Generalmente los hongos que forman micorriza arbutoide son capaces de formar




ectomicorriza si interactuan con plantas del género Pinus (Peterson et al., 2004). Por
ultimo, las micorrizas monotropoides se caracterizan por la forma de penetracién de las
hifas en forma recta o en dngulo de casi 90 grados respecto a la superficie de las raices

(Parniske, 2008; Brundrett, 2009; Andrade Torres, 2010).

Las micorrizas cumplen una funcién clave en la agricultura sostenible, ya que, si se
quiere reducir el uso de agroquimicos por razones ambientales, de costos de producciéon
y de salud, entonces es necesario restablecer los hongos micorricicos y otros
microorganismos benéficos, pero es fundamental un aprovechamiento Optimo y
responsable de los microorganismos y otros pobladores del suelo (Blanco & Salas, 1997).
La funcién clave de la micorriza radica en que su micelio intra y extra radical, constituye
un enlace o puente entre las plantas y el suelo. Cuando se forma la micorriza se altera la
fisiologia y exudacion de las raices, lo que a su vez cambia la poblacién microbiana
circundante. No s6lo contribuye a la nutricién de la planta al explorar un volumen de
suelo mayor que el de la raiz sola, sino también a la nutricién del suelo, por cuanto

incrementa la actividad microbiana (Blanco & Salas, 1997; Brundrett, 2009).

Las micorrizas tienen ventaja sobre la raiz no micorrizada porque el micelio externo
se extiende a mayor distancia que los pelos radicales, 1o que, desde el punto de vista
nutricional, el beneficio es el mayor crecimiento de las plantas debido a un incremento en
la absorcién de fosforo cuando este elemento es limitante, cuando el P no es limitante el
beneficio puede ser nulo o reducido, segin el grado de dependencia micorricica de la
planta. Ademds, influye en forma directa o indirecta en la absorcién de otros minerales

(N, K, Ca, Mg, Fe, Mn) (Blanco & Salas, 1997; Brundrett, 2009).

Las plantas micotroficas tienen diferente grado de dependencia micorricica. Las
obligadas no pueden crecer sin micorriza ain en suelos fértiles; las facultativas se
benefician incrementando el crecimiento cuando los niveles de P son bajos y pueden
sobrevivir y crecer sin micorriza en condiciones de suelos fértiles (Blanco & Salas, 1997).
Ademads, las micorrizas presentan diferencias interespecificas de efectividad para
absorber P y otros nutrientes y traslocarlos a la planta, y por ende conferir diferente
beneficio fisioldgico a la misma especie de planta (Blanco & Salas, 1997; Sanchez de

Prager, 2007; Brundrett, 2009).

Los microorganismos del suelo presentan interacciones complejas que afectan la

fertilidad del suelo y el desarrollo de las plantas. Los hongos micorricicos ademads de su




efecto directo en la nutricion de las plantas inducen cambios fisioldgicos que comprenden
un aumento de la tasa fotosintética y redistribucién del carbono fijado en mayor
proporcidn hacia las raices, lo cual ocasiona un notable aumento del carbono disponible
para la actividad microbiana (Blanco & Salas, 1997). Se han comprobado efectos
inhibitorios y estimulatorios de los procesos de germinacion de esporas y crecimiento de
los hongos micorricicos por diferentes microorganismos del suelo (Blanco & Salas,
1997). Lombrices y nematodos tienen un efecto positivo en las poblaciones de hongos
micorricicos y contribuyen a su distribucion espacial, mientras que los colémbolos se
alimentan de las hifas extraradicales causando reducciones de su efectividad y reducen la

longitud de la raiz colonizada (Blanco & Salas, 1997; Brundrett, 2009).

Numerosas investigaciones estudiaron los efectos de la asociacion mutualistas entre

micorrizas y plantas, las cuales han concluido en:

- Las hifas de hongos micorricicos intervienen en la agregacion de las particulas del
suelo, ya que prolongan el sistema radical de las plantas, y ello facilita una mayor
retencion fisica de particulas del suelo, limitando los efectos dafiinos de la erosion

causada por el agua (Brundrett, 2009).

- Mejoran la toma de agua y nutrientes, que influye en la capacidad nutricional, el
aumento de la produccién y mayor calidad biolégica de ésta (Blanco & Salas, 1997,

Garcia Rodriguez, 2006; Brundrett, 2009; Eckhard et al., 2012).

- Confieren a las plantas mayor tolerancia a muchos factores de estrés como: sequia,
salinidad, desequilibrios en el pH, entre otros (Brundrett, 2009; Navarro et al., 2012;
Eckhard et al., 2012).

- Otorgan proteccidn contra la herviboria y al ataque de agentes fitopatégenos del

suelo (Zhang et al., 2013; Eid et al., 2019).

- Reducen el estrés ambiental que predispone a la planta a las enfermedades

(Sanchez de Prager, 2007; Brundrett, 2009).

- Modifican el nivel end6geno de fitohormonas relacionadas con el crecimiento

vegetal (Navarro et al., 2012).

- Generan una mejor adecuacién a la capacidad fotosintética de la planta para
satisfacer la demanda de carbono que existe al asociarse con los hongos micorricicos.

(Las plantas micotréficas obligadas dependen del suministro de carbohidratos derivados
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de la fotosintesis para conservar una apropiada simbiosis micorricica) (Blanco & Salas,

1997; Garcia Rodriguez, 2006; Brundrett, 2009; Eckhard et al., 2012).

- Funcionan como un sistema fitoestabilizador, debido a que las plantas
micorrizadas crecen en suelos contaminados, lo que permite su uso en la fitorremediacion

de suelos contaminados (Alvarado et al., 2011).

Por todo esto las micorrizas constituyen una alternativa ecoldgica para una
agricultura sustentable y abre nuevos horizontes no sélo en el campo de la produccién
agricola sino también en la reforestacion, el cultivo de plantas ornamentales, etc. (Blanco
& Salas, 1997; Velasco Velasco et al., 2001; Zulueta Rodriguez, 2003; Parniske, 2008;
Brundrett, 2009; Paucar, 2012).

Son numerosas las investigaciones que tienen el objetivo de evaluar la colonizacién
y el efecto de hongos micorricicos nativos asociados sobre diferentes especies vegetales
(Perez et al., 2010; Barrera Berdugo & Rodriguez Lopez, 2010; Aguirre-Cadena &
Aguirre-Medina, 2011; Martino et al., 2011; Lugo et al., 2011; Rodriguez-Morelos et al.,
2011; De la Rosa Mera et al., 2012; Covacevich et al., 2012; Quifiones-Aguilar et al.,
2012; Lara-Pérez et al., 2014; Ruscitti et al., 2015; Reyes Tena et al., 2015; Alvarez et
al., 2018). Urgilés Gomez et al. (2010) evaluaron el efecto de la inoculacién con hongos
micorricicos nativos en la propagacién de Alnus acuminata y Morella pubescens. Las dos
especies propagadas en invernadero demostraron un mejoramiento en el crecimiento al
ser inoculadas con propdgulos de hongos micorricicos, respecto de los controles, y
concluyeron que la relacién simbidtica entre planta-hongo, aseguraron su sobrevivencia
en vivero y posteriormente en plantaciones con fines de forestacidn, reforestacién o en

restauracion de ecosistemas.

I.2. LOS CULTIVOS

El cultivo de topinambur (Helianthus tuberosus) y de yacon (Smallanthus
sonchifolius) se remontan a épocas precolombinas y ha permanecido por mucho tiempo
restringido a dreas muy pequefias ya que estd adaptada a las condiciones ecoldgicas
andinas, donde su uso estd fuertemente ligado a las tradiciones de los pueblos (Mansilla
et al., 2010). En los ultimos afios ha cobrado gran interés por sus propiedades

nutracéuticas.
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1.2.1. El topinambur (Helianthus tuberosus L.)

El topinambur (Helianthus tuberosus L.) también conocido como tupinambo,
pataca, alcachofa de Jerusalén, topi y girasol batatero, pertenece a la familia botdnica de

las Asteraceae (Tabla 1) es originaria de la region central de América del Norte (Cosgrove

etal., 1991).

Tabla 1. Taxonomia de Helianthus tuberosus.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Tribu: Heliantheae

Subtribu: Helianthinae

Género: Helianthus

Especie: Helianthus tuberosus L.

Fuente: https://www.tropicos.org/name/2700862

El nombre deriva de la tribu tupinambd de Brasil, que fueron llevados a Parfs, al
mismo tiempo que la planta se difundié en Europa. En el afio 1605 se introdujo primero
a Francia y luego a varios paises de Europa; alli fue ampliamente utilizada en la
alimentaciéon humana y del ganado (Rebora, 2008). En nuestro pais fue introducida a
principios del siglo XX por inmigrantes europeos, donde su cultivo fue limitado y de

caracter familiar (Rebora, 2008).

El topinambur se cultiva por sus siguientes usos: horticola, forrajero e industrial,
ademds en Turquia es considerada una planta medicinal donde consumen los tubérculos

las personas diabéticas (Altundaga & Ozturkb, 2011).

Alimentacion humana: Se considera que el topinambur es un cultivo de gran
potencial para la alimentacién humana como especie horticola y por la elaboracién de
alimentos para diabéticos y celiacos, por su contenido de inulina. Los tubérculos son
consumibles en fresco, pueden transformarlos en harinas para el uso en pasteleria
(Gedrovica et al., 2011), extraer inulina (Fawzi, 2011; Taha et al., 2012). Pero el uso
tradicional del tubérculo de topinambur es como un vegetal “gourmet” (Cosgrove et al.,

1991) por sus cualidades de nutricién sana o como exquisiteces, teniendo entre sus
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propiedades el hecho de que no contiene gluten. Se ha estudiado la forma de obtener un
alimento sano de consumo diario utilizando como materia prima tubérculos de H.
tuberosus (Takeuchi & Nagashima, 2011; Ibarguren et al., 2019), como también el efecto
de la preparacion culinaria sobre la composicién de carbohidratos, la textura y la calidad
sensorial de los tubérculos (Bach, et al., 2013; Ibarguren et al., 2019). Su composicién
quimica rica en azucares, principalmente inulina, le permite actuar como un excelente

prebidtico (Gedrovica et al., 2011; Volpini-Rapina et al., 2012; Iraporda et al., 2019).

Se demostré la viabilidad de la elaboracién de puré de topinambur, el cual se
considera beneficioso para la salud por su alto contenido en fructanos, cuyo valor minimo
cuantificado fue de 7,4% en el producto preparado, y se considera que el mismo seria
aceptado por la poblacién y producirse a escala industrial de puré instantdneo (Tessaro,
2014; Ibarguren et al., 2019). Mientras que Okada ef al. (2017) determinaron que la
alimentacion con tubérculos de H. tuberosus mejoran la tolerancia a la glucosa y el perfil
de lipidos hepaticos en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas y concluyeron que
los tubérculos de topinambur ejercen efectos anti-grasos en el higado basados en las

mejoras en la tolerancia a la glucosa y el perfil lipidico hepético.

En Francia, se ha utilizado tubérculos de topinambur para la produccién de vino y

cerveza durante muchos anos (Cosgrove et al., 1991).

Alimentacion animal: La parte aérea es de uso forrajero en época estival y los
tubérculos en época invernal. La parte aérea y los tubérculos tienen una gran diversidad
de usos, entre ellos como alimento a distintos tipos de ganado: bovinos, porcinos,
caprinos. Constituye una parte importante de la dieta de cerdos en Cuba (Ly, 2000). Papi
et al. (2019), demostraron que las partes aéreas de H. tuberosus podrian usarse como un
valioso forraje en la dieta de ovejas. Mientras que Yildiz et al., (2006) estudiaron el efecto
H. tuberosus en la dieta de gallinas ponedoras y determinaron que la produccioén, calidad
y contenido de colesterol de huevos no se vio afectada ni se registré ningun efecto adverso

en el rendimiento y la calidad de los huevos de las gallinas.

Investigaciones realizadas en Polonia por Denisow et al. (2019), determinaron en
H. tuberosus una alta produccién de néctar y polen, por lo que constituye un atractivo
recurso alimenticio para polinizadores, debido a que la floracién ocurre en un momento

de baja oferta alimenticia para abejas y avispas.
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Uso industrial: Numerosos trabajos sefialan el potencial del topinambur para
producir bioetanol (Parameswarab, 1999; Berenji & Sikora, 2001, Kays & Nottingham,
2008; Lima Verde Leal et al., 2008; Rebora, 2008; Leslio er al., 2009) y de etanol
(Pimsaen et al., 2010; Chi et al., 2011). Tiene ventajas sobre otros cultivos,
principalmente por su alto rendimiento de biomasa. Hay antecedentes que senalan que a
partir de 50 t de tubérculos de H. tuberosus se obtienen 4500 1 de etanol (Reust & Dutoit,
1992); otras investigaciones en Espafia (Ferndndez, 1998) indican que en términos
generales se puede obtener 1 1 de etanol a partir de 12 kg de tubérculos de topinambur.
Mientras que en experiencias realizadas en la provincia de Mendoza se logré obtener 1 1
de alcohol a partir de 11 kg de tubérculos de topinambur (Leslio et al., 2009).
Investigaciones sobre el procesamiento de la biomasa de H. tuberosus, permitieron
extraer 4cidos fendlicos comercialmente interesantes, como antioxidantes naturales para
alimentos, con aplicaciones farmacéuticas y cosmetoldgicas, y como fungicidas (Showkat
et al., 2019). Mientras, Prusov et al (2019) determinaron el potencial de los tallos de

topinambur para la produccién de celulosa.

Rubel et al. (2018) estudiaron diferentes metodologias para la extraccion y
obtencion de mayores rendimientos de inulina de tubérculos de topinambur, asi como las
condiciones 6ptimas para obtener un producto en polvo estable. Describieron un método
de extraccion y secado para obtener inulina rica en carbohidratos que se puede aplicar a
escala industrial, y estimaron que el secado por congelacion es un método que debe
considerarse como una alternativa de secado teniendo en cuenta el costo y tiempo de

produccion.

Otros usos: Se puede considerar al H. tuberosus como un cultivo alternativo para
usarlo como una especie promisoria por sus multipropdsitos y una importante fuente de
materia prima de varias industrias. En la actualidad se estd trabajando en la extraccion de
diferentes compuestos quimicos (tales como azucares, 5-hidroximetilfurfural, 4cido
levulinico, inulina, compuestos fendlicos como 4cido clorogénico, acido gélico, 4cido
salicilico y 4cido cafeico, ademads de terpenos y flavonas) que se encuentran en plantas de
H. tuberosus y en el desarrollo de técnicas eficientes y de bajo costo de extraccién y
purificacién (Yuan et al., 2013; Jeong, 2015; Bach, et al, 2015; Sun et al., 2015; Showkat
et al., 2019). Diferentes trabajos que se mencionan a continuacion pueden respaldar el
posible uso del topinambur como materia prima en los campos de la produccién de

biocombustibles y productos quimicos.

14



Se estudi6é un método simple y eficiente para la separacion acido clorogénico del
extracto de hojas de H. tuberosus. Se encontré que las hojas de topinambur exhiben
notables actividades antimicrobianas, antifingicas y anticancerosas. Los estudios
fitoquimicos han revelado que los polifenoles, especialmente el dcido clorogénico, han
sido considerados como responsables de estos beneficios para la salud humana. El 4cido
clorogénico (3-0-4cido cafeicoilquinico, 3-CQA), recientemente ha recibido significativa
atencion debido a su amplio espectro de propiedades farmacoldgicas que incluyen agentes
anticancerigenos, antioxidantes, antiinflamatorios, hipoglucemiantes y
hepatoprotectores, utilizado ampliamente en las industrias farmaceutica, alimentaria y
cosmética. También es un prometedor compuesto utilizado como precursor para el
desarrollo de medicamentos que pueden controlar el virus del VIH, SIDA. Las fuentes de
acido clorogénico son limitadas, de ahi radica la importancia de la produccién de hojas

de H. tuberosus, como materia prima para extraer 3-CQA (Sun et al., 2015).

Chen et al. (2013) analizaron la actividad antifingica de sustancias fendlicas
extraidas de hojas de H. tuberosus e investigaron su uso potencial para mejorar la
conservacion de las frutas y verduras almacenadas mediante el desarrollo de tratamientos
con nuevos antimicoticos naturales. Sus resultados indican que las hojas de topinambur

podrian ser una fuente potencial de fungicidas naturales.

Judprasong et al. (2018), evaluaron el contenido de nutrientes y sustancias toxicas
en tubérculos de H. tuberosus de consumo comun. Este estudio determiné los nutrientes,
contaminantes quimicos (residuos de insecticidas y metales pesados) y sustancias toxicas
naturales (nitrato, nitrito, cianuro, oxalato, fitato e inhibidor de tripsina) en tubérculos de
topinambur cultivados en cuatro provincias de Tailandia. Todas las muestras contenian
cantidades considerables de fructanos y fibra dietética, asi como potasio y hierro. Todas
las muestras tenian cantidades muy bajas de residuos de insecticidas y de sustancias
téxicas naturales (cianuro e inhibidor de tripsina, asi como Pb, Cd, nitrato y nitrito,
ademds de oxalato y fitato. Informacion importante de la composicion de alimentos y

establecer la seguridad de su consumo.

Actualmente se estd estudiando la utilizacién de plantas de topinambur en técnicas
de fitorremediacién. Experimentos desarrollados por Willscher et al. (2017), indican que
H. tuberosus representa una especie de planta adecuada para tecnologias de
fitorremediacion debido a su capacidad de fitoextraccion de metales pesados, tales como

Mn, Zn, Cd y Ni, ademds de crecer en suelos a diferentes niveles de pH (4 a 6). Por lo
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cual, la consideran como una especie promisoria para lograr el éxito de la
fitorremediacion de suelos afectados por la mineria y contaminados con metales pesados.
Marzec et al. (2019), determinaron que plantas de H. tuberosus se puede utilizar con éxito
en plantas de tratamientos de aguas residuales, logrando una alta eficiencia en la
eliminacién de sélidos en suspensién y, debido a su alto potencial de produccién de
biomasa, también pueden ser explotados como recurso bioenergético. También, se
investigo la viabilidad de los residuos de cultivos agricolas de H. tuberosus, Helianthus
annuus 'y Silphium perfoliatum, como materias primas alternativas para la produccion de
tableros, con el propésito de ser utilizados en la construccién de muebles. Lograron
tableros con rendimientos aceptables, aunque con propiedades por debajo de los tableros
convencionales de particulas de abeto. El hallazgo relevante para aplicaciones
industriales fue que los tableros producidos de particulas de residuos agricolas unidos con
determinadas resinas cumplen totalmente con la normativa europea para uso en
condiciones secas. Esto significa que los tableros de particulas de residuos agricolas de
los mencionados cultivos presentan propiedades fisicas y mecdnicas que los hacen

adecuados para ser utilizados en la producciéon de muebles (Klimek et al., 2016).

Por las caracteristicas de sus tallos se utilizaba al topinambur para el
acondicionamiento de material fitopatoldgico y realizar cortes muy precisos de material

fresco que permitan se observacion (Sarasola & Rocca de Sarasola, 1975).

Por lo tanto, el topinambur es una materia prima potencial para la produccién
sostenible de bioenergia, que incluye biocombustibles como bioetanol, biobutanol, biogds
y otros, como asi también de precursores para el desarrollo de medicamentos, cosméticos
y alimentos fundamentalmente y en procedimientos de saneamiento de suelos

contaminados con metales pesados.

Por lo cual se considera al topinambur como un cultivo multipropdsito utilizado
para el consumo humano de alimentos, con aplicaciones farmacéuticas, para la
produccion de biomasa para forraje y bioenergia. Ademads, para elaborar cerveza y para
cubrir la demanda alimenticia de insectos polinizadores. Constituye una importante

materia prima por sus beneficios medioambientales y su rendimiento agronémico.

El cultivo de H. tuberosus presenta una amplia distribucién mundial. Se reportan
trabajos del cultivo H. tuberosus en diversos paises del mundo, tales como Italia,

Australia (De Mastro et al., 2004; Tesio et al., 2011; Tesio et al., 2012), Alemania
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(Klimek et al., 2016; Willscher et al., 2017), Austria, Reptblica Checa (Klimek et al.,
2016), Dinamarca (Bach et al., 2013; Bach et al., 2015), Polonia (Szambelan et al., 2004;
Florkiewicz et al., 2007; Wielgosz, 2010; Gedrovica et al., 2011), Letonia (Kronberga et
al., 2013), Serbia (Terzic et al., 2012), Tuquia (Yildiz et al., 2006; Oztiirk, 2008;
Altundag & Ozturk, 2011), Egipto (Taha et al., 2012), China (Yanming Zhang et al.,
2011; Chen et al., 2013; Yuan et al., 2013; Sun et al., 2015), Corea del Sur (Jeong, 2015;
Kim et al., 2016), Japén (Takeuchi & Nagashima, 2011; Okada et al., 2017), Tailandia
(Pimsaen et al., 2010.; Chi et al., 2011; Judprasong et al., 2018), Estados Unidos (Kantar
et al., 2014), Cuba (Ly, 2000), Brasil (Volpini-Rapina et al., 2012), Chile (Cruz Filla,
2009).

En el pais se tienen referencias de algunos productores dispersos en las provincias
de Buenos Aires, Cérdoba, Mendoza, Rio Negro, Chubut y San Luis (Rossi &
Chicahuala, 2017), que fundamentalmente han dado a esta especie un uso forrajero, con
la comercializacién de tubérculos. Sin embargo, no estd clara la situacion varietal
disponible, ni existe una caracterizacion de los materiales disponibles en relacién con los

usos del cultivo.

Descripcion botdnica: H. tuberosus es una planta perenne y herbacea, de tallos
robustos, pubescentes y ramificados que pueden alcanzar 2 a 3 metros de altura, con
tubérculos que llevan rizomas. Las hojas varian de 3 a 8 centimetros de ancho y de 10 a
20 centimetros de largo. Las hojas gruesas con textura rugosa tienen pelos gruesos en la
superficie superior y pubescencia fina debajo. Son opuestos en la parte inferior de la
planta y se alternan en la parte superior. Con inflorescencias en capitulos terminales de
flores amarillas a finales de agosto y septiembre que tienen aproximadamente 3 a 8

centimetros de didmetro (Mombelli, 2011; Bach et al., 2015) (Figura 1).

Las raices son fibrosas, con rizomas cortos que terminan en un tubérculo caulinar
hipogeo. Estos 6rganos subterraneos son oblongos, escamosos y con reserva de inulina
en vez de almidén (Mombelli, 2011; Fawzi, 2011). Los tubérculos varian de racimos
nudosos a redondos y tienen presentan un rango de coloracién de rojo a blanco (Rossi &
Chicahuala, 2017). Las variedades cultivadas producen tubérculos blancos que se
agrupan cerca del tallo principal en contraste con los tipos silvestres que producen

tubérculos alargados rojizos en el extremo de los rizomas largos.
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superficie del abultamiento madursz. tamafio propio de
suelo ligeramente la variedad. Las
alargados en el hojas cambian su
extremo terminal de color hacia el
las raices amarillo palido y al
marrén. Caida de
hojas.

Figura 1. Fenologia del cultivo de topinambur (H. tuberosus).

En América del Norte y Europa existen numerosas variedades de topinambur, sin
embargo, en Argentina no hay cultivares registrados, aunque existe documentacién y
testimonios del ingreso de distintas variedades al pais. Un estudio realizado en Mendoza
detecté diferencias morfoldgicas que permitieron agrupar a las introducciones en dos
grupos, correspondiendo uno a tubérculos con epidermis roja y forma aproximadamente

esférica y otro a tubérculos blancos de forma irregular (Rebora, 2008).

Hasta el momento no hay variedades registradas de H. tuberosus en el pais idéntica
situacion para yacén (INASE, 2019). Dependiendo de los cultivares, el ciclo del cultivo

puede ser de 100 dias hasta 9 meses (Denoroy, 1996).

Investigaciones actuales tienen como objetivo lograr el mejoramiento de plantas de
H. tuberosus por mutaciéon quimica, de manera de inducir variacién en las plantas de
topinambur (Altindal, 2019), y trabajar en la caracterizacion del topinambur segun su
crecimiento y seleccionar plantas de alto rendimiento con el objetivo de lograr nuevos

cultivares (Lv et al., 2019)

El topinambur es una planta de ciclo anual, y el desarrollo de los tubérculos se puede
resumir de la siguiente forma: los estolones comienzan a crecer y a diez dias mas tarde
aparecen los tubérculos (Schorr-Galindo & Guiraud, 1997). El nimero de tubérculos

aumenta hasta el momento de la floracién, llegando a cerca de 20 a 40 por planta (Schorr-
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Galindo & Guiraud, 1997; Andrada et al, 2012). Los tubérculos continian creciendo en
tamafio, pero no en nimero hasta que las hojas se secan. Durante el invierno los estolones
se descomponen lentamente dejando separados los tubérculos de la planta (Schorr-

Galindo & Guiraud, 1997).

Se caracteriza por ser una planta con reproduccién predominantemente asexual,
baja a nula produccién de semilla, ciclo de crecimiento primavero-estival y periodo de
floraciéon entre febrero y marzo, en la latitud sur de 30° del centro de la Argentina

(Mombelli, 2011).

H. tuberosus crece sin mayores problemas en suelos pobres (Rebora, 2008). Se
menciona que esta planta se adapta a un rango relativamente amplio de pH del suelo, la
produccién se ve favorecida en suelos levemente alcalinos (Cosgrove et al., 1991). Es
considerado un cultivo muy rustico por ser bastante tolerante a las bajas temperaturas
(Rebora, 2008) y a las altas temperaturas del verano. Esta especie es resistente a la sequia,
sin embargo, hay dos periodos que presentan sensibilidad a estrés hidrico: la emergencia

y el crecimiento de los tubérculos (Rebora, 2008; Tessaro, 2014).

Estudios realizados por Andrada et al. (2012) indican que en el Valle Central de la
Provincia de Catamarca se encuentran las condiciones agroecoldgicas Optimas para
obtener altos rendimientos de materia seca y tubérculos de topinambur, con excelentes

cualidades nutricionales.

La evaluacion de datos de produccidn vegetativa de topinambur permiti6 inferir que
el marco de plantaciéon més conveniente para las condiciones agroecolégicas imperantes
en el Valle Central de la Provincia de Catamarca es de 35 cm x 70 cm (Andrada et al.,
2011a). Andrada et al. (2011b) también evaluaron la producciéon tubérculos de
topinambur y determinaron que el marco de plantacion mds conveniente para las
condiciones agroecoldgicas imperantes es de 35 cm x 70 cm, conclusién coincidente con

la evaluacion estival de la parte aérea de este cultivo.

Experiencias realizadas por Rebora et al. (2011) con el objetivo de determinar el
efecto de la densidad de plantacién sobre el rendimiento de topinambur (H. tuberosus)
regado con aguas residuales urbanas, determinaron que los mayores rendimientos se
evidencian cuando se aumenta la densidad por disminucién de la distancia entre plantas

en la hilera (0,30 6 0,40 m) independientemente de la distancia entre las mismas (0,70 a
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0,80 m). Gao et al. (2019) evaluaron la remocion de hojas de topinambur como método

para mejorar el rendimiento y la calidad de tubérculos de topinambur.

H. tuberosus es un cultivo poco susceptible a plagas y enfermedades (Rebora,
2008). Ademds, no tiene problemas de malezas dada su rusticidad, velocidad de
crecimiento y tamafio de las plantas. Sin embargo, estudios realizados por Tesio et al.
(2011; 2012) estimaron que el potencial alelopatico de H. tuberosus puede ser de interés
en la implementacién de programas integrados de manejo de malezas al considerar la

capacidad supresora de esta planta y sus residuos para el manejo de malezas en el campo.

La extraccion e identificacion de aleloquimicos a partir de residuos de topinambur
(H. tuberosus) promovieron estudios de la potencial actividad inhibitoria en el campo y
laboratorio, y de la persistencia alelopatica de residuos de H. tuberosus en el suelo. Los
extractos de H. tuberosus inhiben la germinacion y el crecimiento de las semillas de
lechuga. Se identificaron los siguientes aleloquimicos de topinambur: etil éter, dcido
salicilico, p-hidroxibenzaldehido, &4cido o-cumarinico y cumarina. Ademads, estos
estudios no solo aumentan el conocimiento sobre el potencial alelopatico de topinambur,
sino que también llaman la atencidn sobre el efecto residual en el tiempo. Al aumentar el
tiempo de exposicion del sustrato residual de topinambur aumento el efecto inhibitorio,
retrasando la germinacién y el crecimiento de muchas especies, sin embargo, la mayor
sensibilidad a la actividad alelopdtica de topinambur la mostraron las malezas,
proporcionando una buena evidencia del potencial alelopatico de los residuos de H.

tuberosus (Tesio et al., 2011; Tesio et al., 2012).

Otro aspecto para considerar es que los tubérculos de topinambur pueden
cosecharse luego de la primera helada, o dejarse en el campo para su almacenamiento
bajo tierra. En este dltimo caso se recolectan en la primavera siguiente. Cuando ocurren
bajas temperaturas, las células colapsan y la planta muere, exceptuando los tubérculos.
Antes de que esto ocurra, en la planta se produce la traslocacion de los carbohidratos y
proteinas desde la parte aérea a los 6rganos de reserva. Por tal motivo se recomienda la
cosecha después de la primera helada, para asegurarse que todos los nutrientes de la planta

fueron movilizados hacia los tubérculos (Ibarguren & Rebora, 2013).

Se determiné que el periodo de cosecha, para garantizar la calidad de los tubérculos
y buena evolucidn en cdmara frigorifica durante todo el afio, no deberia extenderse mds

alla de los 49 dias desde la ocurrencia de la primera helada. Para consumo en fresco se
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puede cosechar hasta los 98 dias luego de la primera helada, pero estos tubérculos no se

conservan correctamente en camara frigorifica (Ibarguren, 2015).

El método de cosecha mds comun para los pequefios productores es el arrancado
con arado y recoleccion manual de los tubérculos. También, puede llevarse a cabo con
maquinas arrancadoras recolectoras de papas previa eliminacion de la parte aérea de la
planta (Rebora, 2008). Los tubérculos se pueden transportar en bolsas de polietileno tipo

big bags.

Los tubérculos de topinambur pueden almacenarse de tres formas: en cdmara
frigorifica, en sétanos o a campo. En las dos primeras opciones, los tubérculos se
cosechan luego de la primera helada y se almacenan; mientras que, con la conservacion
a campo, los tubérculos se dejan en el suelo y se recolectan cuando se los necesita. Los
tubérculos de topinambur pueden ser almacenados durante varios meses de 4 a 12 meses
a bajas temperaturas de entre -0,5 y 2°C y 90 a 95 % de humedad relativa. Los tubérculos
de topinambur pueden almacenarse cubiertos con turba o arena himeda, de esta forma
mejor mantienen su calidad y valor nutritivo (Danilcenko et al., 2008) y también se
pueden usar para su almacenaje bolsas de polietileno, de papel y bolsas de red de

polipropileno.

Actuales investigaciones sobre H. fuberosus se basan fundamentalmente en el
estudio de diferentes variedades, distintas técnicas de manejo del cultivo, de la seleccion
y mejoramiento vegetal, la optimizacion de las determinaciones analiticas de los azticares
etc., con el objetivo de obtener mayores rendimientos y mejores contenidos de inulina
(Schorr-Galindo & Guiraud, 1997; Pimsaen et al., 2010; Chi et al., 2011; Andrada et al.,
2012; Terzi'c et al., 2012; Taha et al., 2012; Bach et al., 2013). Estudiado también en los
programas de mejoramiento de girasol (H. annuus) (Kantar et al., 2013) y de papa
(Solanum tuberosum). Moon et al. (2019), obtuvieron papas transgénicas mediante la
transferencia de los genes (Ht1-SST y Ht1-FFT) aislados de H. tuberosus y se expresaron
en papa, por lo cual estas, potencialmente podrian usarse como un suplemento nutricional
con propiedades promotoras de la salud y/o como cultivo capaz de soportar condiciones
desfavorables y tener resistencia contra el estrés abidtico por frio y por sequia

fundamentalmente.
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1.2.2. El yacén [Smallanthus sonchifolius (Poeppig & Endlicher) H. Robinson]

El yacon (Smallanthus sonchifolius) de la familia botanica Asteraceae (Tabla 2) es
una planta de tubérculos originaria de los Andes (Fernandez et al., 2006), se parece mucho
al topinambur (H. tuberosus); fue domesticada hace siglos por las culturas preincaicas
cuyo habitat original son las tierras altas de los Andes, desde el sur de Colombia hasta el
norte de Argentina, en las provincias de Jujuy y Salta, entre los 800 y 2.800 msnm, en

climas templados montafiosos (Manrique et al., 2005).

Tabla 2. Taxonomia de Smallanthus sonchifolius.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Género: Smallanthus

Especie: Smallanthus sonchifolius (POEPP. & ENDL.) H. ROBINSON
SINONIMIA | Polymnia sonchifolia Poepp. & Endl.

Fuente: https://www.tropicos.org/name/2734075

Su nombre procede de la voz quechua Q.I. o Waywash, yakun (« yakunyuq),
flexion sustantiva de la voz yaku que nombra el agua, justamente el yacén es bastante
jugoso y dulce. Adquiere varios nombres comunes por regiéon o sinénimos, tales como

llacén, jicama, Yacuma, puche, arizona, arikoachira, aricoma y racén (Calle & Catacata,

2012).

El consumo de yacén ha sido asociado con la prevencion de enfermedades crénicas
(dislipidemias y resistencia a la insulina), cdncer de colon ya que reconstituye la
microflora benéfica del colon, mejora la asimilacion de calcio, corrige el estrefiimiento,
reduce el colesterol sanguineo e incluidos los efectos prebidticos, antidiabéticos,
antioxidantes y antimicrobianos, entre otras propiedades (Geyer et al., 2008; Dornas et
al., 2009; Genta et al., 2009; Ojansivu et al. 2011; Myint et al., 2019). Ademds, es un
alimento ideal para diabéticos y para personas que desean bajar de peso ya que su
consumo no eleva la concentracion de glucosa en la sangre y aporta muy pocas calorias
a la dieta. Estas propiedades estdn fuertemente asociadas a los compuestos fendlicos y a
los fructooligosacédridos (FOS) y estd comprobado que estos compuestos tienen efectos
beneficiosos en la nutricién y en la salud (Pacheco et al., 2019). En contraste con otros

cultivos de raices, que almacenan los carbohidratos en forma de almidén, el yacon
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acumula los carbohidratos como inulina y fructooligosacaridos (FOS), polimeros de
fructosa, los cuales no pueden ser hidrolizados por el organismo humano y atraviesan el
tracto digestivo sin ser metabolizados, no aumenta el nivel de glucosa en sangre,
proporcionando calorias inferiores al de la sacarosa, excelentes para las dietas
hipocaldricas y dietas para diabéticos (Fernandez et al., 2006; Wagner et al., 2019; Singh
et al., 2019; Silveira Adriano et al., 2019). La raiz reservante de yacén posee un sabor
dulce agradable, se consume usualmente después de un periodo de secado al sol. Este
procedimiento incrementa el dulzor de las raices y éstas estdn listas cuando la piel

empieza a arrugarse (Manrique et al., 2005; Santana & Cardoso, 2008).

Su importancia radica en la presencia de componentes bioactivos presentes
principalmente en el tubérculo y hojas de la planta que ha despertado gran interés por su
contenido de FOS y compuestos fendlicos con propiedades beneficiosas para la salud ya
que la baja digestibilidad de FOS permite ser consumida por diabéticos, porque no elevan
el nivel de glucosa en sangre y su consumo estd asociado a otras propiedades como la
reduccién del colesterol y de triglicéridos; mejora la absorcion de calcio, fortalece el
sistema inmunoldgico, previene y reduce el riesgo de cancer de colon, previene el
estrefiimiento, y restaura la flora intestinal (Manrique et al., 2005; Santana & Cardoso,
2008; Muiioz J4uregui, 2009; Yan et al., 2019). El yacén (S. sonchifolius), contiene FOS
(50-70% de su peso seco) y, por lo tanto, se considera un prebidtico. Velez et al. (2013)
analizaron si el yacon previene la infeccién entérica causada por una cepa de Salmonella
enteritidis serovar Typhimurium (S. typhimurium) en ratones y concluyeron que el yacén
puede prevenir la infeccién entérica causada por S. typhimurium cuando se administra
hasta 30 dias del inicio de la infeccién e indicaron que este efecto estaria mediado por un
aumento de la inmunidad no especifica. Mientras Grancieri et al (2017), observaron que
la harina de yacon suplementada en la dieta de ratones promovi6 efectos beneficiosos en

la salud del intestino de los animales con cancer colorectal inducido.

Estudios fitoquimicos han demostrado la presencia de lactonas sesquiterpénicas
bioactivas en S. sonchifolius las cuales inducen diferentes mecanismos de muerte celular
en tres lineas celulares de céancer. Los resultados demostraron que las lactonas
sesquiterpénicas de yacon poseen una notable citotoxicidad, especialmente la fluctuanina
y la polimatina, y pueden tener el potencial de desarrollarse para farmacos
terapéuticamente utiles (De Ford et al., 2015; Myint et al., 2019). Dou et al. (2008),

estudiaron los componentes quimicos de hojas de yacon cultivadas en China,
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determinaron los componentes antidiabéticos del yacén y los que proporcionaron
informacién quimiotaxonémica, informaron que la hoja de yacén contiene monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos, que tienen un papel fisiolégico en las actividades
antimicrobianas y resistentes a plagas de esta planta, ademds aislaron y explicaron la
estructura de cuatro nuevos diterpeinoides. Mientras, investigaciones realizadas en Japon
lograron aislar de hojas de yacon sustancias como la uvedafolina, compuesto lider de los

nuevos agentes anticancerigenos (Kitai et al., 2017).

Por sus propiedades se realizaron investigaciones para estudiar el jarabe de yacon,
producido a partir de tubérculos de S. sonchifolius, y determinar la viabilidad de la
fabricacion de caramelos y de otros productos en base a este (Boon, 2003; Manrique et

al., 2005; Yan et al., 2019).

Por la alta concentraciéon de fructanos que contienen los tubérculos de S.
sonchifolius se investigan los efectos protectores de su ingesta frente a la carcinogénesis
de colon (De Nadai Marcon et al., 2019). De Moura et al. (2012) determinaron el
potencial beneficio de la ingesta de yacén para la prevencion del cancer de colon, sus
hallazgos indican que el yacon puede reducir el desarrollo de cancer de colon. Ademas,
el consumo de tubérculos de S. sonchifolius es cada vez mas popular en la dieta japonesa
por su bajo valor caldrico y el alto contenido de fibra. Recientes estudios han sugerido
que la alimentacién con yacon previene y controla la diabetes por la disminucién de

glucosa en sangre (Satoh et al., 2013; Yan et al., 2019; Wagner et al., 2019).

En Perd, el yacén es un cultivo tradicional; es parte de la biodiversidad alimentaria
y medicinal y se utiliza alli tanto las raices como las hojas, por sus propiedades
antioxidantes, hipoglucemiantes y antibacterianas. Por estas caracteristicas, su uso como
alimento funcional y/o nutracéutico es popular y promisorio (Arnao et al., 2011; Pacheco
et al., 2019). Se lo comercializa en estado fresco y o en forma de jugos, jarabes, te en

cajas con sobres filtrantes.

Se ha demostrado que bebidas a base de yacon (S. sonchifolius) mejora el estado
diabético en ratas. El yacén ha sido ampliamente reconocido como una excelente fuente
de compuestos bioactivos, incluyendo prebidticos y antioxidantes (Campos et al., 2012;
Cruz et al., 2019; Ueda et al., 2019), que pueden ser beneficiosos para la salud. Los datos
experimentales indican que los prebidticos y algunos polifenoles especificos podrian

reducir la gravedad o la incidencia de enfermedades degenerativas, como los diabéticos.
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Dionisio et al., 2015, evaluaron el efecto hipoglucémico de una bebida compuesta de
yacon y Anacardium occidentale en ratas diabéticas inducidas por alloxan. Los resultados
apoyan firmemente que el yacon y el anacardo-manzana tienen propiedades

hipoglucémicas importantes que podrian mejorar el estado diabético.

S. sonchifolius originario de la region andina crece entre los 2000 y 3500 msnm. Su
cultivo se remonta a épocas precolombinas y ha permanecido por mucho tiempo
restringido a dreas muy pequefias ya que estd adaptada a las condiciones ecoldgicas de
los Andes (Mansilla et al., 2010). Actualmente, distribuido en gran parte del territorio
andino como planta silvestre o en cultivo, desde el norte de Ecuador hasta el noroeste
argentino. El centro de diversidad se encuentra entre la cuenca del Apurimac en el sur de
Pert (14° S) y La Paz en Bolivia (17° S), en este territorio se encuentra la mas alta

diversidad genética del yacon (Roque, 2009).

S. sonchifolius se ha cultivado con éxito en varias regiones y con diferentes climas,
incluyendo: Brasil, Republica Checa, China, Corea, Japén, Nueva Zelanda, Rusia,
Taiwan y Estados Unidos (Manrique et al., 2005; Fernandez et al., 2006; Santana &
Cardoso, 2008). La distribucién geogréfica del yacon a mayores latitudes y altitudes se
ha limitado debido a la combinacién de su larga estacion de crecimiento (> 180 dias) y
su susceptibilidad a las heladas (Manrique et al., 2005). Se reportan trabajos del cultivo
de yacén en diversos paises, tales como: Brasil (Delgado et al., 2013), Reptblica Checa

(Lachman et al., 2004), Pert (Arnao ef al., 2011).

En Argentina, el yacon sélo se cultiva en las provincias nortefias de Jujuy y Salta
(Muiioz Jauregui, 2009). En esta region se comercializan los tubérculos en estado fresco
en los mercados de productos agropecuarios y ferias rurales. En la provincia de Jujuy es
un producto con gran potencial; desde hace pocos aiios se estd incentivando su produccién
y se ha incrementado levemente el nimero de productores, asi como el interés por su
cultivo. La mayor proporcion del cultivo se vende en fresco, al mismo tiempo que se
desarrollan algunos productos artesanales que se comercializan en el mercado local

(Maldonado et al., 2008).

Descripcion botdnica: S. sonchifolius es una planta herbicea perenne, pero se
cultiva como anual, de 1,5 a 3 metros de altura (Roque, 2009). El tallo se compone de una
parte subterrdnea perenne con vastagos aéreos anuales que se secan una vez pasada la

floraciéon. El tallo aéreo es cilindrico a angular, surcado, hueco en la madurez y
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densamente pubescente en la parte superior. Las hojas son opuestas, con ldmina
decurrente hacia el peciolo; la ldmina foliar es anchamente aovada con la base astada,
auriculada o connada; las hojas superiores son aovado-lanceoladas; el haz de la hoja es
piloso y el envés o abaxial pubescente. Las inflorescencias en capitulos terminales
amarillos a anaranjados, con 1-5 ejes, cada uno con tres capitulos y pedinculos
densamente pubescentes (Figura 2). Cada capitulo posee un involucro conformado por 5
a 8 filarias uniseriadas y ovadas y dos tipos de flores: las radiales que son liguladas y las
del disco que son tubulares. Las flores liguladas, alrededor de 15, son femeninas y las
tubulares son masculinas. El fruto es un aquenio con forma elipsoidal, color café oscuro,
con epidermis lisa, endocarpio sélido caracterizado por el libre desprendimiento del
pericarpio con un ligero frotamiento; algunos ecotipos no producen frutos y si los

producen no son viables (Dostert et al., 2009; Mansilla et al., 2010).

El sistema subterrdneo consta de tres partes: los rizomas o raices adventicias, raices
fibrosas o delgadas y reservantes o raices tuberosas. Los rizomas son ricos en fibras y dan
lugar a nuevas plantas. Las raices fibrosas son muy delgadas y su funcién es la absorcién
de agua y nutrientes. Las raices de reservas de hasta 20 raices carnosas y tuberosas de
almacenaje (Santana & Cardoso, 2008). Las raices de almacenaje se forman a partir de
un sistema ramificado de ejes subterrdneos; son mayoritariamente napiformes, pueden
alcanzar hasta 25 cm de largo y 10 cm de grosor y pesan entre 0,2-2Kg (Santana &
Cardoso, 2008). El color de la corteza de las raices y del tejido de almacenaje varia,
dependiendo del clon, entre blanco, crema, rosado (estriado), lila y hasta marrén (FAO,

1992).

La planta forma entre los tallos y las raices, una masa irregular de tejido de reserva,
con muchas yemas que dan lugar a brotes y se denomina “cepa” o “corona” que se obtiene
después de la cosecha. De este 6rgano, se obtiene la “semilla” tradicional en forma de
porciones de corona que son los propdgulos para la siembra o implantacion del cultivo
(Figura 2). Por lo que la propagacion del yacon con fines de produccidon es
predominantemente vegetativa, mediante propagulos (o porciones de la corona) con 4 o

mds yemas o brotes (Seminario et al., 2003; Valderrama Cabrera, 2005).
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EMERGENCIA | \eahoC | PROPAGULOSY | FLORACION | FRUCTIFICACION | MADURACION
TUBERIZACION

Los brotes de los | Aparecentallos | Se aprecia Se abren las Los primeros Los tubérculos

propagulos y hojas. engrosamientos en | primeras flores. | frutos inician su alcanzan el color y

emergen ala la base del tallo y madurez. tamafio propio de

superficie del pequefios la variedad. Las

suelo abultamientos hojas cambian su
ligeramente color hacia el
alargados en el amarillo palido y al
extremo terminal de marrén. Caida de
las raices hojas.

Figura 2. Fenologia del cultivo de yacén (S. sonchifolius).

En condiciones naturales o controladas el yacén produce muy pocas semillas, la
mayor parte de las cuales son vanas o no alcanzan un desarrollo adecuado dentro del
aquenio (Seminario et al., 2003). La escasa reproduccion sexual es un rasgo caracteristico
de esta especie, por lo cual se realizaron estudios y evaluaciones en aspectos de la biologia
floral y reproductiva del yacon que permitan entender su baja capacidad reproductiva por
la via sexual. Estos estudios estiman que, por la elevada frecuencia de visitas y el
comportamiento de los polinizadores, el transporte del polen es insecto dependiente.
Ademds, indican que pese a presentar elevada receptividad de los estigmas durante todo
el desarrollo del capitulo s6lo el 11.71 % de los aquenios de las accesiones presentarian

semillas y con casi nula viabilidad (Mansilla et al., 2010).

Segun Ishiki et al. (1997) el yacon tiene un origen alopoliploide, originado por
cruzamientos complejos entre S. macroscyphus (2n=28, A=7) y S. riparius (2n=32, B=8).
Este origen explicaria la naturaleza octoploide (2n=6A+2B=58) y dodecaploide
(2n=9A+3B=87). El origen hibrido del yacén y su naturaleza alopoliploide podria ser

también una de las causas de la escasa produccion de semillas y de su baja viabilidad.

En Peru se han descrito doce cultivares (gello llakjum, checche llakjum, yurac

llakjum, yurac checche, culli llakjum, hualqui, morado o ptrpura, amarillo o intermedio,

27



checchje o moteado) cuyas caracteristicas diferenciales se refieren a color externo de la
raiz, colores de la pulpa, color de tallo y de la flor, forma de hoja, color de brote,

ramificacion del tallo y ciclo vegetativo (FAO, 1992; Valderrama Cabrera, 2005).

El crecimiento 6ptimo se produce bajo temperaturas entre 18 y 25°C, en el que las
hojas toleran temperaturas de hasta 40°C sin dafio evidente. Temperaturas nocturnas bajas
en lugares de altitud media llevan a un desarrollo 6ptimo de raices de almacenaje,
mientras que zonas bajas cdlidas favorecen un mayor desarrollo de porciones caulinares
subterrdneas o propagulos (erréneamente llamados rizomas). Los 6rganos aéreos del
yacon no son tolerantes a las heladas y evidencian dafio bajo temperaturas desde -1°C. El
cultivo del yacén, sin embargo, no presenta problemas en zonas con heladas débiles en
tanto que estas ocurran al término del periodo vegetativo. En Nueva Zelanda,
temperaturas de alrededor de -7 °C producen también la muerte de todos los 6rganos
subterrdneos de la planta. Temperaturas menores a 10 - 12 °C bajo radiacién solar intensa

provocan dafio en las hojas (Roque, 2009).

El yacén se desarrolla y adapta facilmente a una diversidad amplia de climas y
suelos, desde el nivel del mar hasta los 3.500 msnm (Muifioz Jauregui, 2009), siendo la

altura 6ptima de cultivo entre los 500 y 3.200 msnm.

Los suelos mds apropiados parecen ser los livianos, profundos, con buen drenaje y
ricos en nutrientes. Estos suelos favorecen un desarrollo uniforme de las raices de
almacenaje y limitan la descomposicion. Suelos muy pesados son poco aptos. Incluso se
han logrado buenos resultados en terrazas fluviales en Bolivia en suelos laterizados
tratados con dolomitas en Brasil. El pH del suelo puede ser dcido o levemente alcalino,
los mejores resultados se logran en suelos con pH neutro a levemente dcido (Roque,

2009).

La plantacién de los esquejes de los propagulos, se realiza en hileras con una
distancia de 0,6 - 1,0 m entre plantas y 0,8 - 1,0 m entre hileras. Ensayos de
distanciamiento de yacén en Corea sugieren una densidad de 30.000 plantas.ha!, con
distancias de 70 cm entre hileras y de 47 cm entre plantas. También, en Nueva Zelanda,
se ha mostrado un incremento en el rendimiento con el aumento de la densidad sobre

24.000 plantas.ha! (Roque, 2009).

La propagacion es vegetativa y se efectia tradicionalmente por propégulos,

esquejes y nudos enraizados. Los propagulos son porciones caulinares subterrdneas,
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deben ser divididos de modo que cada fragmento tenga entre 3 a 5 brotes. Las raices de
almacenaje no pueden ser propagadas. La propagacion mediante esquejes de tallos (con
al menos dos brotes) puede ser también llevada a cabo; para ello, lo mejor es emplear
plantas antes de la floracion, por ejemplo, de 5 a 6 meses de edad. En laboratorio, bajo
condiciones controladas (atmdsfera saturada), el mejor enraizamiento se produce
mediante tratamiento con auxinas. En invernadero, se puede realizar la propagacion
mediante brotes individuales colocados en sustrato enraizante bajo condiciones estériles
y después de 60 dias enraizan entre el 43 y 97% dependiendo el cultivar. La propagacion
in vitro es también posible y comercialmente interesante; varios protocolos han sido
desarrollados para ello, los que son interesantes en la produccion de ejemplares vegetales

libres de virus (Roque, 2009).

El yacon necesita relativamente mucha agua en el inicio del periodo vegetativo. Es
cultivado en territorios con precipitaciones entre 300-600 mm de precipitaciones bajo
riego, con 800 mm se consideran 6ptimas. Se recomienda mullir las hileras durante el
periodo vegetativo. Si se plantan fragmentos de rizoma, el desarrollo inicial de las

plantases relativamente lento y los vdstagos no emergen sino hasta después de 30-50 dias.

El control de malezas es aplicado normalmente s6lo dos veces al comienzo del
periodo vegetativo, ya que las plantas de yacén pueden subsecuentemente suprimir las

malezas.

La fertilizacién de yacon se ha investigado muy poco, en un ensayo realizado en
Brasil con un cultivar, los rendimientos mas altos se obtienen mediante fertilizacion con
140 kg de N.ha' y 100 kg de K.ha!'; en Cajamarca la fertilizacién con 5-10 tha' de
humus es suficiente para equilibrar la pérdida de nutrientes. Debido a no existian
recomendaciones para los agricultores sobre la fertilizacion nitrogenada y la absorcion de
nitrégeno (N) del yacon, en Alemania se realizaron evaluaciones de diferentes niveles de

fertilizacion nitrogenada (Kamp ez al., 2019).

Enfermedades y plagas no son hasta ahora un gran problema en el cultivo del yacén,
ya que no existen monocultivos de gran extension. Los pardsitos aparecen en cultivo en
latitudes calidas y himedas. Algunos parésitos y enfermedades de hojas y raices han sido

reportados (Roque, 2009).

Se cosecha fundamentalmente hojas adultas y raices de almacenaje. La cosecha de

hojas adultas se realiza cuando forman aproximadamente un dngulo recto con el tallo y
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se estima que pueden ser cosechadas cada 30 dias, con un rendimiento de 2 a 4 toneladas

de peso seco bajo densidades de18.500 plantas.ha™! (Roque, 2009).

Al término del ciclo vegetativo, las partes aéreas del yacon comienzan a morir, lo
cual indica la época de cosecha de las raices de almacenaje y estas pueden permanecer un
tiempo en el suelo sin dafarse, dependiendo de la region y el clima. La cosecha de raices
de almacenaje se realiza, dependiendo de la regién y la altitud, entre los 6 y 12 meses
después de la plantacion y la produccidon media de raices de almacenaje por hectarea de
cultivo en el territorio alto-andino, alcanza por lo normal entre 20 y 40 t.ha™ de peso
fresco, correspondiendo en peso seco entre el 10y 14%. En Brasil se han obtenido hasta

100 t.ha! (Roque, 2009).

La produccion de yacén depende fuertemente de la eleccion del cultivar,
caracteristicas del lugar de cultivo (altitud, fotoperiodo, fertilidad del suelo) y de las

labores culturales, fundamentalmente.

Las raices de almacenaje del yacén acumulan una gran cantidad de fructo-
oligosacaridos (FOS) del tipo inulina. Los FOS constituyen cerca del 10% del peso fresco,
y del 70 al 80% del peso seco. Durante el almacenamiento de las raices de almacenaje del
yacon, la concentracién de FOS disminuye. En Nueva Zelanda las raices de almacenaje
son guardadas por 30 dias a 1°C sin cambios en la concentracién de FOS. Para
la elaboraciéon de productos con alta concentraciéon de FOS las raices de almacenaje
deberian ser guardadas sélo por periodos cortos en espacios frios y oscuros con alta
humedad del aire, y ser procesados, en lo posible, directamente. Tradicionalmente las
raices de almacenaje permanecen un par de dias al sol después de la cosecha, ya que de
este modo las raices se vuelven mds dulces por la pérdida de agua del 40%. Ello significa
que la cantidad absoluta de FOS es mayor directamente después de la cosecha y la
cantidad relativa, mayor después de la exposicién al sol. Las condiciones de
almacenamiento deben ser seleccionadas dependiendo del tipo de producto deseado

(Roque, 2009).

El yacén se comercializa en estado fresco y procesado. Los tubérculos se consumen
como una fruta fresca y utilizarse para la elaboracion de jugos y comidas. Mientras que
los tubérculos procesados, como hojuelas deshidratadas, jalea, dulce, escabeche,
mermelada, jugos, licor y con las hojas t€. Ademas, la planta completa se utiliza como

forraje y los tallos se usan para elaborar la “yista”, “llicta” o “llipta” (preparado sdlido
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que se hace con las cenizas de estas u otras plantas y se utiliza en el proceso de coqueo o
insalivacion de la coca) (Calle & Catacata, 2012). Estudios realizados por Aban (2019),
sugieren la factibilidad de la producciéon y comercializacion de hojuelas de yacén en la

Provincia de Jujuy.

El cultivo de yacon exige la generacion de informacién agrondmica, por lo que, en
la actualidad, investigadores de varios paises (Brasil, Alemania, China, Japdn), estudian
diferentes formas de produccidn, en distintos ambientes, genotipos y sistemas de
fertilizacion fundamentalmente (Silva et al., 2019; Wagner et al., 2019; Kamp et al.,
2019; Kamp et al., 2019b; Kamp et al, 2019¢).

I.3. LAS INTERACCIONES

1.3.1. Interaccion de topinambur y hongos micorricicos

Se determind la presencia de hongos micorricicos arbusculares en raices de
topinambur (H. tuberosus), siendo baja su colonizacion: 2,5 %. Esto resulté de un estudio
realizado en 36 especies de plantas medicinales en Cracovia; en el mismo se concluye
que los niveles de colonizacién micorricica estdn relacionados con las condiciones
edaficas. También se determiné que el hongo Olpidium sp. colonizé raices de H.
tuberosus (Zubek et al., 2011). La baja colonizacion pudo deberse a que esta planta es
originaria de América y si bien se extendi6 por Europa es probable que sus micorrizas no
se hayan difundido de igual manera, por lo cual es importante estudiar la micorrizacién
de H. tuberosus en esta region. Estudios recientes realizados por Eid et al. (2019),
determinaron que las micorrizas arbusculares mejoran el estado nutricional de H.
tuberosus e inducen su resistencia contra el hongo fitopatégeno Sclerotium rolfsii, donde
las plantas micorrizadas disminuyeron la incidencia y la gravedad de la enfermedad
causada por S. rolfsii, mientras que mejoraron la produccién de biomasa y aumentaron
los rendimientos de los tubérculos més alla de los obtenidos en las plantas tratadas con

fungicidas sintéticos.

1.3.2. Interaccion de yacon y hongos micorricicos

En estudios realizados en la provincia de Tucumdan (Argentina) se describié por
primera vez la presencia de micorrizas arbusculares y endofitos septados oscuros (ESO)

en yacon cultivado (S. sonchifolius) y en yacon del campo o silvestre (Smallanthus
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macroscyphus Baker ex Martius). Las raices fibrosas de yac6n creciendo en un cultivo
presentaron un alto nivel de colonizacién por hongos micorricicos arbusculares (86 %).
Los hongos micorricicos arbusculares identificados correspondieron mayormente a los
géneros Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora y Pacispora. El alto nivel de
colonizacion y las pocas raices fibrosas observadas sugieren que el yacon (S. sonchifolius)

es una especie micotrofa-dependiente (Mercado et al., 2013).

1.3.3. Interaccion de Azospirillum y hongos micorricicos

El trabajo de revision bibliografica realizado por Parra y Cuevas (2001), indican
que la inoculacién mixta Azospirillum-hongo micorricico vesiculo arbuscular provoca
incrementos significativos en el crecimiento y contenido de fosforo de las plantas, lo que
puede sustituir completamente la aplicacion de fertilizantes fosféricos y nitrogenados, y
favorecer la infeccion de plantas por hongos micorrizégenos. Sin embargo, el déficit de
informacién obtenida hasta el momento puede solamente estimular nuevas

investigaciones sobre esta interaccion.

Entre las investigaciones realizadas para evaluar la asociacién entre bacterias del

género Azospirillum y hongos micorricicos se citan las siguientes:

La asociacion entre la bacteria Azospirillum y hongos micorricicos determiné un
efecto sinérgico, el cual se evidencié en una mejora adicional para casi la totalidad de los
parametros de crecimiento en alfalfa (Medicago sativa), lo que demuestra una

compatibilidad funcional entre ellos (Bir6 et al., 2000).

Un comportamiento similar se obtuvo en un bioensayo de produccién de tomate,
donde la infeccion de A. brasilense a la raiz, se afectd positivamente con la inoculacién
del hongo micorricico arbuscular Glomus intraradices y se present6 un efecto sinérgico
entre ambos. Se observé un incremento de las unidades formadoras de colonias (UFC) de
rizOsfera a rizoplano; esto probablemente se debe a que esta ultima es la zona que esta
mads cerca de la raiz, tiene mayor influencia de los exudados radicales y favorece el
incremento de las poblaciones de A. brasilense, y en la zona de la endorizdsfera, el
tratamiento G. intraradices + A. brasilense mostro el 72 % de raices infectadas (Velasco
Velasco et al., 2001). Por otra parte, observaron que la inoculacién por separado de G.
intraradices y A. brasilense present6 efectos positivos en la tasa fotosintética de plantas

inoculadas comparados con el tratamiento no inoculado, debido a que la bacteria aportd

32



nitrogeno a través de la fijacion bioldgica y el hongo facilitd la absorciéon de fésforo por

la planta (Velasco Velasco et al., 2001).

Alarcén et al. (2002), evaluaron el efecto del hongo micorricico Glomus claroideum
sobre el area foliar de Carica papaya, la cual se increment6 significativamente, ademds
favorecio la actividad enzimética de la fosfatasa 4cida soluble y extractable en la raiz e

incremento la poblacion de A. brasilense cepa VS-7.

En investigaciones sobre las interacciones microbianas se discute la compatibilidad
funcional de los diazétrofos y las micorrizas, tema que no esta del todo dilucidado en la
actualidad. Un ejemplo de estos estudios fue el realizado por Bir6 et al. (2000), en el cual
se evaluaron las co-inoculaciones de alfalfa (M. sativa) con A. brasilense, Rhizobium
meliloti, Glomus fasciculatum en diferentes condiciones de cultivo; si bien se observé un
efecto sinérgico entre los diazétrofos (asociado y simbidtico) y el hongo micorricico, la
variacion de resultados obtenidos por influencia de los factores ambientales y la

microflora nativa no les permitié llegar a conclusiones taxativas.

Séanchez de la Cruz et al. (2008), estudiaron la influencia del hongo micorricico
arbuscular G. intraradices y de A. brasilense en trigo (var. ‘Sautefia F-01’), en
invernadero y en campo. En invernadero, la inoculacién independiente de Glomus 6
Azospirillum, incrementd la altura de planta, la biomasa foliar fresca y seca, y la biomasa
radical; la colonizacion micorricica aumentd en todos los tratamientos con
microsimbiontes. En campo y en dos regimenes de humedad (temporal y con un riego de
auxilio), los microsimbiontes no influyeron en las caracteristicas de planta, la
colonizacién micorricica, el rendimiento o en la calidad de grano. Los resultados de

campo indicaron que solo existié respuesta del trigo a la aplicacién de un riego de auxilio.

Lo que, si queda claro, es que el efecto final de cualquier inoculacién microbiana
de funcionamiento planta - rizésfera es, por lo tanto, el resultado de un complejo de
interacciones entre las plantas, los habitantes de la rizdsfera, los diferentes
microorganismos inoculados y los componentes ambientales involucrados (Bir6 et al.,

2000).

Sete da Cruz et al. (2020), demostraron que la coinoculacién de hongos
micorricicos arbusculares con A. brasilense sobre Cymbopogon citratus (hierba limén),
modificé la composicion quimica y provocd la alteracion del contenido de aceites

esenciales de la planta.
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Por todo esto, el estudio y la biisqueda de microorganismos del suelo con probada
capacidad para promover el crecimiento y productividad de las plantas por incrementar
la nutricién y defensa de los cultivos ante microorganismos causantes de enfermedades
en las plantas resulta una temdtica, que promete aplicaciones précticas, ademds de
considerarse una alternativa importante para el desarrollo de la agricultura orgédnica y

sustentable en la regidn.

1.3.4. Otras interacciones

Se pudo observar la regeneracion y transformacion eficiente de plantas de H.
tuberosus mediante la inoculaciéon con la bacteria Agrobacterium tumefaciens.
Consideran que estos estudios podrian ser tutiles en el mejoramiento genético de H.
tuberosus a través de la regeneracion eficiente de brotes mediada por bacterias

productoras de hormonas de crecimiento (Kim et al., 2016).

Investigaciones realizadas en Tailandia, determinaron que bacterias endofiticas
promueven el crecimiento y el rendimiento de las plantas H. tuberosus. Trabajaron con
cuatro cepas de bacterias endofiticas aisladas de la hoja y tallo de topinambur, que fueron
identificadas como Bacillus aquimaris, Micrococcus luteus, Bacillus sp. y Bacillus
methylotrophicus. Estas bacterias endofiticas asociadas con la planta estaban en
simbiosis, dando metabolitos para el crecimiento y defensa de plantas de H. tuberosus

(Namwongsa et al., 2019).
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II. HIPOTESIS
I1.1. HIPOTESIS DE INVESTIGA CION

- El crecimiento, desarrollo y produccién del topinambur y yacén se incrementan
con la aplicacién de microorganismos fijadores libres del nitrégeno atmosférico y hongos
micorricicos.

- La capacidad de promover el crecimiento de las plantas por los microorganismos

del suelo estd relacionada y condicionada con la especie vegetal hospedera.

I1.2. HIPOTESIS ESTADISTICA

Ho: El crecimiento, desarrollo y producciéon del topinambur y yacén no se
incrementan con la aplicaciéon de microorganismos fijadores libres del nitrégeno

atmosférico y hongos micorricicos.

La capacidad de promover el crecimiento de las plantas por los microorganismos

del suelo no esta relacionada y condicionada con la especie vegetal hospedera.

Hi: El crecimiento, desarrollo y produccién del topinambur y yacon se incrementan
con la aplicacién de microorganismos fijadores libres del nitrégeno atmosférico y hongos

micorricicos.

La capacidad de promover el crecimiento de las plantas por los microorganismos

del suelo esta relacionada y condicionada con la especie vegetal hospedera.
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III. OBJETIVOS
III.1. OBJETIVO GENERAL

En el presente trabajo se plante6 como objetivo general determinar la interaccion
de Azospirillum brasilense y hongos micorricicos sobre Helianthus tuberosus y

Smallanthus sonchifolius.

II1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar si topinambur y yac6n tienen naturalmente una simbiosis mutualista

con bacterias endorizosféricas del género Azospirillum.

- Caracterizar y/o identificar estas bacterias endorizosféricas fijadores libres del N

atmosférico.

- Determinar si topinambur y yacén son micotrofas dependientes en cultivos en

parcelas de la provincia de Catamarca.

- Aislar, identificar y multiplicar en especies de plantas trampas y multiplicadoras

los hongos micorricicos locales o nativos asociados a topinambur y yacon.

- Evaluar los efectos sobre la nutricion, por determinacién de pardmetros

agronoémicos y el estado sanitario de las plantas.
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Estudio de la existencia natural de simbiosis mutualista de
topinambur y yacon con bacterias endorrizosféricas del

género Azospirillum

RESUMEN

El género Azospirillum, comprende bacterias de vida libre que habitan en suelos de
diversas condiciones ecoldgicas, donde a menudo se asocian a la rizosfera y a la
endorrizosfera de las plantas. Estas bacterias tienen multiples atributos que pueden
beneficiar a las plantas hospederas, debido a capacidad de fijar nitr6geno atmosférico
(N2), secretar fitohormonas como auxinas, citoquininas y giberelinas. Ademads, pueden
suprimir poblaciones de microorganismos fitopatdgenos del suelo y descomponer
contaminantes del suelo. Por lo cual, el objetivo del trabajo fue determinar si plantas de
topinambur (Helianthus tuberosus) y de yacén (Smallanthus sonchifolius) cultivadas en
el Valle Central de la Provincia de Catamarca, tienen naturalmente simbiosis mutualista
con bacterias endorrizosféricas del género Azospirillum. Los aislamientos se realizaron
en forma continua, a partir de raicillas de plantas de topinambur y de yac6n, mediante
siembras en medios de cultivos indicadores, diferenciales y selectivos libres de nitrégeno.
No se obtuvieron resultados positivos, no se aislaron de rizobacterias nativas del género
Azospirillum en la endorrizésfera de plantas de topinambur y de yacén. No se pudo
comprobar la colonizacidn natural de la endorrizésfera de los cultivos de topinambur (H.
tuberosus) y de yacon (S. sonchifolius) por rizobacterias autdctonas del género

Azospirillum.

PALABRAS CLAVES: Helianthus tuberosus; Smallanthus sonchifolius; PGPR.

INTRODUCCION

El género Azospirillum fue definido por primera vez por Tarrand et al. (1978), en
este género se encuentran bacterias de vida libre que habitan en suelos de diversas
condiciones ecoldgicas, donde a menudo se asocian a la rizosfera o a la endorrizosfera de
las plantas, y como tienen un metabolismo del carbono y del nitrégeno versitil, les otorga
una caracteristica adaptativa que les permite sobrevivir en diferentes ambientes (Souza et

al., 2017; Maroniche et al., 2017). En la actualidad es uno de los géneros mds estudiados
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de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) debido a su capacidad de
colonizar muchas especies de plantas (Cassan & Diaz-Zorita, 2016) y a su potencial
biotecnolégico como inoculantes de cultivos (Maroniche et al., 2017), siendo A.

brasilense la especie mas investigada (Souza et al., 2017).

A. brasilense es una PGPR que mejora el crecimiento y aumenta la resistencia a los
factores de estrés bidticos y abidticos en algunas plantas. Esta mejora se debe a la
capacidad de fijar N atmosférico, a la producciéon de fitohormonas (como auxinas,
citoquininas y giberelinas) y a la induccién de resistencia sistémica de la planta
(Larraburu et al., 2016; D* Angioli et al., 2017). Ademads, pueden suprimir poblaciones de
microorganismos fitopatogenos del suelo. descomponer contaminantes del suelo, entre
otros procesos (D*Angioli et al., 2017). Naturalmente puede colonizar algunas especies
vegetales y agrondmicamente a diversos cultivos como trigo, frutilla, tomate, pimiento,
pepino, cebada, arroz, maiz, etc. (Di Barbaro et al., 2005; Pii et al., 2016; Schenberger
Santos et al., 2017; Ribaudo et al., 2017; D" Angioli et al., 2017; Garcia et al., 2017).

Como la colonizacién de las bacterias del suelo en las plantas es un proceso
complejo, que implica la interaccién entre muchos caracteres bacterianos y respuestas de
las plantas (Schenberger Santos et al., 2017), la bisqueda de candidatos para la
produccién de biofertilizantes especificos para un determinado cultivo debe iniciarse con
el estudio de su rizésfera. Por lo cual, el objetivo del trabajo fue determinar si plantas de
topinambur (H. tuberosus) y yacon (S. sonchifolius) cultivadas en el Valle Central de la
Provincia de Catamarca, tienen naturalmente simbiosis mutualista con bacterias

endorrizosféricas del género Azospirillum.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron ejemplares de topinambur (H. tuberosus) y de yacon (S. sonchifolius)
de diferentes bioensayos de reproduccion de material vegetal que se efectuaron en el Valle
Central de la Provincia de Catamarca a (Departamento Valle Viejo, 28°28°07" LS
65°46°60""LO), lugar que estd inmerso en la regién semidrida del noroeste de la Republica

Argentina.

Los aislamientos se realizaron en forma continua, a partir de raicillas de plantas de
topinambur y yacon, siguiendo el protocolo correspondiente a la “Técnica de aislamiento

de Azospirillum” (Tarrand et al., 1978; Dobereiner et al., 1995), que consistié en:
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- Lavar enérgicamente raices, cortar trozos de aproximadamente 1 cm y realizar una

desinfeccidon con bicloruro de mercurio al 0,1% durante un minuto.

- Lavar no menos de 4 veces utilizando agua corriente estéril para eliminar el Cl»
Hg remanente y en forma aséptica, colocar un trozo de raiz en frascos que contengan

medio NFb semisélido y se incuba a 36 °C.

- Después de 2, 3 6 5 dias se observa “velo o sombrilla” que luego se transforma en
una pelicula blanca y densa bajo la superficie del medio y alcalinizacién del medio que
provoca viraje del indicador Azul de Bromotimol, tomandose la presencia de

Azospirillum como positivo cuando existen estas dos caracteristicas.

- A partir de los tubos positivos se realiza el aislamiento por agotamiento en
superficie mediante siembra por estrias en medio de cultivo Rodriguez Céceres agarizado,
para obtener colonias tipicas (rojo escarlata y secas). Los cultivos aislados se deben de
estriar varias veces en el mismo medio de cultivo hasta obtener crecimientos bacterianos
puros (Figura 3). Se corroborard la identificacién con el andlisis molecular de los

aislamientos.

“Velo subsuperficial
en NFb semisolido.

Figura 3. Protocolo de aislamiento de bacterias del género Azospirillum (Tarrand et al.,

1978; Dobereiner et al., 1995).
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Se trabajo con las raices procedentes de mas de 30 ejemplares de cada cultivo, los
cuales fueron colectados en diferentes estados fenoldgicos. Se realizaron siembras de

raicillas de topinambur y de yacén en mds de 500 tubos para cada especie.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se obtuvieron resultados positivos, sin lograr el aislamiento de rizobacterias
nativas del género Azospirillum de la endorrizdsfera de topinambur y de yacén (Figuras
4 y 5). Estos resultados pueden deberse a que estas especies vegetales, topinambur y
yacon, no son cultivos tradicionales en el Valle Central de la Provincia de Catamarca y
los ejemplares estudiados fueron cultivados en un sitio que no tenia antecedentes previos
de produccién de estos cultivos, lo que implica que estas plantas son nuevos componentes
de este ambiente y de los complejos procesos de interacciones que suceden en la rizésfera.
Y como, el reconocimiento entre las plantas y los microorganismos del suelo es el proceso
inicial de relaciones de doble via, raiz-suelo y suelo-raiz, y mediado por las condiciones
ambientales y el sistema planta (Sdnchez de Prager, 2007). Donde cada raiz analizada ha
sufrido un proceso de desarrollo que la ha llevado a construir su rizésfera y establecer las
relaciones entre la planta y microorganismos nativos de la rizésfera. Por ende, los
resultados obtenidos pueden deberse a que bacterias del género Azospirillum no son
componentes de la comunidad microbiana de ese suelo, o bien porque estas bacterias no

han tenido la capacidad de colonizar la endorrizésfera de estas plantas.

o -, P " 4 — y b i

Figura 4. Aislamientos a partir de raicillas de topinambur (H. tuberosus).
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Figura 5. Aislamientos a partir de raicillas de yacon (S. sonchifolius).

Los biofertilizantes han surgido como la solucién para la agricultura orgédnica y
sostenible, por lo que es importante incrementar la biisqueda con respaldo cientifico de
microorganismos del suelo para lograr practicas agricolas sostenibles, por sus beneficios
en la agricultura y los efectos positivos en la fertilidad de los suelos (Afanador Barajas,

2017).

CONCLUSION

No se pudo determinar si plantas de topinambur (H. fuberosus) y yacén (S.
sonchifolius) cultivadas en el Valle Central de la Provincia de Catamarca, tienen
naturalmente simbiosis mutualista con bacterias autoctonas endorrizosféricas del género
Azospirillum. Por lo cual, no se pudo comprobar la colonizacién natural de la
endorrizésfera de los cultivos de topinambur (H. tuberosus) y de yacon (S. sonchifolius)

por rizobacterias autdctonas del género Azospirillum.
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Aislamiento de bacterias fijadoras libres del nitrégeno
atmosférico de la endorrizosfera de Helianthus tuberosus y de

Smallanthus sonchifolius

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar la presencia de bacterias fijadoras libres del
nitrogeno atmosférico en la endorrizdsfera de topinambur (Helianthus tuberosus) y de
yacon (Smallanthus sonchifolius), cultivados en el Valle Central de la Provincia de
Catamarca. Se colectaron raices de cada especie y se les aplicé la técnica propuesta por
Dobereiner et al. (1995) para el aislamiento de la bacteria endorrizosférica fijadora libre
de N», Azospirillum sp. Los aislamientos obtenidos se caracterizaron morfoldgica y
fisiolégicamente, y se seleccionaron tres morfotipos diferentes de cada especie vegetal
para su identificacién molecular. Se describieron once microorganismos autéctonos
fijadores libres del nitrogeno atmosférico presentes en la endorrizésfera de los cultivos
en estudio, 6 en topinambur y 5 en yacon. Todos los aislamientos pertenecientes al género
Pseudomonas. En topinambur, Pseudomonas sihuiensis y en yacon de Pseudomonas
alcaligenes, P. resinovorans y P. sihuiensis. Se reporta por primera vez el aislamiento
de bacterias fijadoras libres del nitrégeno atmosférico autdctonas de P. sihuiensis, P.
alcaligenes y P. resinovorans en la endorrizésfera de topinambur (H. tuberosus) y de
yacon (S. sonchifolius), cultivados en suelos del Valle Central de la Provincia de

Catamarca.

PALABRAS CLAVES: Topinambur; Yacoén; Catamarca; diazétrofos; Pseudomonas.

INTRODUCCION

El nitr6geno molecular (N2) que existe en la atmdsfera no es facilmente asimilable
por los vegetales debido a que el triple enlace que une los &tomos que forman la molécula
es dificil de romper; entonces las plantas aprovechan el nitrégeno atmosférico mediante
el proceso metabdlico conocido como Fijaciéon Biol6gica de Nitrogeno (FBN) (Martin
Alonso et al., 2017). Este proceso es llevado a cabo por ciertos microorganismos del suelo

que se conocen como ‘“microorganismos fijadores de nitrégeno” que convierten el
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nitrogeno (N2) en amoniaco (NH3) a través del complejo enzimético llamado nitrogenasa
(Calderoli, 2016). Los microorganismos fijadores de nitrégeno incluyen a los fijadores
simbidticos que fijan nitrégeno en asociacién con plantas, y los de vida libre que
proporcionan al medio compuestos nitrogenados que son aprovechados por los vegetales

(Mayz-Figueroa, 2004).

La FBN es la principal fuente de este elemento a ecosistemas naturales y a los
agroecosistemas sin fertilizacion quimica (Ibarra Sdnchez, 2010; Afanador Barajas, 2017;
Martin Alonso et al., 2017), donde este proceso aporta aproximadamente 140 millones de
toneladas de nitrégeno por afio constituyéndose en la principal entrada de este elemento
a la biosfera (Calderoli, 2016). Estos microorganismos al fijar nitrégeno influyen en la
productividad de los cultivos y parte de este queda disponible en el suelo como fuente de
carbono para la microflora del mismo (Afanador Barajas, 2017; Martin Alonso et al.,
2017). Entre los géneros de bacterias FBN de vida libre estdn Azomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Beijerinckia, Burkholderia, Clostridium, Derxia, Desulfovibrio,
Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Paenibacillus y Pseudomonas (Aguilar Borja,
2015). Sin embargo, los principales microorganismos fijadores del N en vida libre
constituyentes de los principales biofertilizantes corresponden a los géneros:
Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azotobacter, Cyanobacteria,

Azospirillum y Pseudomonas (Aguilar Borja, 2015; Afanador Barajas, 2017).

Por su capacidad de fijar nitr6geno, las bacterias fijadoras de nitrégeno se
consideran como candidatos para la elaboracién de biofertilizantes, que se fabrican en
varios paises del mundo. En la actualidad, se consideran a los biofertilizantes como
importante herramienta biotecnoldgica, que consiste en aplicar microorganismos que
ayudan a mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo y asi logran disminuir los
efectos causados por el exceso de fertilizantes. El uso de biofertilizantes en diferentes
cultivos ha evidenciado efectos positivos en la fertilidad del suelo (Afanador Barajas,

2017).

Los cultivos de topinambur (H. tuberosus) y de yacon (S. sonchifolius) se remontan
a épocas precolombinas y han permanecido por mucho tiempo restringido a dreas muy
pequeias ya que estdn adaptados a las condiciones ecoldgicas de los Andes, donde su uso
estd fuertemente ligado a las tradiciones de los pueblos (Mansilla et al., 2010), y en los

ultimos afnos ha cobrado gran interés por sus propiedades nutracéuticas.
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El consumo de alimentos con beneficios fisioldgicos y bioquimicos estidn
aumentando, por lo cual la produccién de topinambur y de yacén ha generado interés en
la dltima década. El topinambur y el yacén son plantas herbaceas perennes que tienen
raices tuberosas de sabor dulce y son originarias de América del Sur, donde se lo utiliza
en la alimentacion humana y en medicina popular para el tratamiento de la diabetes,
problemas digestivos, estrefiimiento y otras enfermedades (Manrique et al., 2005; Yan et
al., 2019). Estos tubérculos contienen antioxidantes naturales, fructanos y
fructooligosacéridos de interés para la industria nutracéutica (Pacheco et al., 2019; Yan

et al.,2019; Satoh et al., 2013; Adriano et al., 2019).

El cultivo de H. tuberosus presenta una amplia distribucién mundial. Se cultiva en
diversos paises del mundo, tales como Italia, Australia (Tesio et al., 2012), Alemania
(Willscher et al., 2017), Austria, Repuiblica Checa (Klimek et al., 2016), Dinamarca
(Bach et al., 2015), Polonia (Gedrovica et al., 2011), Serbia (Terzic et al., 2012), China
(Sun et al., 2015), Corea del Sur (Jeong, 2015; Kim et al., 2016), Japén (Okada et al.,
2017), Tailandia (Judprasong et al., 2018), Estados Unidos (Kantar et al., 2014), Cuba
(Ly, 2000) y Brasil (Volpini-Rapina et al., 2012). Sin embargo, en el pais se tienen
referencias de algunos productores dispersos en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba,

Entre Rios, Mendoza, Rio Negro, Chubut y San Luis (Rossi & Chicahuala, 2017).

Mientras que, S. sonchifolius estd actualmente distribuido en gran parte del
territorio andino desde el norte de Ecuador hasta el noroeste argentino (Roque, 2009;
Arnao et al., 2011) y se ha cultivado con éxito en varias regiones, incluyendo: Brasil,
Reptiblica Checa, China, Corea, Japon, Nueva Zelanda, Rusia, Taiwan y Estados Unidos
(Lachman et al., 2004; Manrique et al., 2005; Ferndndez et al., 2006; Santana & Cardoso,
2008; Delgado et al., 2013). En Argentina, el yacén sélo se cultiva en las provincias
nortefias de Jujuy, Salta y Tucumédn (Munoz Jauregui, 2009; Mercado et al., 2013). En
Catamarca, tanto el topinambur y el yacon son cultivos no tradicionales en la provincia y

que vienen produciéndose por un unico productor en la zona.

El objetivo del trabajo fue determinar la presencia de bacterias fijadoras libres del
N atmosférico en la endorrizésfera de plantas de topinambur y de yacén en la provincia

de Catamarca.
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MATERIALES Y METODOS

Se colectaron ejemplares de topinambur (H. tuberosus)y de yacon (S. sonchifolius)
de diferentes bioensayos de reproduccion de material vegetal que se efectuaron en el Valle
Central de la Provincia de Catamarca a (28°28°07°°LS 65°46°60°'LO), lugar que esta

inmerso en la region semidrida del noroeste de la Republica Argentina.

Los aislamientos de bacterias fijadoras libres del N atmosférico de la endorrizésfera
de plantas de topinambur y yacén se realizaron de acuerdo con el procedimiento descripto
por Dobereiner et al. (1995) en el que se utilizaron los medios de cultivo NFb semis6lido
y RC (Tarrand et al., 1978; Dobereiner et al., 1995). Para la identificacion de las bacterias
aisladas se establecieron los caracteres morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos fueron
examinados de acuerdo con los métodos descriptos por Holt (1994) y Buchanan et al.
(1994). Para cada aislado se determiné el color de las colonias en medios de cultivo
especificos (RC); morfologia de la colonia observada; respuesta a la coloraciéon de Gram
Nicolle y de Shaffer y Fulton; produccién de 4cido/dlcalis (NFb semisélido con azul de
bromotimol como indicador) y pruebas de asimilacién utilizando diferentes fuentes de
carbono (glucosa, lactosa, dcido mdlico y almidén). Las pruebas de cada aislado

bacteriano se realizaron por triplicado (Figura 6).

+)

Figura 6. Aislamiento y caracterizacion de FLN endorrizosféricos de topinambur y

yacon.
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Para la identificacién molecular se enviaron los aislamientos a la empresa
Macrogen (Corea), quienes se encargaron de la extraccion, amplificacién y secuenciacion
del ADN de cada cepa, y del andlisis bioinformético, que consisti6 en el andlisis de las
secuencias obtenidas en la busqueda de secuencias similares en el GenBank por medio

del programa BLAST.

RESULTADOS Y DISCUSION

De la totalidad de las muestras de raices estudiadas se obtuvieron once aislados
bacterianos. Seis de ellos fueron provenientes de la endorrizdsfera de topinambur y cinco
de la de yacon. En base a los diferentes morfotipos obtenidos se enviaron a Macrogen
(Corea) 3 aislamientos de topinambur y 3 de yacén para su identificaciéon molecular.
Morfolégicamente, la mayoria de los aislados presentaron colonias pequefias y mucoides,
y correspondieron en su totalidad a bacilos Gram negativos no esporulados (Tabla 3,

Figuras 7 y 8).

El andlisis de la secuencia 16S rRNA determiné que las bacterias identificadas
molecularmente pertenecen al género Pseudomonas. De los tres aislamientos procedentes
de la endorrizésfera de topinambur, dos de ellos correspondieron a la especie P. sihuiensis
y el restante a Pseudomonas sp. En referencia a los aislados obtenidos de plantas de yac6n
correspondieron a las especies Pseudomonas alcaligenes, P. resinovorans'y P. sihuiensis

(Tabla 3 y anexo).

Figura 7. Colonias de bacterias fijadoras libre de nitrégeno de la endorrizésfera de

topinambur (Helianthus tuberosus) y de yacon (Smallanthus sonchifolius).
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Tabla 3. Caracterizacion e identificacion molecular de los diferentes aislados de bacterias

fijadoras de N obtenidos de la endorrizésfera de cultivos de topinambur y yacon.

Cultivo Aislado Caracterizacion Caracterizacion Gen 16S rRNA
morfoldgica de colonias Bioquimica % identidad
Topil  Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
. Pseudomonas
cremosas en medio RC. glucosa (-), sihuiensis
Bacilos G (-), no lactosa (-). 09
esporulada
TopilA Microcolonias amarillentas  Aerobias, movil,
y mucosas en medio RC. glucosa (+), Pseudomonas
Bacilos G (-), no lactosa (-). sp.
esporulada
Topi3  Microcolonias naranjas y Aerobia, movil,
. Pseudomonas
cremosas en medio RC. glucosa (-), o
S . sithuiensis
2 Bacilos G (-), no lactosa (-).
99
§ esporulada
B Topi5 Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
N .
S cremosas en medio RC. glucosa (-), i
Bacilos G (-), no lactosa (-).
esporulada
Topi9  Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
cremosas en medio RC. glucosa (-), i
Bacilos G (-), no lactosa (-).
esporulada
Topil0  Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
cremosas en medio RC. glucosa (-), i
Bacilos G (-), no lactosa (-).
esporulada
Ya3 Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
. . Pseudomonas
consistentes en medio RC.  glucosa (-), dlcalivenes
Bacilos G (-), no lactosa (-). 9‘2
esporulada.
Ya6 Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
cremosas en medio RC. glucosa (-), i
Bacilos G (-), no lactosa (-).
esporulada.
Yall Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
S . . Pseudomonas
'S fluidas en medio RC. glucosa (-), s
3 Bacilos G (- 1 ) resinovorans
N acilos G (-), no actosa (-). 99
esporulada
Yals Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
cremosas en medio RC. glucosa (-), i
Bacilos G (-), no lactosa (-).
esporulada
YaMi  Microcolonias rojas y Aerobia, movil,
. Pseudomonas
cremosas en medio RC. glucosa (-), ihuiensis
Bacilos G (-), no lactosa (-). 99

esporulada
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Pseudomonas es un género de gammaproteobacterias aerobias gramnegativas,
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae que contiene 191 especies descriptas (Peix
et al., 2018). Los miembros del género demuestran una gran diversidad metabdlica y, en
consecuencia, son capaces de colonizar una amplia gama de nichos (Cutifio-Jiménez &

Peiia Cutifio, 2019).

Diferentes especies del género Pseudomonas se utilizan en la fabricacién de
biofertizantes no sélo como FBN, sino también como solubilizadoras de fésforo, PGPR,
y movilizadoras de zinc y potasio (Afanador Barajas, 2017). Sin embargo, los
aislamientos identificados molecularmente corresponden a microorganismos reportados
en otros paises y estudiados en la biorremediacion de suelos y aguas contaminados por su
capacidad de biodegradar hidrocarburos, pesticidas y ciertas sustancias quimicas (Nojiri
et al., 2002; Widada et al., 2002; O'Mahony et al., 2006; Yang & Lee, 2007), pero sin
relevancia agricola. Tal como, P. sihuiensis fue aislado de suelos forestales del sur de
China (Wu et al., 2014) y en Brasil en sitios con historia de derrames frecuentes de
petrdleo (Pereira et al., 2019) y estudiada por su capacidad de biodegradar hidrocarburos
en agua de mar y su aplicacion en la biorremediaciéon de ambientes marinos por derrames
de petrdleo (Pereira et al., 2019). Ademads, P. alcaligeneses usada en ensayos
antibacterianos con el objetivo de evaluar las propiedades antimicrobianas de aceites
esenciales sustancias (Kaczorek, 2012), actividad antagénica frente a fitopatégenos
(Widnyana et al., 2013). Mientras que, P. resinovorans estudiada para conocer
mecanismos de transcripcion génica y actividad enzimética (Nojiri ef al., 2002; Takagi et
al.,2002; Nam et al., 2005), puede ser un patdgeno humano, pero los casos son muy raros

(Zuzuki et al., 2013).

A B. o

Figura 8. Microfotografias de bacterias FLN de la endorrizésfera de topinambur (A:

Preparado en fresco) y de yacon (B: Coloracion de Gram Nicolle). (A:100x).
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CONCLUSION

La investigacion sefialé la presencia de bacterias del género Pseudomonas como
fijadoras libres del nitr6geno atmosférico en la endorrizésfera de topinambur y de yacén
cultivados en suelos del Valle Central de la Provincia de Catamarca. Se reporta por
primera vez en la provincia de Catamarca a las especies Pseudomonas sihuiensis, P.

alcaligenes y P. resinovorans.
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CAPITULO 4.

“Estudio de dependencia micotrofica de

topinambur y yacon”
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Estudio de dependencia micotrofica de topinambur y yacon

INTRODUCCION

La simbiosis micorricico-arbuscular (MA) se establece entre las raices de la
mayoria de las plantas terrestres y hongos pertenecientes al Phylum Glomeromycota
(Schiibler et al., 2001). Estos hongos reciben compuestos carbonados de la planta, como
contraparte estos promueven el crecimiento de las plantas al suministrar nutrientes del
suelo especialmente los pocos méviles como fésforo y agua (Kirk et al., 2001; Harrison,
2005; Selosse et al., 2006; Wang & Qiu, 2006; Parodi & Pezzani, 2011). Ademas,
confieren una mayor tolerancia al ataque de patdgenos y a la sequia (Newsham et al.,
1995; Pérez & Vertel, 2010). Las micorrizas constituyen un recurso biolégico cuyo
manejo y conservacion, genera beneficios ambientales al mejorar las condiciones fisico-

quimicas y bioldgicas del suelo (Pérez & Vertel, 2010; Martinez, 2011).

Es frecuente encontrar un grupo de Ascomycetes anamorficos dematidceos que
colonizan intra e intercelularmente los tejidos de las raices formando asociaciones que
van desde el mutualismo al parasitismo (Jumpponen, 2001). Estos hongos, denominados
Endéfitos Septados Oscuros (ESO), se asocian con angiospermas dicotiledoneas y
monocotiledoneas, y se encuentran a menudo en las plantas micorrizadas. Los ESO son
en su mayoria pigmentados y crecen en el parénquima cortical y en elementos de vaso
del cilindro vascular central. Forman microesclerocios pigmentados, de estructura hifal
apretada y sinuosa (Jumpponen y Trappe, 1998). Ademads, presentan hifas hialinas y
delgadas con cuerpos lipidicos en su interior, denominadas SEF-(systemic endophytic
fungi), (Barrow, 2003), que colonizan en forma sistémica al hospedante. Estas hifas
incoloras constituyen zonas potenciales de transferencia de carbono (Barrow & Aaltonen,

2001).
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Micorrizas arbusculares y hongos septados oscuros nativos en
topinambur (Helianthus tuberosus L.) en Catamarca,
Argentina

RESUMEN

Para determinar y valorar la infeccion fungica radicular, se estudio la colonizacion
por simbiontes fungicos nativos en raices de Topinambur (Helianthus tuberosus L.),
cultivado en el Valle Central de la provincia de Catamarca, region arida del Noroeste
Argentino. Los estudios se efectuaron mediante observacion microscopica de estructuras
fungicas tefiidas dentro de la raiz. La cuantificacion de la infeccion se efectué mediante
metodologias de clarificacion y conteo sobre cuadricula bajo lupa. Se observaron
estructuras endomicorricicas como hifas, arbisculos y vesiculas del tipo vesiculo
arbuscular (MVA) y de hongos endofiticos septados oscuros (ESO) con hifas tabicadas,
melanizadas y con numerosos microesclerocios. Se determiné un alto nivel de
colonizacién flingica con ocurrencia simultinea de MV A y hongos ESO. Este estudio es

el primer informe sobre colonizacién por MVA y ESO en raices de topinambur.

PALABRAS CLAVES: hongos de raiz, endomicorrizas, alcachofa de Jerusalén, ESO.

INTRODUCCION

El topinambur o alcachofa de Jerusalén (H. tuberosus) es una Asterdcea originaria
de América Central (Cosgrove et al., 1991). En Argentina fue introducido a principios
del siglo XX para los programas de mejoramiento de la especie y también de girasol
(Helianthus annuus L.), donde el topinambur constituye una fuente de genes de interés
agronoémico (Rebora, 2008). Se cultiva como hortaliza, forrajera, industrial y medicinal,
sin embargo, en Catamarca sé6lo se cultiva para la alimentacién animal,
fundamentalmente para produccién porcina. Uno de los primeros usos fue en
investigaciones histoldgicas, debido a las caracteristicas de sus tallos, que han sido
utilizados para el acondicionamiento de material fitopatolégico con la finalidad de
realizar cortes finos y precisos de material fresco para que faciliten su observacion

(Sarasola & Rocca, 1975).
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Los antecedentes sobre micorrizas en plantas del género Helianthus se refieren
fundamentalmente a la inoculacion para mejorar el rendimiento del cultivo de Girasol (H.
annus L.) (Alvarez et al., 2008; Perez, 2012). Debido a que no se registran antecedentes
que estudien el mutualismo de hongos benéficos asociados con plantas de topinambur en
la provincia de Catamarca ni en el pais, los objetivos de esta investigacion fueron estudiar
los hongos formadores de micorrizas arbusculares u otros tipos de hongos y la incidencia
de los mismos en H. tuberosus en el Valle Central de la provincia de Catamarca,

Republica Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Muestras de plantas de topinambur (H. tuberosus L. variedad

Topianka) de 90 dias en floracion.

Localizacion: procedencia de plantas de topinambur de un cultivo a campo,
ubicado en el Valle Central de la provincia de Catamarca a (28°28°07 LS 65°46°60""LO),

que esta inmerso en la regién semidrida del noroeste de Argentina.

Tratamiento de raices. Las muestras de raices se recolectaron al azar de cinco
plantas en el periodo de plena floracion. En laboratorio, las raices de cada una de las
plantas recolectadas se extrajeron y lavaron con agua corriente, luego se seleccionaron
las mds delgadas, las que se clarificaron y tifieron siguiendo la metodologia de Phillips y
Hayman (1970) para la deteccién de estructuras de micorrizas (Figura 9). La tincion se
realizé con solucién de triple colorante de Gueguén (Sarasola & Rocca, 1975), porque
permite diferenciar algunos elementos del hongo las grasas aparecen en color rosa o en

rojo, el glicdgeno en caoba, el almidén en azul (Verna & Herrero, 1952).

Examen microscopico. Las raices se montaron entre porta y cubreobjetos, por cada
ejemplar se realizaron preparados microscopicos. Las raices fueron observadas utilizando

microscopio Optico con objetivos estdndar de 10, 40 y 100x.

Cuantificacion de infeccion. Para cada individuo se cuantificé el porcentaje de
colonizacién por MV A (hifas, arbisculos y vesiculas) y ESO. Se realiz6 la cuantificacién
microscopica del porcentaje de colonizacién micorricica arbuscular (MA), el contenido
de arbusculos (A) y de vesiculas (V), por el método de interseccion de linea de
Giovannetti y Mosse (1980). Para ello, de cada ejemplar se tomaron 15 segmentos de las

raices tratadas y coloreadas. Se distribuyeron al azar sobre un portaobjeto cuadriculado y
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mediante observacion microscopica (10x y 40x) se registré la presencia-ausencia de
estructuras micorricicas (A 'y V) en las intersecciones horizontales y verticales entre raices
y lineas de la cuadricula (Figura 10). De cada planta se realizaron tres repeticiones,
cuantificindose al menos 100 intersecciones por preparado y se calculd la frecuencia de
infeccion micorricica, Mgiovanneti (%) = (SI x 100) / SO, donde SI corresponde al nimero
de segmentos infectados (hifas + arbtisculos + vesiculas) y SO al nimero de segmentos
observados totales (hifas + arbuisculos + vesiculas + sin infeccién). También se calculé la
frecuencia de aparicion de arbusculos y de vesiculas (Covacevich et al, 2001),
cuantificindose arbusculos, vesiculas e hifas de micorrizas VA, ademds se registro el

porcentaje de hifas de ESO y porcentaje de microesclerocios en raicillas de topinambur.

Figura 9. Técnica de clareo para la observacion de estructuras de micorrizas en raices de

topinambur (H. tuberosus L.).

Figura 10. Raicillas de topinambur (H. tuberosus L.) sobre cuadricula de portaobjeto para
determinar el grado de colonizacién micorricica por el método de interseccion de linea de

Giovannetti y Mosse (1980).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tres estructuras tipicas de las micorrizas vesiculo-arbusculares (VA) fueron
observadas: hifas, arbusculos y vesiculas, en raices de todas las plantas de topinambur
recolectadas. (Figura 11). Las hifas son continuas finas y gruesas, algunas de ellas con
lipidos en rosario en su interior con crecimiento intracelular e intercelular. Se destaca la
presencia de una raiz con arbusculos bien desarrollados. También se observaron
numerosas vesiculas de morfologia diversa (esféricas, ovaladas, ahusadas) (Figura 11 y
12), por lo que se infiere que las raicillas de este vegetal estdn colonizadas por varias

especies o géneros de hongos micorricicos VA nativos.

Figura 11. Micrografias de estructuras de micorrizas en raices de topinambur (H.

tuberosus L.) a: arbusculos; h: hifas; v: vesiculas.

Figura 12. Micrografias (40x) de vesiculas de diversas formas en la misma raicilla de

Topinambur (H. tuberosus L.).
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Las vesiculas se mostraron con coloraciones celestes (sdculo) y rojas (glébulos uni
o multiples). Estas estructuras se encuentran relacionadas con el almacenamiento de
carbono en forma de lipidos y 4acidos grasos, razén por la que se definen las vesiculas
como Organos de reserva del simbionte fingico (Sieverding, 1983). Se observaron
arbusculos distribuidos a lo largo de la corteza, los que estdn involucrados en la

transferencia bidireccional de nutrientes (Smith & Read, 1997).

Ademas de las estructuras mencionadas, se observaron otras hifas tabicadas,
melanizadas y con numerosos microesclerocios del tipo de hongos enddfitos septados

oscuros (ESO) (Peterson et al., 2004; Figura 13).

Figura 13. Hifas melanizadas (h) y microesclerocios (m) del tipo de hongos enddfitos

septados oscuros (ESO) en raicillas de topinambur (H. tuberosus L.). Aumento de (40x).

Acorde con lo expuesto anteriormente, el presente estudio representa el primer
antecedente de co-ocurrencia de ambos tipos de colonizacién en topinambur (H.
tuberosus L.), tal como ocurre en la especie la familia Asteraceae, Smallanthus
sonchifolius (Mercado et al., 2013), y en Miconia ioneura y Tibouchina paratropicade,
especies de la familia Melastomataceae (Urcelay et al., 2005). Todas estas especies

procedentes del noroeste argentino.

Se ha propuesto que estos hongos mejoran el funcionamiento de las plantas en
ambientes 4dridos por las caracteristicas morfo-anatomicas y algunos estudios
experimentales, en virtud de su extensa red hifal, que aumenta el 4rea de exploracion del
suelo, permitiendo a la mayoria de las plantas acceder a las fuentes de agua y nutrientes

y mejorar asi la supervivencia de las plantas hospedantes (Lugo et al., 2011), tal como
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sucede con las micorrizas MA (Glomus spp.) que contribuyen al crecimiento y la
acumulacién de cobre en girasol (H. annuus) y favorecen los procesos de recuperacion

de suelos contaminados con desechos toxicos (Castafion-Silva et al., 2013).

Las raices presentaron un 97% de colonizaciéon micorricica. La frecuencia de
aparicion de arbusculos y de vesiculas fue de 34% y 21% respectivamente. La frecuencia
de aparicién de microesclerocios de ESO alcanzé el 11% de las raices evaluadas. El alto
nivel de colonizacién con hongos VA nos permite inferir que esta especie vegetal se
comporta como micotrofa dependiente. Estos resultados sugieren que simbiontes
fingicos, micorrizas y endoéfitos septados oscuros nativos estdn presentes en el
agroecosistema en estudio, y también parecen encontrarse en una concentracion alta en
el suelo, lo que estaria permitiendo la asociacidn con las raices de topinambur favorecidas

por el ambiente en el que se desarrollan y adaptadas a las condiciones del suelo.

Las raices de topinambur estuvieron simultdneamente colonizadas por ambos
enddfitos, hifas de micorrizas vesiculo arbusculares y de septados oscuros, detectandose
también la presencia de vesiculas, arbusculos tipicos de micorrizas VA y de

microesclerocios de ESO.

El alto nivel de colonizacién fingica con ocurrencia simultinea de micorrizas
vesiculo arbusculares y hongos ESO han sido observados en todas las plantas estudiadas.
En la Figura 14 se muestra la presencia de vesiculas y de microesclerocios en una raicilla
de topinambur, lo cual indica la colonizacién dual por micorrizas y endéfitos septados
oscuros. Esto también fue observado en diversos grupos de plantas, incluyendo helechos,
mono y dicotiledéneas que se encuentran simultdneamente colonizados por micorrizas
vesiculo arbusculares (MVA) y enddfitos septados oscuros (ESO) (Urcelay et al., 2005;
Lugo et al., 2011; Lizarraga et al., 2015).

Figura 14. Vesiculas (v) y microesclerocios (m) del tipo de hongos endéfitos septados

oscuros (ESO) en raicillas de topinambur (H. tuberosus L.). Aumento de (40x).
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Se estima que estas interacciones microbianas con raices de topinambur son
microorganismos nativos debido a que el cultivo se realiz6 en un monte natural sin
historial de cultivo previo, sumado a que es un cultivo no tradicional en la provincia de

Catamarca y que es producido casi exclusivamente por un solo agricultor en la zona.

CONCLUSIONES

Se describe por primera vez para Argentina, la asociacién micorricica en
topinambur (Helianthus tuberosus L.) con la co-ocurrencia de micorrizas vesiculo

arbusculares y endéfitos septados oscuros nativos de Catamarca.

Se registra un alto nivel de colonizacién fingica, con presencia de vesiculas
polimérficas, arbisculos tipicos de micorrizas VA y de hifas tabicadas, melanizadas con

numerosos microesclerocios de ESO.
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Micorrizas arbusculares y hongos septados oscuros nativos en

yacon (Smallanthus sonchifolius) en Catamarca, Argentina

RESUMEN

El yacon (Smallanthus sonchifolius [(Poeppig & Endlicher) H. Robinson]) es una
planta que produce un tipo particular de azucar, los fructooligosacédridos (FOS) de baja
digestibilidad que aporta pocas calorfas al organismo y pueden ser consumidos por
personas diabéticas porque no elevan el nivel de glucosa en sangre. Este cultivo estd
generando mucho interés. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue determinar si el
cultivo de yacoén puede establecer asociaciones micorricicas naturalmente. Para
determinar y valorar la infeccion fungica radicular, se estudid la colonizacién por
simbiontes flingicos nativos en raices de yacon cultivado en el Valle Central de la
provincia de Catamarca. Se realizaron observaciones microscépicas de estructuras
fungicas tefiidas dentro de la raiz. La cuantificacion de la infeccion se efectué mediante
metodologias de clarificacion y conteo sobre cuadricula bajo microscopio. Se observaron
estructuras tipicas de endomicorrizas como hifas, arbisculos y vesiculas del tipo vesiculo
arbuscular (MVA) y hongos endofiticos septados oscuros (ESO) con hifas tabicadas,
melanizadas y con numerosos microesclerocios. Se determiné un alto nivel de
colonizacién fingica con ocurrencia simultdnea de MV A y hongos ESO. Se describe por
primera vez la asociacién micorricica en yacon (S. sonchifolius) con micorrizas vesiculo
arbusculares nativas y con enddfitos septados oscuros en el Valle Central de la Provincia

de Catamarca.

PALABRAS CLAVES: hongos de raiz; endomicorrizas; Catamarca.

INTRODUCCION

Las micorrizas son simbiosis compatibles e intimas entre las raices de las plantas y
algunos hongos del suelo. El término micorriza describe al conjunto u “6rgano dual”
conformado por las estructuras de absorcion de las plantas y de los simbiontes fiingicos
que las colonizan en forma caracteristicas y definen una integracion estructural y
metabolica propia de la simbiosis (Sdnchez de Prager, 2007; Perez et al., 2010). La

absorcién de nutrientes por la mayoria de las plantas ocurre a través de 6rganos dobles
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raiz-hongo y la simbiosis va mas all4 del plano nutricional, con profundas implicaciones
en la sanidad, productividad y adaptacion de las plantas a las condiciones ambientales, al
manejo y conservacion de los ecosistemas y agroecosistemas (Sanchez de Prager, 2007).
Es decir, es la unién entre diferentes hongos y las raices de algunas plantas, donde ambos
participantes de esta asociacion obtienen beneficios. Fundamentalmente, la planta le
proporciona al hongo hidratos de carbono, proteinas y lipidos, necesarios para su
desarrollo, y a su vez, el hongo le permite a la planta una mejor captacién de nutrientes
del suelo, tanto macronutrientes y micronutrientes, especialmente de aquellos pocos
moviles, como el fosforo y agua (Kirk er al., 2001; Harrison, 2005; Selosse et al., 2006;
Wang & Qiu, 2006; Parodi & Pezzani, 2011). Por lo cual, mejora la calidad del cultivo.

Ademads, confieren una mayor tolerancia al ataque de patégenos y a la sequia
(Newsham et al., 1995; Pérez & Vertel, 2010). Las micorrizas constituyen un recurso
bioldégico cuyo manejo y conservacion, genera beneficios ambientales al mejorar las
condiciones fisico-quimicas y bioldgicas del suelo (Pérez & Vertel, 2010; Martinez,

2011).

Hay diferentes tipos de micorrizas, pero las endomicorrizas son las mas frecuentes
en la naturaleza que las ectomicorrizas (ECM) (Sieverding, 1983; Garcia et al., 2000;
Biaus, 2017). Las endomicorrizas se caracterizan por la colonizaciéon de las células
corticales por el micosimbionte, el cual vive entre ellas y dentro de ellas, inter e
intracelularmente (Montenegro Goémez et al., 2017). De los diferentes tipos de
endomicorrizas, las méds extendidas dentro de las especies vegetales son las micorrizas
vesiculo — arbusculares (MVA) o las micorrizas arbusculares (MA) y algunas formas més

especificas como las orquidioide y ericoide (Sdnchez de Prager, 2007).

También se puede encontrar un grupo de Ascomycetes anamorficos dematidceos
que colonizan intra e intercelularmente los tejidos de las raices formando asociaciones
que van desde el mutualismo al parasitismo (Jumpponen, 2001). Estos hongos,
denominados Endofitos Septados Oscuros (ESO), se asocian con angiospermas
dicotiledéneas y monocotiledoneas, y se encuentran a menudo en las plantas
micorrizadas. Los ESO son en su mayoria pigmentados y crecen en el parénquima cortical
y en elementos de vaso del cilindro vascular central. Forman microesclerocios
pigmentados, de estructura hifal apretada y sinuosa (Jumpponen & Trappe, 1998).
Ademads, presentan hifas hialinas y delgadas con cuerpos lipidicos en su interior,

denominadas SEF-(systemic endophytic fungi) (Barrow, 2003), que colonizan en forma
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sistémica al hospedante. Estas hifas incoloras constituyen zonas potenciales de

transferencia de carbono (Barrow & Aaltonen, 2001).

El yacon (S. sonchifolius [(Poeppig & Endlicher) H. Robinson]) de la familia
botanica Asteraceae es una planta de tubérculos que se originé en los Andes (Fernandez
et al., 2006). Fue domesticada hace siglos por las culturas preincaicas cuyo habitat
original son las tierras altas de los Andes, desde el sur de Colombia hasta el norte de
Argentina, en las provincias de Jujuy y Salta, entre los 800 y 2.800 msnm, en climas

templados montafiosos (Manrique ef al., 2005).

En contraste con otros cultivos de raices, que almacenan los carbohidratos en forma
de almidén, el yacén acumula los carbohidratos como inulina (Cano Romero, 2016) y
fructooligosacaridos (FOS) (Grancieri et al., 2017), polimeros de fructosa, los cuales no
pueden ser hidrolizados por el organismo humano y atraviesan el tracto digestivo sin ser
metabolizados, no elevan el nivel de glucosa en sangre, proporcionando calorias
inferiores al de la sacarosa, excelentes para las dietas hipocaldricas y dietas para
diabéticos (Fernandez et al., 2006; Satoh et al., 2013). y su consumo estd asociado a otras
propiedades como la reduccién del colesterol y de triglicéridos; mejora la absorcion y
asimilacion de calcio, fortalece el sistema inmunolégico, previene y reduce el riesgo de
cancer de colon ya que reconstituye la microflora benéfica del colon, previene y corrige
el estrefiimiento, y restaura la flora intestinal (Manrique et al., 2005; Santana & Cardoso,
2008; Muioz Jauregui, 2009; Grancieri et al., 2017). Por lo que, en la actualidad el
consumo de yacon estd asociado con la prevencion de enfermedades cronicas
(dislipidemias y resistencia a la insulina), reduce el colesterol sanguineo e incluidos los
efectos prebidticos, antidiabéticos, antioxidantes y antimicrobianos, entre otras
propiedades (Geyer et al., 2008; Genta et al., 2009; Kitai et al., 2017). Siendo un alimento
ideal para diabéticos y para personas que desean bajar de peso ya que su consumo no
eleva la concentracion de glucosa en la sangre y aporta muy pocas calorias a la dieta.
Estas propiedades estdn fuertemente asociadas a los compuestos fendlicos y a los
fructooligosacaridos (FOS) y estd comprobado que estos compuestos tienen efectos
beneficiosos en la nutricién y en la salud. La raiz reservante de yacén posee un sabor
dulce agradable, se consume usualmente después de un periodo de secado al sol. Este
procedimiento incrementa el dulzor de las raices y éstas estdn listas cuando la piel

empieza a arrugarse (Manrique ef al., 2005; Santana & Cardoso, 2008).
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La importancia del yacon (S. sonchifolius), radica en la presencia de componentes
bioactivos presentes principalmente en el tubérculo y hojas de la planta que ha despertado
gran interés por su contenido de FOS y compuestos fendlicos con propiedades
beneficiosas para la salud. Contiene FOS (50-70% de su peso seco) y, por lo tanto, se
considera un prebidtico y recientes estudios han sugerido que la alimentacién con yacén
previene y controla la diabetes por la disminucién de glucosa en sangre (Satoh et al.,
2013). Ademads, el consumo de tubérculos de S. sonchifolius es cada vez mas popular en

la dieta japonesa por su bajo valor caldrico y el alto contenido de fibra (Kitai ez al., 2017).

En Perd, el yacon es un cultivo tradicional, es parte de la biodiversidad alimentaria
y medicinal y se utiliza alli tanto las raices como las hojas, por sus propiedades
antioxidantes, hipoglucemiantes y antibacterianas. Por estas caracteristicas, su uso como
alimento funcional y/o nutracéutico es popular y promisorio (Arnao et al., 2011). Se lo
comercializa en estado fresco y o en forma de jugos, jarabes, capsulas y te en cajas con

sobres filtrantes.

Debido a que no se registran antecedentes que estudien el mutualismo de hongos
benéficos asociados con plantas de yacon en la provincia de Catamarca, el objetivo de
este trabajo fue estudiar los hongos formadores de micorrizas u otros tipos de hongos y
la incidencia de los mismos en S. sonchifolius en el Valle Central de la provincia de

Catamarca, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Muestras de plantas de yacon (S. sonchifolius) de 90 dias en fase

vegetativa de formacion de propagulos y tuberizacion.

Localizacion: procedencia de plantas de yacén de un cultivo a campo, ubicado en
el Valle Central de la provincia de Catamarca a (28°28°07°LS 65°46°60""'LO), que esta

inmerso en la region semidrida del noroeste de Argentina.

Tratamiento de raices: Las muestras de raices se recolectaron al azar de cinco
plantas en el periodo de formacidon de tubérculos. En laboratorio, las raices de cada una
de las plantas recolectadas se extrajeron y lavaron con agua corriente, luego se
seleccionaron las méds delgadas, las que se clarificaron y tifieron siguiendo la metodologia
de Phillips y Hayman (1970) para la deteccion de estructuras de micorrizas (Figura 15).

La tincién se realiz6 con solucidn de triple colorante de Gueguén que permite tefiir
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simultdneamente en los hongos a las proteinas de azul, el almidon de violeta, a las grasas

de rojo (Sarasola & Rocca, 1975) y el glic6geno en caoba (Verna & Herrero, 1952).

Examen microscopico: Las raices se montaron entre porta y cubreobjetos, por cada
ejemplar se realizaron preparados microscopicos. Las raices fueron observadas utilizando

microscopio Optico con objetivos estdndar de 10, 40 y 100x.

Cuantificacion de infeccion: Para cada individuo se cuantificé el porcentaje de
colonizacién por MV A (hifas, arbuisculos y vesiculas) y ESO. Se realiz6 la cuantificacién
microscopica del porcentaje de colonizacion micorricica arbuscular (MA), el contenido
de arbusculos (A) y de vesiculas (V), por el método de interseccién de linea de
Giovannetti y Mosse (1980). Para ello, de cada ejemplar se tomaron 15 segmentos de las
raices tratadas y coloreadas. Se distribuyeron al azar sobre un portaobjeto cuadriculado y
mediante observacion microscopica (10x y 40x) se registrd la presencia-ausencia de
estructuras micorricicas (A'y V) en las intersecciones horizontales y verticales entre raices

y lineas de la cuadricula (Figura 15, C).

Figura 15. A: Ejemplares de yacén. B: Clarificaciéon de raicillas de yacén. C:
Determinacién del grado de colonizacién micorricica por el método de interseccion de

linea (Giovanetti y Mosse, 1980; Mc Gonigle et al., 1990).
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De cada planta se realizaron tres repeticiones, cuantificindose al menos 100

intersecciones por preparado y se calcul6 la frecuencia de infeccién micorricica,
MGiovannetti (%) = (SI X 100) / SO, donde:
SI: corresponde al numero de segmentos infectados (hifas + arbusculos + vesiculas) y

SO: al numero de segmentos observados totales (hifas + arbusculos + vesiculas + sin

infeccion).

También se calculd la frecuencia de apariciéon de arbuisculos y de vesiculas
(Covacevich et al., 2001), cuantificindose arbusculos, vesiculas e hifas de micorrizas VA,
ademds se registré el porcentaje de hifas de ESO y de microesclerocios en raicillas de

yacon.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tres estructuras tipicas de las micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA) fueron
observadas: hifas, arbusculos y vesiculas, en raices de todas las plantas de yacén
recolectadas (Figura 16). Las hifas son continuas finas y gruesas, algunas de ellas con
lipidos en rosario en su interior con crecimiento intracelular e intercelular. Se destaca la
presencia de arbusculos bien desarrollados. También se observaron numerosas vesiculas
de morfologia diversa (esféricas, ovaladas, ahusadas e irregulares) (Figuras 16 y 17), por
lo que se infiere que las raicillas de este vegetal estdn colonizadas por varias especies o

géneros de hongos micorricicos VA nativos.

Las vesiculas se mostraron con coloraciones celestes (sdculo) y rojas (glébulos uni
o multiples) (Figuras 16 y 17). Estas estructuras se encuentran relacionadas con el
almacenamiento de carbono en forma de lipidos y 4cidos grasos, razén por la que se
definen las vesiculas como érganos de reserva del simbionte fingico (Sieverding, 1983).
Se observaron arbuisculos (Figuras 16 y 18) distribuidos a lo largo de la corteza, los que

estan involucrados en la transferencia bidireccional de nutrientes (Smith & Read, 1997).
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Figura 16. Micrografias de estructuras de micorrizas en raices de yacon (S. sonchifolius).

a: arbusculos; h: hifas; v: vesiculas.

Figura 17. Micrografias de vesiculas de micorrizas en raices de yacon (S.sonchifolius).
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Figura 18. Micrografias de arbtisculos de micorrizas en raices de yacon (S. sonchifolius).

Ademas de las estructuras mencionadas, se observaron otras hifas tabicadas,
melanizadas y con numerosos microesclerocios del tipo de hongos enddfitos septados

oscuros (ESO) (Peterson et al., 2004; Figura 19).

Figura 19. Hifas melanizadas (h) y microesclerocios (m) del tipo de hongos enddfitos

septados oscuros (ESO) en raicillas de yacon.

También se observaron hifas con numerosos cuerpos lipidicos en su interior, por
Barrow (2003) denominadas SEF-(systemic endophytic fungi) que colonizan en forma
sistémica al hospedante (Figura 20), y se estima que estdn involucradas en la transferencia

de carbono (Barrow & Aaltonen, 2001).

Figura 20. Hifas de enddfitos septados oscuros dentro de una raiz de yacén. Numerosos

cuerpos lipidicos estdn presentes en las hifas.
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Este estudio representa el primer antecedente de co-ocurrencia de ambos tipos de
colonizacién en yacon (S. sonchifolius), con microorganismos nativos de suelos del Valle
Central de la Provincia de Catamarca, tal como ocurre con especies nativas de suelos de

la Provincia de Tucuman (Mercado et al., 2013).

Se ha propuesto que estos hongos mejoran el funcionamiento de las plantas en
ambientes aridos por las caracteristicas morfo-anatomicas y algunos estudios
experimentales, en virtud de su extensa red hifal, que aumenta el drea de exploracion del
suelo, permitiendo a la mayoria de las plantas acceder a las fuentes de agua y nutrientes
y mejorar asi la supervivencia de las plantas hospedantes (Lugo et al., 2011). Dado, que
las hifas excretan principalmente dcido oxdlico que ayuda a desgastar las superficies
rocosas; ademas el didmetro que presenta el dpice de una hifa comparado con el dpice de
una raiz, le confiere una gran ventaja a la planta pues le permite explorar sustratos a los
cuales no podria alcanzar sin la asociacién con su hongo micorricico (Landeweert et al.,

2001).

Las raices de yacén presentaron un alto nivel de colonizacion fingica (88,57%),
con ocurrencia simultinea de MVA y hongos ESO, y de 75,23 % de colonizacién
micorricica. La frecuencia de aparicién de arbusculos fue de 20,95%, de vesiculas de

6,66% y de microesclerocios de ESO de 23,80% de las raices evaluadas.

El alto nivel de colonizacién con hongos VA permite inferir que esta especie vegetal
se comporta como micotrofa dependiente. Estos resultados sugieren que simbiontes
fingicos, micorrizas y endoéfitos septados oscuros nativos estdn presentes en el
agroecosistema en estudio, y también parecen encontrarse en una concentracion alta en
el suelo, lo que estaria permitiendo la asociacién con las raices de yacon favorecidas por
el ambiente en el que se desarrollan y adaptadas a las condiciones del suelo. Dado, que
las raices de yacon estuvieron simultineamente colonizadas por ambos endoéfitos, hifas
de MVA y de septados oscuros, detectindose también la presencia de vesiculas,

arbusculos tipicos de micorrizas VA y de microesclerocios de ESO.

El alto nivel de colonizacién fingica con ocurrencia simultinea de micorrizas
vesiculo arbusculares y hongos ESO han sido observado en todas las plantas estudiadas.
En la figura 21 se muestra la presencia de vesiculas y de microesclerocios en una raicilla
de yacon, lo cual indica la colonizacion dual por micorrizas y endofitos septados oscuros.

Esto también fue observado en diversos grupos de plantas, incluyendo helechos, mono y
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dicotiledoneas que se encuentran simultdneamente colonizados por MVA y ESO (Urcelay

et al., 2005; Lugo et al., 2011; Lizarraga et al., 2015; Di Barbaro et al., 2017).

Figura 21. Vesiculas (v), arbisculos (a) y microesclerocios (m) del tipo hongos endéfitos

septados oscuros (ESO) en raicillas de yacon (S. sonchifolius). (A: 40x).

Se observé un alto grado de desarrollo de hifas superficiales en las raices yacon,
formando una estructura tipo manto (Figura 22 A), y también una proliferacién de hifas
formando bobinas de hifas (Figura 22 B), similares a las presentadas por Peterson y

colaboradores (2004).

Figura 22. Vista de la superficie de la raiz de yacén que muestra el desarrollo de una

cubierta de hifas en forma de manto y bobinas de hifas.

Se estima que estas interacciones microbianas con raices de yacén son

microorganismos nativos debido a que el cultivo se realizé en un lote sin historial de
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cultivo previo, sumado a que es un cultivo no tradicional en la provincia de Catamarca y

que es producido casi exclusivamente por un solo agricultor en la zona.

CONCLUSIONES

Se describe por primera vez para Catamarca, la asociacion micorricica en yacon
(Smallanthus sonchifolius) con la co-ocurrencia de micorrizas vesiculo arbusculares y

endofitos septados oscuros nativos del Valle Central de la Provincia de Catamarca.

Se registra un alto nivel de colonizacién fungica, con presencia de vesiculas
polimdrficas, arbusculos tipicos de micorrizas VA y de hifas tabicadas, melanizadas con

numerosos microesclerocios de ESO.
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CAPITULO 5.

“Asociaciones micorricicas entre
hongos nativos y plantas trampas o
multiplicadoras, cultivadas en el

Valle Central de Catamarca”
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Asociaciones micorricicas entre hongos nativos y plantas
forrajeras cultivadas en el Valle Central de Catamarca,

Argentina.

RESUMEN

Las micorrizas son simbiosis entre las raices de algunas plantas y determinados
hongos del suelo, donde ambos participantes de esta asociacién obtienen beneficios.
Fundamentalmente, la planta le proporciona al hongo hidratos de carbono, proteinas y
lipidos, y a su vez, el hongo le permite a la planta una mejor captacién de nutrientes del
suelo y agua. El objetivo fue determinar la existencia de asociaciones micorricicas entre
hongos nativos y cultivos forrajeros del Valle Central de Catamarca. Se estudié la
colonizacién en raices de Melilotus officinalis, Avena sativa, Hordeum vulgare, Secale
cereale, Panicum maximun y Cenchrus ciliaris, procedentes de cultivos a campo del
Valle Central de Catamarca. Se realizé la cuantificacion de la infeccién o colonizacién
fungica por el método de intersecciéon de linea y de la frecuencia de apariciéon de
estructuras fungicas. Se observaron estructuras endomicorricicas del tipo vesiculo
arbuscular; con hifas micorricicas continuas, y algunas de ellas con lipidos en rosario en
su interior y vesiculas con glébulos grasos. Ademds, se observaron hongos endofiticos
septados oscuros. Se describe la asociacion micorricica en seis especies forrajeras
cultivadas en el Valle Central de Catamarca, con la coocurrencia de micorrizas vesiculo

arbusculares y endéfitos septados oscuros nativos.

PALABRAS CLAVE: Avena; Cebada; Centeno; Gatton panic; Buffel grass.

INTRODUCCION

Las micorrizas son simbiosis entre las raices de las plantas y determinados hongos
del suelo. El término micorriza describe al conjunto conformado por las estructuras de
absorcién de las plantas y de los simbiontes fingicos que las colonizan en forma
caracteristica (Sdnchez de Prager, 2007; Perez et al., 2010), generando una integracién
estructural y metabdlica propia de una simbiosis. La absorcion de nutrientes es afectada
por estas asociaciones que ademds influyen sobre la sanidad vegetal, productividad y en

la adaptacion de las plantas a las condiciones ambientales (Sanchez de Prager, 2007).
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La planta le proporciona al hongo hidratos de carbono, proteinas y lipidos,
necesarios para su desarrollo, y a su vez, el hongo le permite a la planta una mejor
captaciéon de agua y nutrientes del suelo, tanto macronutrientes y micronutrientes,

especialmente de aquellos pocos moviles, como el fosforo (Sanchez de Prager, 2007).

Endomicorrizas y ectomicorrizas son dos tipos de micorrizas que ocurren en la
naturaleza (Sieverding, 1983; Garcia et al., 2000; Biaus, 2017). Las endomicorrizas son
mds frecuentes en la naturaleza y se caracterizan por la colonizacién de las células
corticales por un micosimbionte, el cual vive entre ellas y dentro de ellas, inter e
intracelularmente (Montenegro Gomez et al., 2017). Entre los diferentes tipos de
endomicorrizas, las més extendidas dentro de las especies vegetales son las micorrizas
vesiculo—arbusculares (MVA) o las micorrizas arbusculares (MA) y algunas formas mas
especificas como las orquidioide y ericoide (Sdnchez de Prager, 2007; Montenegro

Goémez et al., 2017).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) y los vesiculo-arbusculares (HMVA)
no se desarrollan en cultivos puros porque no son capaces de crecer en ausencia de una
planta hospedante (Aguilar-Ulloa et al., 2016), por lo que son considerados simbiontes
obligados, condicién bioldgica que representa un obstaculo para propagarlos masalmente.
Estos hongos se propagan utilizando plantas trampa, que, al cabo de un periodo de
crecimiento, se colectan suelo y raices de éstas para su empleo como inoculante de hongos
endomicorricicos (De la Rosa-Mera et al., 2012). En las ultimas décadas, ha cobrado
importancia el estudio de estos organismos con el fin de aplicarlos al suelo como
biofertilizantes con el objeto de alcanzar mayor productividad en los cultivos
(Covacevich & Echeverria, 2010; Reyes Tena et al., 2015; Aguilar-Ulloa et al., 2016).
La colonizacién de raices por hongos endomicorricicos ha sido el pardmetro cominmente
utilizado como indicador rapido de la presencia de la simbiosis micorricica (Covacevich

& Echeverria, 2010).

Varias especies vegetales han sido investigadas como cultivos trampa para la
produccién de micorrizas, con el propdsito de encontrar plantas susceptibles de ser
colonizadas y permitan el rdpido crecimiento de las micorrizas (Aguilar-Ulloa et al.,
2016). El cultivo trampa adecuado debe ser una planta de crecimiento rdpido, que se
adapte a las condiciones del ambiente en donde se desarrollard, debe ser colonizada
facilmente por el hongo micorricico y producir una gran cantidad de raices en un tiempo

relativamente corto (45-60 dias) (Siqueira Martins et al., 2017).
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La asociacion que establecen los HMA no es especifica, lo que permite que un
mismo hongo pueda colonizar diferentes especies vegetales para generar simbiosis
(Aguilar-Ulloa et al., 2016). También, existe la preferencia que determinados HMA
colonicen y se propaguen mejor en determinadas especies de plantas (Covacevich &
Echeverria, 2010). Ademads, el uso de una misma especie fungica es probable que no sea
Optima para todos los cultivos. Por esta razén es conveniente evaluar los MVA en cada

especie de cultivo trampa.

Debido a que las interacciones entre diferentes MV A con los microrganismos de
suelo son complejas, es necesario determinar su comportamiento a campo bajo las
condiciones de crecimiento particulares de cada cultivo. La utilizacion de MVA
autéctonas es recomendable debido a su adaptacion a las condiciones imperantes,
evitando riesgos ecoldgicos asociados a la introduccion de especies exoticas (Sdnchez de

Prager, 2007).

El objetivo fue determinar la existencia de asociaciones micorricicas entre hongos
autéctonos del suelo y cultivos forrajeros en el Valle Central de Catamarca y evaluar

aspectos bioldgicos de las interacciones encontradas.

MATERIALES Y METODOS

Se estudié la colonizacién de micorricica en raices de plantas de seis especies
forrajeras que comtinmente se cultivan en la regién. Las siembras se realizaron en la
localidad de Miraflores, Dpto. Capayén, en el Valle Central de Catamarca, en lotes de
monte nativo o con historial agricola sin antecedentes de aplicaciéon de hongos
micorricicos. Las especies evaluadas fueron: trébol (Melilotus officinalis L.), avena
(Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare L.), centeno (Secale cereale L.), gatton panic

(Panicum maximun Jacq.) y buffel grass (Cenchrus ciliaris L.).

En laboratorio, las raices de cada una de las plantas recolectadas se extrajeron y
lavaron con agua corriente, se seleccionaron las mas delgadas, las que se clarificaron y
tiferon siguiendo la metodologia de Phillips y Hayman (1970) para determinar la
colonizacidn fingica y la deteccion de estructuras micorricicas. La tincion se realizé con
solucion de triple colorante de Gueguén, que permite tefiir simultdneamente en los hongos
a las proteinas de azul, el almidon de violeta, grasas de rojo (Sarasola & Rocca, 1975) y

el glic6geno en caoba (Verna & Herrero, 1952).
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En cada ejemplar, se cuantifico el porcentaje de colonizacion fungica por MVA 'y
los porcentajes de contenido de arbusculos (A) y de vesiculas (V), por el método de
interseccion de linea de Giovannetti y Mosse (1980) y se calcul6 la frecuencia de
aparicion de A y de V (Covacevich et al., 2001). Para cada ejemplar se tomaron 15
segmentos de las raices coloreadas que se distribuyeron al azar sobre un portaobjeto
cuadriculado y mediante observacion microscépica (10x y 40x) se registrd la presencia-
ausencia de estructuras micorricicas (A y V) en las intersecciones horizontales y
verticales entre raices y lineas de la cuadricula. De cada especie se realizaron tres
repeticiones, cuantificindose al menos 100 intersecciones por preparado para calcular

luego la frecuencia de infeccién micorricica segin Giovannetti y Mosse (1980).
MGiovannetti (%) = N° SI x 100 / N° SO
Donde:
SI: nimero de segmentos infectados (hifas + arbtisculos + vesiculas) y

SO: nimero de segmentos observados totales (hifas + arbusculos + vesiculas + sin

infeccion).

También, se registrd el porcentaje de hifas de endoéfitos septados oscuros (ESO) y

porcentaje de microesclerocios.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las seis especies forrajeras analizadas se observaron estructuras tipicas de los
hongos endomicorricicos del tipo MV A (hifas, arbusculos y vesiculas) (Figuras 23 y 24),
como asi también, hongos ESO (con hifas tabicadas, melanizadas y con numerosos
microesclerocios) (Figura 25). En todas las especies se presentaron hifas continuas finas
y gruesas, algunas de ellas con lipidos en rosario en su interior con crecimiento

intracelular e intercelular.

En trébol se observaron arbusculos distribuidos a lo largo de la corteza, los que
estan involucrados en la transferencia bidireccional de nutrientes (Smith & Read, 1997).
También se observaron numerosas vesiculas de morfologia diversa (esféricas, ovaladas,
ahusadas), por lo que se infiere que las raices estdn colonizadas por varias especies o
géneros de HMV A nativos. Se observaron vesiculas con coloraciones celestes (sdculo) y

rojas (glébulos uni o multiples); estas estructuras se encuentran relacionadas con el
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almacenamiento de carbono en forma de lipidos y 4cidos grasos. Por esta razén, se

definen las vesiculas como 6rganos de reserva del simbionte fingico (Sieverding, 1983).

Se determiné un alto nivel de colonizaciéon fingica en las seis forrajeras,
obteniéndose los mads altos valores de colonizacién micorricica (CM) en raices de trébol
y cebada (Tabla 4). La més alta frecuencia de aparicion de arbusculos (FAA) se observo
en trébol, mientras que en avena se determind la menor cantidad de arbuisculos. También
se observo en trébol la mayor frecuencia de aparicién de vesiculas (FAV), con valores
promedios del 20% (Tabla 4). Estos resultados coinciden con las afirmaciones de
Covacevich y Echeverria (2010) que indican que existe la preferencia de que

determinados HMA colonizan y se propagan mejor en determinadas especies de plantas.

Ademads, en todas las especies forrajeras analizadas se observaron otro tipo de hifas:
tabicadas, melanizadas y con numerosos microesclerocios del tipo de hongos ESO
(Peterson et al., 2004). En raices de trébol, cebada y centeno se determinaron valores

similares de FAM de ESO (entre el 15 al 13%) (Tabla 4).

Tabla 4. Colonizacién fungica en especies forrajeras del Valle Central de Catamarca.

Especie Hongos Micorricicos Hongos ESO
CM! (%) FAA? (%) FAV? (%) FAM* (%)
Trébol 89 47 20 15
Cebada 89 17 15 15
Centeno 83 27,7 16 13
Buffel grass 76,5 20 8 2
Gatton panic 75,8 32 9.8 1,7
Avena 75 10 12 4

I(CM): Colonizacién micorricica. >(FAA) Frecuencia de aparicion de arbusculos.
3(FAV): Frecuencia de aparicién de vesiculas. *(FAM): Frecuencia de aparicion de

microesclerocios de hongos septados oscuros.
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Figura 23. Microfotografias de estructuras de micorrizas en raices de especies forrajeras.
(A: Trébol; B: Cebada; C: Centeno). (a: Arbusculo; h: hifa; v: Vesicula).

Figura 24. Microfotografias de estructuras de micorrizas en raices de especies forrajeras.
(D: Avena; E: Buffel Grass y F: Gatton Panic). (a: Arbusculo; h: hifa; v: Vesicula).
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En las raices de todas las plantas estudiadas estuvieron simultidneamente
colonizadas por ambos enddfitos, hifas de MVA y de ESO, detectindose también la
presencia de vesiculas, arbtisculos tipicos de micorrizas VA y de microesclerocios de
ESO. Esto también fue observado en diversos grupos de plantas, incluyendo helechos,
mono y dicotileddneas que se encuentran simultineamente colonizados por MVA y ESO

(Urcelay et al., 2005; Lugo et al., 2011; Lizarraga et al., 2015; Di Barbaro et al., 2017).

Por lo tanto, en todas las especies forrajeras estudiadas se desarrollaron MVA y
otras estructuras flingicas, esta coincidencia se justifica porque todos estos cultivos se
realizaron en lotes contiguos de idénticas caracteristicas de suelo y condiciones
medioambientales, y porque la colonizacion flingica se desarroll6 a partir de la microflora
nativa, con capacidad de asociarse y generar MVA, lo cual es acorde con lo expresado
por Aguilar-Ulloa et al. (2016) donde explican que un mismo hongo pueda colonizar

diferentes especies vegetales para generar simbiosis.

Estos hongos formadores de micorrizas pueden considerarse como potenciales
constituyentes de biofertilizantes. Diaz Franco et al. (2019) lograron la reduccién de la
fertilizacion inorgénica a través de la inoculacién de HMA en el cultivo de sorgo. La
mayor rentabilidad de la produccién de sorgo obtenida, permite considerar la inclusién
de HMA una préctica viable que promueva mayor rentabilidad, asi como la conservacién

agroecoldgica de los sistemas de produccidn.

Figura 25. Microfotografias de estructuras de hongos septados oscuros en raices de
especies forrajeras. (A: Trébol; B: Cebada; C: Centeno; D: Avena; E: Buffel Grass y F:
Gatton Panic). (m: Microesclerosios; h: hifa). (Aumento: 40x).
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CONCLUSIONES

En este estudio se describe la asociacién micorricica en seis especies forrajeras
cultivadas en el Valle Central de Catamarca y la co-ocurrencia de micorrizas vesiculo

arbusculares y endéfitos septados oscuros nativos.

Se obtuvieron altos niveles de colonizacion micorricica en todas las especies
forrajeras evaluadas. Destacamos la aptitud del cultivo de trébol como especie trampa
debido a que son colonizadas facilmente por hongos micorricicos y generan un rapido

crecimiento de micorrizas.
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CAPITULO 6.

“Evaluacion del efecto de Azospirillum brasilense
y hongos micorricicos nativos en

topinambur y yacon”



Evaluacion del efecto de Azospirillum brasilense y hongos
micorricicos del suelo en topinambur y yacon cultivados en

Catamarca, Argentina

RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto de Azospirillum brasilense y hongos
micorricicos del suelo sobre la nutricion de los cultivos de topinambur (Helianthus
tuberosus L.) y yacon (Smallanthus sonchifolius [(Poeppig & Endlicher) H. Robinson]),
se realizaron determinaciones de pardmetros agrondmicos y el estado sanitario de las
plantas, bajo condiciones de invernidculo y a campo. Los ensayos se efectuaron, en el
momento de la implantacién del cultivo: se inocularon las “semillas” con A. brasilense y
con hongos micorricicos nativos, generando cuatro tratamientos por cultivo incluyendo
el testigo y la coinoculacion del consorcio de los microorganismos en estudio (TO: testigo
o control sin inocular; T1: inoculacién con A. brasilense nativo; T2: inoculacidén con
hongos micorricicos nativos y T3: inoculacién conjunta con A. brasilense y hongos
micorricicos nativos. Los resultados indican que la coinoculacién con A. brasilense y con
hongos micorricicos nativos, incrementaron significativamente el crecimiento de las
plantas en altura, drea foliar, biomasa, materia seca y rendimientos, tanto en la produccién
en invernaculo como en campo. Se determiné que la aplicacién de los microorganismos
seleccionados tiene un efecto promotor del crecimiento de las plantas, incrementando el

crecimiento y la productividad de los cultivos de topinambur de yacon.

PALABRAS CLAVE: Interacciones; Helianthus tuberosus; Smallanthus sonchifolius.

INTRODUCCION

Helianthus tuberosus L., conocido vulgarmente como topinambur, pertenece a la
familia botdnica Asteracea, y son cuatro los principales usos: horticola, forrajero,
extraccion de inulina y produccién de etanol (Rebora, 2008; Bach et al., 2015; Ibarguren,

2015).

El topinambur podria considerarse un alimento funcional debido a su alto contenido

de inulina (Bach et al., 2013). La inulina es considerada una fibra bioldgica, cuya
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ingestion confiere varias ventajas para la salud: disminuye el nivel de colesterol en sangre,
promueve la actividad de bifidobacterias a nivel intestinal, reduce el azicar en sangre
(Yuan et al., 2013; Ibarguren, 2015, Okada et al, 2017). Es poco digerida por los
humanos y por lo tanto tiene potencial para ser usada en formulaciones de alimentos de
bajas calorias (Ritsema & Smeekens, 2003; Tessaro, 2014). Las cadenas de inulina largas
pueden usarse para reemplazar grasa en alimentos, ya que simulan su textura. Esto es
utilizado en la elaboracién de lacteos bajas calorias (Davidson & Maki, 1999). La inulina
actia como prebidtico, favoreciendo el desarrollo de bacterias benéficas en el colon. La
harina de topinambur no tiene gluten, lo que la hace apta para celiacos y, ademads, tiene
valor energético reducido. Ibarguren et al. (2019) valoraron el potencial del topinambur
como alimento, y observaron que los alimentos formulados con distintas proporciones de
topinambur son muy aceptados por potenciales consumidores, y constituyen una
alternativa saludable a la alimentacion habitual debido a su alto contenido de inulina y a

los beneficios que ésta aporta a la salud humana.

Los tubérculos de topinambur, ademds de poseer nutrientes y fibras beneficiosas,
también contienen bajos niveles de varios contaminantes quimicos (residuos de
insecticidas; organofosforados, organoclorados, carbamatos y piretroides), metales
pesados (cadmio, plomo, arsénico y mercurio) y sustancias téxicas naturales (nitrato,
nitrito, cianuro, etc.). Estos niveles son mds bajos que los estipulados para alimentos
destinados al consumo humano por el Ministerio de Salud Publica de Tailandia, por lo
cual no pueden causar algin problema de salud y se consideran alimentos saludables para

los consumidores (Judprasong et al., 2018).

El topinambur es un excelente forraje de doble produccién, forraje verde y
tubérculos. Los tubérculos son utilizados como reserva energética para el invierno y usado
cominmente en la alimentacion porcina, por lo cual al topinambur es llamado también

“papa chanchera” (Bauer & Laso, 1974).

Numerosos trabajos sefialan el potencial del topinambur para producir bioetanol
(Parameswarab, 1999; Berenji & Sikora, 2001, Kays & Nottingham, 2008; Lima Verde
Leal et al., 2008; Rebora, 2008; Leslio et al., 2009). Tiene ventajas sobre otros cultivos,
principalmente por su alto rendimiento de biomasa (Lelio et al., 2009). La produccién de
etanol puede realizarse tanto a partir de la parte aérea como de los tubérculos

(Parameswaran, 1995; Baker et al., 1990).
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Sin embargo, se estan investigando otros usos. Por considerarse al topinambur una
maleza altamente invasiva en los sistemas de cultivo europeos, se investigé el potencial
alelopatico de H. tuberosus, y se descubri6 la capacidad inhibitoria de sus extractos sobre
la germinacion y el crecimiento de pldntulas de malezas y de cultivos, por lo que ha
cobrado gran interés la implementacion de programas integrados de manejo de malezas,
considerando la capacidad supresora del topinambur y sus residuos para el manejo de
malezas en el campo (Tesio et al., 2011; 2012). También, se investigd el uso de extractos
de hojas topinambur para su uso potencial en la mejora de la conservacién de frutas y
verduras en el almacenamiento. Los resultados obtenidos implican que las hojas de
topinambur podrian ser una potencial agente antimicrobiano y fuente de fungicidas
naturales (Chen et al., 2013). Willscher et al. (2017) determinaron que H. tuberosus es
una adecuada planta para la fitorremediacion de sitios contaminados con metales pesados.
Por otra parte, Klimek er al. (2016), investigaron la viabilidad de los residuos de
topinambur (H. tuberosus)y de otros cultivos agricolas para ser utilizados como materias
primas alternativas para tableros, y por sus caracteristicas fisicas y mecdanicas,
determinaron que son adecuados para ser utilizados en la produccién de muebles, ya que

cumplen con la norma europea de condiciones de uso.

El yacén (S. sonchifolius [(Poeppig & Endlicher) H. Robinson]) de la familia
botdnica Asteraceae es una planta de tubérculos que se origind en los Andes (Ferndndez
et al., 2006). Fue domesticada hace siglos por las culturas preincaicas cuyo hébitat
original son las tierras altas de los Andes, desde el sur de Colombia hasta el norte de
Argentina, en las provincias de Jujuy y Salta, entre los 800 y 2.800 msnm, en climas

templados montafiosos (Manrique et al., 2005).

En contraste con otros cultivos de raices, que almacenan los carbohidratos en forma
de almidoén, el yacén acumula los carbohidratos como inulina y fructooligosacdridos
(FOS), polimeros de fructosa, los cuales no pueden ser hidrolizados por el organismo
humano y atraviesan el tracto digestivo sin ser metabolizados, no elevan el nivel de
glucosa en sangre, proporcionando calorias inferiores al de la sacarosa, excelentes para
las dietas hipocaldricas y dietas para diabéticos (Ferndndez et al., 2006) y su consumo
estd asociado a otras propiedades como la reduccion del colesterol y de triglicéridos;
mejora la absorcion de calcio, fortalece el sistema inmunoldgico, previene y reduce el
riesgo de céancer de colon, previene el estrefiimiento, y restaura la flora intestinal

(Manrique et al., 2005; Santana & Cardoso, 2008; Muiioz Jauregui, 2010). Por lo que, en
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la actualidad el consumo de yacén estd asociado con la prevencion de enfermedades
cronicas (dislipidemias y resistencia a la insulina), cdncer de colon ya que reconstituye la
microflora benéfica del colon, mejora la asimilacién de calcio, corrige el estrefiimiento,
reduce el colesterol sanguineo y se incluyen los efectos prebidticos, antidiabéticos,
antioxidantes y antimicrobianos, entre otras propiedades (Geyer et al., 2008; Genta et al.,
2009). Son, un alimento ideal para diabéticos y para personas que desean bajar de peso
ya que su consumo no eleva la concentracion de glucosa en la sangre y aporta muy pocas
calorias a la dieta. Estas propiedades estdn fuertemente asociadas a los compuesto