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RESUMEN

Los hongos rizosféricos y enddfitos llevan a cabo diversos procesos como
mejoramiento de la disponibilidad y absorcion de nutrientes, descomposicién de la
materia organica, proteccion frente a fitopatdgenos, entre otros, aspectos que
hacen necesario el conocimiento de hongos rizosféricos y enddéfitos que se

encuentran asociadas a un cultivo.

El presente estudio * Caracterizacién de hongos rizosféricos y enddfitos del cultivo
de Qanahua (Chenopodium pallidicaule Aellen) en el Centro K’hipak’hipani,
provincia Ingavi’, tuvo el objetivo de caracterizar hongos rizosféricos y endofitos
asociados a ecotipos Lasta, Saiwa y Pampalasta, con este fin, se tomaron
muestras de la raiz y suelo rizosférico de plantas seleccionadas aleatoriamente.
Posteriormente, para las muestras de suelo rizosférico se hicieron diluciones
seriadas para el aislamiento de hongos rizosféricos; para el aislamiento hongos
endofitos se cultivaron en cajas petri pequefias secciones de raices esterilizadas
(0,5-1,0cm). Los principales resultados obtenidos fue el aislamiento de 22
morfotipos, de los cuales solo 14 morfotipos se logré caracterizar a nivel de género
(10 hongos endofitos y 4 hongos rizosféricos). El hongo rizosferico con mayor
frecuencia de colonizacion en los tres ecotipos Saiwa, Last’a y Pampalasta fue el
género Penicillium sp.. Y en los hongos endofitos el hongo con mayor frecuencia
de colonizacion fue Fusarium sp. en el ecotipo Last’a, en el ecotipo Saiwa fue el
género Sarocladium sp. y en el ecotipo Pampalasta el género Penicillium sp.. Para
la cuantificacion de hongos rizosféricos es diferente en los ecotipos Last’a, Saiwa
y Pampalasta, con la prueba de medias Duncan se pudo observar que los ecotipos
Pampalasta y Saiwa obtuvieron los mayores promedios de 2.90 X 10 * ufc/g,
siendo sus promedios significantemente superiores. 9En el caso de los hongos
endofitos no se encontré diferencias significativas, pero los promedios que
obtuvieron fue 1.43 X 10 ® ufc/g.

Palabras claves: Eco tipos Saiwa,Last’a , Pampalasta, rizosfera, enddfito,

método.



ABSTRACT

Rhizospheric and endophytic fungi carry out various processes such as improving
the availability and absorption of nutrients, decomposition of organic matter,
protection against phytopathogens, among others, aspects that make it necessary

to know the rhizospheric and endophytic fungi that are associated with a crop.

The present study "Characterization of rhizosphere fungi and endophytes of the
Canahua crop (Chenopodium pallidicaule Aellen) in the K'hipak'hipani Center,
Ingavi province”, had the objective of characterizing rhizosphere fungi and
endophytes associated with Lasta, Saiwa and Pampalasta ecotypes, For this
purpose, root and rhizospheric soil samples were taken from randomly selected
plants. Subsequently, for the rhizospheric soil samples, serial dilutions were made
for the isolation of rhizospheric fungi; For the isolation of endophytic fungi, small

sections of sterilized roots (0.5-1.0 cm) were cultured in petri dishes.

The main results obtained were the isolation of 22 morphotypes, of which only 14
morphotypes were characterized at the genus level (10 endophytic fungi and 4
rhizospheric fungi). The rhizosphere fungus with the highest colonization frequency
in the three ecotypes Saiwa, Last'a and Pampalasta was the genus Penicillium sp.
And in the endophytic fungi the fungus with the highest colonization frequency was
Fusarium sp. in the Last'a ecotype, in the Saiwa ecotype it was the genus

Sarocladium sp. and in the Pamapalasta ecotype the genus Penicillium sp..

For the quantification of rhizospheric fungi, it is different in the Last'a, Saiwa and
Pampalasta ecotypes. With the Duncan mean test it was observed that the
Pampalasta and Saiwa ecotypes obtained the highest averages of cfu/g, their

averages being significantly higher.
In the case of endophytic fungi, no significant differences were found.

Keywords: Ecotypes Saiwa, Last'a, Pampalasta, rhizosphere, endophyte, method.

Xi



1. INTRODUCCION

La Qafiahua (Chenopodiun pallidicaule Aellen), es un cultivo pariente de la Quinua, que
se origind en los Andes altos de América del Sur. Su cultivo, se concentra
principalmente en las regiones altiplanicas del Per( y Bolivia. Se adapta a condiciones
extremas agroclimaticas, pudiendo prosperar en condiciones de baja precipitacion (150
mm/anuales), y en suelos de pobre fertilidad y alta salinidad. Esta alta variabilidad
genética de adaptacién, también se manifiesta en una amplia variedad de fenotipos,
gue le confiere al cultivo una gran diversidad de usos culinarios e industriales. Debemos
destacar que este cultivo es altamente resiliente al cambio climatico y es caracteristico

de la agricultura familiar en las regiones mencionadas (Gimenez et al., 2017).

La zona del suelo que esté influenciada por las raices se conoce como rizésfera, siendo
el motor del sistema suelo-planta (Pedraza et al., 2010). Dado el suministro de
nutrientes que proviene de la rizésfera (principalmente carbohidratos), es una region de
intensa biomasa y actividad microbiana. Por lo tanto, esta regiébn es un entorno
extremadamente competitivo en el que un grupo diverso de microorganismos no solo
compiten por el agua, el oxigeno y los nutrientes, sino también por un nicho. Una
funcidn importante de los microorganismos que se encuentran en la rizésfera es mejorar
los mecanismos de defensa de las plantas, ya que ésta zona, también proporciona un
habitat para organismos fitopatdgenos, incluidas varias especies de bacterias, hongos y

nematodos.

Los hongos pertenecen a uno de los ecosistemas mas importantes y abundantes de la
bidsfera, su origen tiene millones de afos, al igual que las plantas y animales. Sus
interacciones con plantas cambiaron la ecologia terrestre, la geologia y la modificacién

de la atmosfera en la tierra (Barbee et al.,2017)

Ha sido ampliamente demostrado que los microorganismos del suelo interactiian con
las raices de las plantas y constituyentes del suelo en la interfase raiz-suelo. Este gran

conjunto de interacciones entre suelo, raices y microorganismos da lugar al desarrollo



de un ambiente dindmico conocido como rizésfera, donde una variedad de formas

microbianas pueden desarrollarse activamente y en equilibrio.

Los microorganismos endofitos colonizan los tejidos internos de las plantas, sin causar
ningun efecto negativo inmediato o dafio aparente, alli establecen diversas
interacciones entra las cuales se encuentra el comensalismo, donde uno de los
intervinientes obtiene un beneficio, mientras el otro no se perjudica, ni se beneficia, de
igual manera, hacen parte del renombrado grupo de organismos simbiontes donde junto
con su hospedero (planta) se benefician mutuamente. Las bacterias y hongos al
colonizar endofiticamente los tejidos de las plantas obtienen un suministro confiable de

nutrientes y proteccién contra el estrés ambiental.

Pacasa (2020) destaca que en una revision de investigaciones de la propiedad bioldgica
del suelo y microbiologia agricola en Bolivia, la informacion es escasa y se atribuye a la

pobre linea base y conocimiento de la biologia del suelo en el pais.

Este estudio fue realizado para caracterizar los hongos rizosféricos y endofitos
presentes en el cultivo de gafiahua en ecotipos Last’a, Saiwa y Pampalasta, como una

primera aproximacion al conocimiento de los microorganismos asociados a este cultivo.

1.1 Justificacién

La rizosfera es la parte del suelo inmediata a las raices, tal que al extraer una raiz, es
aguella porcion de tierra que queda adherida a la misma; se considera también como la
porcion del suelo en la que estan las raices de las plantas. Este medio es una region de
intensa actividad biologica . En la rizosfera por lo tanto se concentran una gran cantidad
de microorganismos, muchos de los cuales pueden ser beneficiosos y a la vez

potencialmente patdgenos.

Los granos andinos por sus caracteristicas agronoémicas y de adaptabilidad ecoldgica a
las condiciones adversas de la zona andina, asi como por su alto valor nutritivo, no solo
tienen importancia econdmica sino también tienen gran importancia social, ecoldgica,

nutricional y funcional (real y potencial) (IPGRI, PROINPA e IFAD, 2005).
2



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Caracterizar hongos rizosféricos y endofitos del cultivo de Qafiahua (Chenopodium

Pallidicaule Aellen) en el centro K’hipak’hipani, provincia Ingavi

2.2 Objetivo especifico

e Caracterizar la diversidad hongos rizosféricos en tres ecotipos del cultivo de
Qafiahua (Saiwa, Last’a y Pampalasta).

e Caracterizar la diversidad hongos endéfitos en tres ecotipos del cultivo de
Qafiahua (Saiwa, Last'a y Pampalasta).

e Cuantificar los hongos enddfitos y rizosféricos de tres ecotipos del cultivo de

Qafiahua (Saiwa, Last'a y Pampalasta).

2.3 Hipotesis
2.3.1 Hipétesis nula

Para el objetivo especifico tres:

e No existe diferencia en la cuantificacién de hongos endofitos y rizosféricos en los

tres ecotipos del cultivo de gafahua.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.10rigen y distribucion geogréfica de la gafiahua en Bolivia

El centro de origen del cultivo de gafiahua es el area circunlacustre del Lago Titicaca
entre Per( y Bolivia. En Bolivia se considera como subcentro de origen a las
provincias de San Pedro de Totora y Nor Carangas de Oruro, y las provincias
Independencia, Tapacari y Bolivar de Cochabamba. En Perl se considera como
subcentro de origen la zona de Cupi-Macari en la provincia Melgar, departamento de
Puno (Rojas et al., 2010).



La distribucion geografica de la gafiahua en Bolivia, se la cultiva en el departamento de
La Paz, en la provincia de Pacajes, las regiones mas altas de la provincia Omasuyos y
alrededor de Independencia en el departamento de Cochabamba. En el Peru en las
poblaciones de Llalli, Macari, Ayaviri, Nufioa y Huancané en el departamento de Puno
(Tapia 1997).

3.1.1 Clasificacion taxonémica de la Qafiahua

Segun Apaza (2010) plantea que la Qafiahua corresponde a la siguiente clasificacion

taxonémica;

Clase: Dicotyledoneae

Sub clase: Archichlamydeae

Orden: Centrospermales

Familia: Chenopodiaceae

Género: Chenopodium

Especie: Chepodium pallidicaule Aellen

Nombre comun: Qafiahua, Kafiwa, Cafiahua.

3.1.2 Habito de crecimiento

La planta de Qafiahua tiene tres tipos de crecimiento:

v/ Saiwa : Presenta ramificaciones escasas y dan la apariencia de ser mas erectas,
estrechas y con menor didmetro.
v' Last’a : Sus ramificaciones son numerosas y se inician desde el cuello de la

planta dando apariencia frondosa y con mayor diametro .



v Pampalasta : Sus tallos se presentan caidos o tendidos en los cuales solo sus
extremos son erguidos.

A) Saiwa B) Last’a

C) Pampalasta

Figura 1: A) Saiwa B) Last’a C) Pampalasta ( IPGRI, PROINPA e IFAD, 2005)

3.1.3 Descripcién botanica de la Qafiahua
3.1.3.1 Raiz
La raiz es pivotante, relativamente profunda de 13 al6 cm, con escasa ramificacion

principal y numerosas raicillas laterales, varian del color blanco cremoso al rosado
palido (Apaza, 2010).



3.1.3.2 Tallo

Apaza (2010), menciona que el tallo de la Qafahua es hueco, estriado y ramificado
desde la base de la planta. El color del tallo en la madurez fisiolégica varia de acuerdo a
la variedad o ecotipo que puede ser de color amarillo claro, verde amarillento, verde
agua, verde claro, verde oscuro, crema suave, crema oscura, anaranjada, roja, café

claro, café oscuro, purpura palido, purpura oscuro.

3.1.3.3 Hojas

Segun Tapia y Fries (2007), las hojas son alternas con peciolos cortos y finos,
presentan tres nervaduras bien marcadas en la cara inferior que se unen en la insercion

del peciolo, tienen forma de rombo con laminas engrosadas.

La forma de lamina foliar es: romboidal, triangular y ancha ovada (IPGRI, PROINPA e
IFAD, 2005). Con peciolos cortos de 10 a 12 mm, con bordes entero o dentados, las
hojas contienen vesiculas con cristales de oxalato de calcio higroscopicos que controlan

la excesiva transpiracion en condiciones muy secas (Apaza, 2010).

A) Romboidal B) Triangular C) Ancha ovada

Figura 2. A) Romboidal B) Triangular C) Ancha Ovada (IPGRI, PROINPA e
IFAD, 2005).



3.1.3.4 Inflorescencia

Las inflorescencias son pequefias, axilares o terminales, cubiertas totalmente por el

follaje que las protege del efecto de las bajas temperaturas (Tapia y Fries, 2007).

Las inflorescencias son de tipo glomérulos, cimosas axilares o terminales, cubiertas por

hojas terminales que las protegen de las temperaturas bajas (Apaza, 2010).

Las inflorescencias albergan 3 clases de flores que son de tipo 10 hermafroditas,
femeninas y androestériles, distribuidas en forma irregular en toda la inflorescencia y
solamente la flor hermafrodita con 3 estambres est4 presente en la parte apical de la
inflorescencia (Cano, 1973).

3.1.3.5 Flores

Las flores son sésiles cuando recién empiezan a florecer y con presencia de pedicelo
bastante notorio después de producirse la fecundacion, tornandose mas pronunciado a

medida que van madurando los frutos (Cano, 1973).

3.1.3.6 Fruto

Tapia y Fries (2007), mencionan que el fruto esta4 cubierto por el perigonio de color
generalmente gris, el pericarpio es muy fino y traslicido. La semilla es muy pequefia de

1 a 1,2 mmy de color castafo claro, oscuro o negro con el episperma muy fino.

3.1.4 Fases fenoldgicas del cultivo de Qafiahua

v Emergencia: Aparicion de los cotiledones sobre la superficie del suelo.

v' Dos hojas verdaderas: Aparecen las dos primeras hojas verdaderas
extendidas.

v' Ramificacion: Se inicia el desarrollo de las ramas secundarias, las cuales

aparecen en la base de la planta, en forma opuesta.



v Inflorescencia: Aparecen las primeras inflorescencias en la rama principal de la

planta.
v Floracion: Se abren las primeras flores de la inflorescencia.

<

Grano lechoso: Los granos al ser presionados presentan un liquido lechoso.

v Grano Pastoso: Los granos al ser presionados presentan una consistencia
pastosa de color blanco.

v' Maduracién: Las plantas adquieren una coloracion amarillenta, caso contrario

ocurre la dehiscencia de la semilla; momento de efectuar la cosecha (SENAMHI,
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Figura 3: Fases fenoldgicas (SENAMHI, 2011)

3.1.5 Requerimiento del cultivo

3.1.5.1 Clima

La Qafahua es resistente al frio, pudiendo germinar a temperaturas de 5°C y florecer a
los 10°C; las semillas maduran a los 15°C y las plantas adultas son resistentes al frio
nocturno; pero puede resistir ambientes relativamente calidos, alrededor de 25°C, si

cuenta con la humedad necesaria (BIOPAT, 2018).



3.1.5.2 Suelo

La Qafiahua por tener raices cortas se desarrolla en terrenos con capas delgadas y se
pueden cultivar en suelos con un pH que varia entre los 4,8 y 8,5, mostrando cierta
tolerancia a la salinidad (BIOPAT, 2018).

3.1.6 Importancia del cultivo de Qafiahua

3.1.6.1 Valor nutricional de la Qafiahua

Es importante por el contenido de aminoacidos esenciales como lisina, triptéfano y
arginina; ademas de un alto contenido de hierro y magnesio. Tiene también un alto
contenido proteico que puede aprovecharse en las dietas escasas en carnes. Esta
calidad proteica en combinacion con un contenido de carbohidratos del orden del 60% y
aceites vegetales del orden del 8%, la hacen altamente nutritiva; ademés, contiene
vitamina E y complejo B; y los granos estan libres de gluten (BIOPAT, 2018).

Contiene niveles altos de nutrientes debido a la presencia de aminoacidos esenciales y
minerales tales como hierro y zinc. A pesar de sus bondades agronémicas de la planta
y calidad nutritiva de su grano, la Qafahua es un cultivo marginal en un sistema de

produccion de subsistencia.

Otros estudios reportan que la cafahua posee 63— 66% de carbohidratos, 15-18% de
proteinas, 6—8% de lipidos y 3—4% de cenizas (Repo-Carrasco et al., 2003). También

es rica en micronutrientes, tales como hierro y calcio (Repo-Carrasco et al., 2009).



Cuadro 1: Valor nutritivo de la Qafiahua

COMPONENTE MINIMO MAXIMO
% Proteina 12.76 19
%Grasa 2.11 14.50
% Fibra 5.45 11.12
% Ceniza 3.12 5.77
% Carbohidratos 45.72 67.70
% Humedad 4.68 14.70
Energia (Kcal/100 g) 324.54 396.42
Granulo de almidon 5.50 38.00
% Azucar invertido 5.00 35.00
% Agua de empaste 9.00 39.00

Fuente: Granos Andinos (Rojas et al.,2010)
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3.2 El suelo

El suelo se define como una mezcla de material mineral, material organico, agua y aire,
posee propiedades fisico, quimico y biolégico (Plaster, 2000). También Villarreal et al.
(2012), menciona que el suelo es un fundamento de los ecosistemas terrestres,
sustento no solamente de las coberturas vegetales que hacen posible la vida sobre el

plantea, sino base fundamental de la produccion de alimentos en el mundo.

Orsag (2010), menciona que es importante recordar que el suelo permite satisfacer las

necesidades del hombre y cumplir su siguiente rol en la naturaleza:

e Obtencion de alimentos de origen vegetal.

¢ Produccion de forrajes para disponer de alimentos de origen animal.

¢ Disponer de madera para construccién y otros usos.

e Produccién de plantas textiles para su vestimenta.

e Lefia para obtener energia o cultivos para la produccion de biocombustible.

¢ Produccion de plantas medicinales y otros usos terapéuticos.

¢ Reservorio de agua (el suelo juega un papel importante en el ciclo del agua en la

naturaleza, debido a que permite almacenarla en forma temporal).

e Filtro de diferentes procesos fisico-quimicos y biol6gicos.

e Amortigua el efecto de los contaminantes, gracias a sus propiedades coloidales.
3.3 Comunidades microbianas del suelo

El suelo constituye un ecosistema muy diverso e importante en el planeta (Estrade et al.

2010) y los componentes vivos desarrollan funciones que integran al suelo y aumentan

la interaccion dentro del sistema con los demas organismos, por lo tanto cuanto mayor

sea el niumero de microorganismos que vivan en el suelo, mayor interaccién habra con
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los organismos superiores (Acosta 2006). Las poblaciones microbianas tienen
influencia sobre la nutricion de las plantas y su estado sanitario, como también

contribuyen con la estructura y fertilidad del suelo (Rillig y Lehmann, 2016).

El suelo es un medio que encierra gran variedad de Bacterias, Actinomicetos y Hongos;
es uno de los sitios mas dinamicos en interacciones biologicas en la naturaleza, porque
en él se realizan la mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas con la
descomposicion de la materia organica, la desintegracién de rocas y la movilizacion de

nutrientes indispensables para el crecimiento de las plantas.

3.3.1 Larizésfera

El término rizosfera fue por primera vez utilizado a finales del siglo XIX por Hiltner,
agronomo aleman que empleo esta palabra para hacer referencia al efecto de las raices
de leguminosas sobre el suelo proximo respecto a una mayor actividad microbiana
causada por la liberacibn de materia organica desde las raices. Hasta las ultimas
décadas del pasado siglo ese efecto, no pas6 a considerarse como un ecosistema, Si
bien es cierto, poco conocido fuera de los circulos cientificos especializados en este. En
ese sentido, se ha considerado a la rizosfera como the hidden half, of the hidden half
(Bowen y Rovira, 1991), es decir, la mitad oculta, de la raiz, que es a su vez, la mitad

oculta de las plantas.

La rizosfera es un nicho ecoldgico Unico, que modula la composicion y estructura de las
comunidades microbianas asociadas a ella, a través de las interacciones de las plantas:
exudados de la raiz, propiedades fisicas y quimicas del suelo, entre otros (Mendes et
al. 2013), Martinez (2020) define que la rizosfera es el volumen del suelo que esta bajo

influencia fisica, quimica y bioldgica de las raices de las plantas.

En la rizésfera las propiedades fisicas y quimicas del suelo tienen gran influencia sobre
la poblacion microbiana. ElI nivel de humedad en esta zona afecta directa o
indirectamente la colonizacion microbiana y esta a su vez presenta efectos sobre el

desarrollo de planta. Las células ubicadas en la superficie de la raiz experimentan

12



cambios por el potencial de agua disponible, con una baja cantidad de agua la
movilidad y difusion de nutrientes puede verse reducida y hay una influencia drastica en
el desarrollo microbiano. Por el contrario un exceso en el nivel de agua no es
necesariamente benéfico, porque al elevarse el porcentaje el espacio del poro por
donde se filtra el agua se llena completamente y por consiguiente la calidad de oxigeno

disponible se puede limitar.

Es en la rizosfera donde se producen las interacciones entre microorganismos y raices
de las plantas. Las simbidticas, por ejemplo, son aquellas en las que se esta vinculo
directo entre los microorganismos y la planta por la necesidad que tiene cada uno de
ellos para desarrollarse. En las asociativas, los beneficios son tanto para la planta como
para los microorganismos. Las relaciones rizosféricas, también conocidas como de vida
libre, son aquellas en las que la actividad de los microorganismos genera mdultiples
beneficios indirectos en la planta. Y por ultimo, estan las interacciones enddfitas, en las
gue los microorganismos y las plantas establecen en la mayoria de los casos relaciones

de sinergia e intercambio de nutrientes (Symborg, 2010).

Una detallada revision del papel de los exudados en las interacciones rizosféricas se
hace en Bais et al. (2006). Entre las funciones que tienen los exudados radicales

podemos destacar:

e Proteccibn contra patégenos, mediante algunos compuestos, como las
fitoalexinas..

e Proteccién contra elementos toxicos

e Reduccién de la competencia: algunos compuestos exudados por las plantas
modifican el suelo rizosférico con sustancias fitoactivas (los denominados
aleloguimicos) que impiden la germinacion y proliferacion de las semillas de otras
plantas.

e Adquisiciébn de nutrientes, como por ejemplo, los sideréforos de los que se
hablara mas adelante.

e Adquisicién de agua: esta funcién esta a cargo de los mucigeles, que modifican
la estructura del suelo rizosférico facilitando la retencion de agua.
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e Establecimiento de relaciones simbioticas: existen compuestos en los exudados
gue provocan reacciones de acercamiento (quimiotaxis) en algunas bacterias.

e Seleccidon de microorganismos, el tipo de exudacion es responsable del tipo de
microorganismos que habitan en la rizosfera, seleccionando aquellos que pueden

serles Utiles.

3.3.2 Microorganismos en larizosfera

Un gran numero de especies de microorganismos estan presentes en la rizosfera,
generalmente este nimero disminuye cuando aumenta la distancia a la raiz. El tamafio
de la poblacion microbiana de la rizosfera se determina por la intensidad de
enraizamiento de la planta, el ritmo de crecimiento de propagulos microbianos en el
suelo y el de su desplazamiento hacia la raiz, asi como la velocidad de crecimiento de
las microcolonias, que a su vez dependen de los sustratos solubles presentes. El
desplazamiento de los microorganismos hacia la raiz depende del tamafio del
propagulo y de las reservas que contiene, asi como de su dinamica poblacional (Barea
et al., 2005).

3.3.3 Microorganismos endofitos

La palabra “enddfito” se refiere a cualquier organismo (sea bacteria u hongo), que se
encuentra asociado internamente a tejidos vegetales sin causar dafio aparente (Petrini,
1991). Y también Méartinez (2010), menciona que los microorganismos enddfitos son
bacterias y hongos que colonizan los tejidos internos (raiz, hojas y tallos) de las plantas
sin causar enfermedades y reforzar su tolerancia a condiciones adversas para su

desarrollo.
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3.3.4 Hongos

Son importantes degradadoras aerdbicas del material vegetal en descomposicion en
suelos &cidos. Producen enzimas y metabolitos que contribuyen al ablandamiento y a la
transformacion de sustancias organicas. La rizosfera estan pobladas de hongos que
aprovechan las exudaciones radiculares constituidas por azucares, aminoacidos, acidos

organicos, nucledtidos, enzimas, vitaminas y sustancias promotores de crecimiento.

En el medio ambiente edafico, los hongos son importantes porque son los principales
agentes de descomposicion de la materia organica . Degradan moléculas complejas
como la celulosa, hemicelulosa, pectina, almidén y lignina. Son fuente de alimento para
otros organismos, pueden se agentes patdgenos de plantas, degradan residuos de las
cosechas y son agentes biéticos que mejoran la estructura y aireaciéon del suelo por la
formacion de agregados. Los saprofitos son relativamente especializados en la

produccion de enzimas.

Segun Sylvia et al. (1998), la abundancia y la actividad fisiol6gica de la carga fangica en
diferentes habitats varia considerablemente. Tanto los diversos géneros presentes
como el tamafio de la flora cambian con el tipo de suelo y con sus caracteristicas fisicas
y quimicas. Los principales factores que influyen sobre la comunidad de hongos son: el
estado de la materia organica, presencia de fertilizantes organicos e inorganicos,
concentracion de ién hidrégeno, aireacion, temperatura, humedad y composicién de la

vegetacion, entre otros.

Los géneros cultivables que se encuentran con frecuencia en el suelo, usando métodos
convencionales de aislamiento son Mucor sp., Chaetomium sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., Aspergillius sp., Trichoderma sp., Verticilium sp., Rhizoctonia sp. y

Rhizopus sp.

Segun Zamora (2014), menciona que los géneros de hongos mas importantes
asociados a las raices de las plantas son Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp y

Trichoderma sp. El Aspergillius y Penicillium movilizan el Fosforo y Nitrégeno del suelo.
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3.3.5 Hongos enddéfito

Los enddfitos se definen como microorganismos que viven durante todo o parte de su
ciclo de vida dentro de los tejidos de plantas vivas sin ocasionar ningan sintoma o

efecto negativo en su planta hospedera .

Existen relaciones simbio6ticas entre hongos endofiticos y una amplia variedad de
plantas. La colonizacién de hongos enddfitos puede generar beneficios para la planta
hospedera, incluyendo la actividad antagonista y la induccion de resistencia contra
patébgenos, asi como la promocion de crecimiento mediante la secrecién de
fitohormonas y la movilizacién de nutrientes de la rizosfera hacia la planta (Harman et
al., 2004). Excluyendo las micorrizas (Kari Saikkonen et al., 2004), porque algunas
asociaciones micorrizicas deforman la raiz, permitiendo detectar los sintomas de su

colonizacion a simple vista.

Gonzalez- Teuber (2016), describe que existe una diversidad relativamente alta de
hongos endofitos en las raices de la quinua, donde la comunidad de hongos estaba

dominada solo por Ascomycota, Penicillium sp, Phoma sp y Fusarium sp.

Otro ejemplo que podemos mencionar es el caso de la Familia Clavicipitaceaea, son
hongos endofitos que protegen a la planta contra la depredacién de semillas, mediante
produccion de toxinas, a cambio estos hongos reciben alimento, un lugar donde vivir y

se dispersan a través de la semilla de su hospedero.

Los microorganismos enddfitos tienen distintos mecanismos de transmision y estilos de
vida simbidtica. Los patogenos latentes representan un subgrupo relativamente
pequefio dentro de las microbiotas endofiticas asociadas a especies vegetales, también
compuestas por saprofitos latentes y mutualistas. Algunos endofitos son generalistas,
capaces de infectar a numerosas especies vegetales, mientras que otros son
especialistas que sélo infectan a una o unas pocas especies (Zabalgogeazcoa 2008).
En entornos desérticos, las comunidades de hongos enddfitos suelen ser diversas . Se
ha propuesto que las condiciones heterogéneas de los ecosistemas desérticos pueden
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ser responsables de la gran diversidad de comunidades de hongos en estos
habitats . Teniendo en cuenta el aumento de la evidencia que muestra que los hongos
endofitos mejoran la tolerancia a las condiciones de sequia , la asociacion de plantas de
guinua con una variedad de hongos podria ser de crucial importancia para su

supervivencia en las condiciones ambientales extremas.

3.3.6 Nutricion y factores de crecimiento de la poblacion microbiana

Las raices de las plantas excretan varias sustancias organicas dentro de la rizésfera,
estas sustancias proporcionan una excelente y variada fuente de nutrientes para la
comunidad microbiana. La composicidén de los exudados varia con el tipo de suelo y el
estado de desarrollo en el que se encuentre la semilla y la raiz. Es dificil determinar
cuales compuestos son realmente exudados y cuales son liberados por lisis de las
células de la raiz. Algunos compuestos exudados que podemos mencionar son
carbohidratos, aminoacidos, vitaminas, taninos y otros. Por ejemplo lo azlcares
proporcionados dentro de estas secreciones son fuente indispensable de carbono para
el crecimiento microbial. Los aminoacidos secretados en esta zona dependen del tipo
de planta y son la fuente de nitrégeno disponible para los microorganismos.

3.4 Interacciones microbianas

Desde el punto de vista de interacciones con la planta, los microorganismos de la
rizosfera pueden ser saprofitos, simbiontes parasiticos y simbiontes mutualistas. Los
saprofitos utilizan compuestos organicos procedentes de residuos animales, vegetales y
microbianos. Los simbiontes parasiticos infectan la raiz y otros érganos de la planta
causando enfermedades. Los simbiontes mutualistas, o simplemente simbiontes,
colonizan las raices donde se encuentran compuestos carbonados, benefician el
desarrollo y nutricion de la planta aportando minerales. Dentro de estos mutualistas se
ubican también los microorganismos no simbiontes los cuales contribuyen con

actividades benéficas (Sylvia et al., 1998).
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El conjunto de interacciones que benefician a la planta se conoce como efecto
rizosférico. Tal efecto comienza a manifestarse justo después de la germinacion de las
semillas, para alcanzar su maximo durante la floracion y fructificacion y en la

senescencia decrece de una manera acelerada.

3.5Beneficios de los hongos rizosféricos para las plantas

Las interacciones rizosféricas y los microorganismos rizosféricos. Recordemos que son
los que tienen la capacidad de cumplir la totalidad de su ciclo de vida de forma
totalmente independiente de la planta. Los microorganismos no se ven perjudicados ni

beneficiados, mientras las plantas obtienen nutrientes.

La actividad de los microorganismos rizosféricos facilita la circulacion de nutrientes,
agua Yy sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal, lo que sin duda repercute en

el desarrollo de las plantas.

Ademas, estos microorganismos fijan nitrdgeno atmosférico, reducen formas
nitrogenadas, solubilizan fosfatos insolubles y movilizan cationes. También mejoran la
resistencia a condiciones de estrés hidrico y suelos salinos y aumentan la resistencia al
ataque de hongos patégenos que podrian generar enfermedades en las plantas.
Ademas, la actividad de los microorganismos rizosféricos enriquece la estructura y la
calidad de los suelos, entre una larga lista de beneficios. De esta forma, se obtienen

plantas mas fuertes y mas productivas (Symborg,2010).

3.6 Beneficios de los hongos endofitos para las plantas

Los hongos endéfitos poseen una gran importancia debido a que gracias a los
beneficios que otorgan a las plantas, pueden ayudar a la obtencién de diferentes
compuestos medicinales y a la disminucion de las pérdidas de cultivos por factores

bioticos y abidticos (Dinesh, 2017).

La resistencia a factores abioticos otorgada por los enddfitos se da por diferentes
posibles mecanismos aun no totalmente demostrados, la sequia es el principal factor

abidtico al cual otorgan resistencia los endofitos, por la mejora del ajuste osmético de la
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planta. El ajuste osmotico es el principal mecanismo de adaptacion de la planta al
estrés hidrico, en el que los solutos celulares se acumulan en respuesta al déficit
hidrico. EI menor potencial osmético resultante permite la retencion de la presion de la
turgencia celular, que es necesaria para el crecimiento celular y el mantenimiento
metabdlico (Bacon 2018). Basicamente lo que ocurre en condiciones de sequia, es que
debido al endofito ocurre una mayor acumulacion de solutos en los tejidos de plantas
infectadas en comparacion con las no infectadas, también disminuye la conductividad
foliar, demostrando que ocurre una desaceleracion del flujo de transpiracién y se da la
formacion de una cuticula mas gruesa (Malinowskiy, 2000). Los posibles mecanismos
para la mejora del ajuste osmético son: acumulacion de carbohidratos en la zona de
elongacion de la planta, secrecion de polioles que otorgan proteccion a las enzimas y
membranas de las células de la planta. También se sugiere que el enddfito induce una
clase de estrés incipiente que de alguna manera genera una precondicion o sensibiliza
al hospedero en la época de sequia, lo que permite que la planta muestre respuestas

de adaptacion antes de percibir el estrés.

4. MARCO REFERENCIAL
4.1Ubicacién geografica

La investigacion se realizd en la gestion agricola 2020 — 2021 en los predios de la
estacion experimental de K’iphak'iphani, perteneciente a la Fundacion PROINPA
(Promocién e investigacion de Productos Andinos), se ubica en la comunidad
Charahuayto, municipio de Viacha, provincia Ingavi, departamento de La Paz — Bolivia,
ubicada geograficamente entre las coordenadas 16° 39" 47" latitud sur y 68° 18" 16™

latitud oeste y con una altitud de 3880 msnm.

El analisis microbiol6gico de las muestras de suelo se efectudé en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, ubicada en la calle Héroes del Acre,

esquina Av. Landaeta.
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Figura 4: Fundacion PROINPA - Estacion Experimental de K’'iphak’iphani
(ARGIS 2022).

4.2 Caracteristicas climaticas de la zona de estudio
4.2.1 Clima

El clima en el Municipio de Viacha se encuentra fuertemente influenciado por la altitud
(4.000 m); factor que afecta notablemente a las temperaturas. Esta zona climatica esta
enmarcada por la alternancia de una estacién seca (invierno) y una estacion humeda de

cuatro meses (verano).

4.2.2 Temperatura

Las temperaturas maximas absoluta a lo largo del afio varian entre 17,2-20,6°C, las

maximas temperaturas se presentan en el mes de agosto hasta diciembre llegando un
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maximo de 22°C en diciembre del 2014 y la minima que se registrd en los dltimos afios
fue de -7,5°C en julio del 2014 (PDM Viacha, 2017).

4.2.3 Precipitacion (mm)

La precipitacion anual registrada presenta una distribucion entre noviembre y febrero,
con una media total de 524.60 mm por afio, la estacibn humeda se extiende
generalmente durante cuatro meses, de diciembre a marzo, con el 70% de la

precipitacién pluvial (PDM Viacha, 2017).

4.2.4 Riesgos climaticos

Los fendmenos climaticos naturales que se registran en estas comunidades, perjudican
la produccion agricola, como las heladas que causan pérdidas acentuandose en los
meses de Junio, Julio y parte de Agosto, los efectos de las lluvias torrenciales en los
meses de Diciembre hasta Marzo, los vientos fuertes erosionan los suelos (erosion
eodlica), el efecto de las nevadas provoca mortandad en los animales (ovinos) y resfrios
en los seres humanos, las granizadas se dan en los meses de Octubre, Noviembre y
Febrero, ocasionando una pérdida parcial o total de la produccion agricola (PDM
Viacha, 2012).

4.2.5 Fisiografia

El relieve del territorio municipal, presenta una compleja formaciéon de unidades de
terreno como: Montafas, serranias, colinas, laderas, piedemonte y llanuras. La
diseccion varia de moderada a muy fuerte, donde las pendientes son fuertemente
escarpadas con 30 a 60%, hasta moderadamente escarpadas con 15%. Existe gran
cantidad de piedra superficial. El material a partir del cual han sido modeladas las
serranias es preponderantemente de origen sedimentario, como areniscas, lutitas,
limonitas y arcillitas, con intercalaciones de rocas metamérficas como cuarcitas (PDM
Viacha, 2012).
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4.2.6 Suelos

Los diferentes suelos han sido un producto de la accion de diferentes formaciones
geoldgicas que de acuerdo a la textura se identifican en suelos francos arenosos en la
parte baja y suelos pedregosos en la parte alta. Los suelos son normalmente muy poco
permeables en todo el perfil. Quimicamente los suelos se caracterizan por la saturacion
de base alta y muy alta, con reaccién neutra a muy alcalina, o que significa que se
encontraron suelos salinos con PH proximos a nueve (PDM Viacha, 2011).

4.2.7 Vegetacion

La zona presenta una diversidad de especies vegetales naturales, las predominantes se

encuentran mencionadas en el cuadro 2.

Muhlenbergia fastigiata
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Cuadro 2: Especies vegetales

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO

Especies caducifolias

Thola Baccharis boliviensis

Tara Tara Fabiana densa

Especies perennifolias

Naka Thola Baccharis spp

Thola de agua P.phylicaeformis
Afahuaya Adesmia miraflorensis
Gramineas

Iru ichu Festuca orthophylla
Chillhua Festuca dolichopylla
Chiji negro Muhlenbergia fastigiata
Layu Trifolium amabile
Cebadilla Bromus catharticus
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

a) Material genético

El material biolégico estuvo constituido por raices con suelo adherido de los ecotipos

Lasta, Saiwa y Pampalasta que fueron proporcionadas por la fundacion PROINPA.

b) Material de laboratorio

e Cajas Petri

e Tubos de ensayo

e Matraz Erlenmeyer

e Pipeta

e Micropipetas

e Probetas

e Vasos Precipitados

e Tamiz 2 mm

e Portay cubre objetos
e Aza microbiologica

e Incubadora

e Balanza electronica
e Autoclave

e Microscopia

e Estufa eléctrica

e Alcohol

e Medio de cultivo sintético

e Cloranfenicol
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e Agua destilada estéril

e Muestras de suelo
c) Material de gabinete

e Cuaderno de notas
e Computadora

e Programas estadisticos

5.2 Metodologia
5.2.1 Obtencidon de muestras

Para la obtencion de las muestras de raices y suelo rizosférico de Chenopodium
pallidicaule A., se selecciond 5 plantas vigorosas y con ayuda de una pala se retir6 el
suelo hasta una profundidad de 0,25 a 0,30 m para alcanzar las raices, estas junto con
el suelo rizosférico adherido se depositaron en bolsas de polietileno debidamente
identificadas y se transportaron en una caja térmica hacia el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés.

Las muestras de raices y suelo rizosférico se deshidrataron bajo sombra durante 72
horas y a continuacién las raices se golpearon suavemente contra la mano para
desprender el suelo rizosférico el cual fue colectado en un papel kraff (Vardharajula et
al., 2011).

25



Figura 5: Extraccion de muestras del suelo (profundidad de 0,25-0,30 cm)

con ayuda de una pala

5.2.2 Aislamiento de hongos rizosféricos y endofitos

5.2.2.1 Aislamiento de hongos rizosféricos

El medio de cultivo que se utilizo para el recuento y aislamiento fue Papa glucosado
Agar (PGA).

Se utilizo la técnica Dilucién de Placas para el aislamiento y el conteo UFC, se peso 10
g de suelo tamizado y posteriormente fue introducido a un matraz Erlenmeyer
conteniendo 90 ml de agua destilada estéril, se agitdé por cinco minutos, posteriormente
con micropipetas de 1 ml fue diluido en cada tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua
destilada estéril obteniendo diluciones de 1:10, 1:100 y 1:1000 respectivamente. Cada
dilucion se esparcio 0,1 ml sobre la superficie del medio de cultivo en cajas Petri con
tres repeticiones, finalmente se llevo las placas Petri a incubacién por tres a siete dias a
22°C para posterior recuento de colonias y obtencién de cultivos puros.
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5.2.2.2 Aislamiento de hongos endéfitos

Las raices primarias y secundarias se lavaron con agua corriente para eliminar los
restos del suelo y luego se esterilizé la superficie con etanol (70%) durante tres minutos,
hipoclorito de sodio (1%) durante un minuto, seguido de tres enjuagues en agua
destilada durante tres minutos. Posteriormente, se cultivaron pequefas secciones de
raices esterilizadas (1 cm) en placas petri con el medio de cultivo papa glucosado agar.
Luego, las placas Petri se incubaron a temperatura ambiente durante 4 semanas.
Después de los periodos de incubacion, se observo el crecimiento de diferentes
colonias de microorganismos y de acuerdo al color y forma de las colonias, se utilizé
una aza bacterioldgica para extraer proporciones pequefiisimas de las colonias y se
colocaron al medio de cultivo definitivo (PGA), los aislamientos puros fueron incubados

de cuatro dias y un mes respectivamente.

Figura 6: Sellado de las cajas Petri con el medio de cultivo y las muestras.
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5.2.2.3 Caracterizacion de hongos rizosféricos y endéfitos

Para la caracterizacion de los hongos rizosféricos y enddéfitos se realizd la
identificacién taxonémica con la técnica microcultivo, posteriormente se observo al
microscopio las estructuras de las esporas de los hongos y se tomé fotografias del
micelio y estructuras reproductivas. Las fotografias obtenidas de la técnica de
microcultivo fueron comparadas con la literatura de claves taxondmicas descritas por
autores; Cepero de Garcia, et al., (2012); Watanabe (2010). Aquellos microorganismos
no identificados fueron denominados “cepas no identificadas”.

Para la descripcion de las colonias se evalud el aspecto general de la colonia como:
tamafio, pigmentacion, forma, borde, elevacion y superficie. La forma de la colonias se
visualiz6 mediante los criterios: puntiforme, circular, irregular, filamentoso, rizoide
(entero, ondulado, lobulado; que tiene formas redondas grandes y pequefias, ramificado
y rizado). En los bordes, de aspecto plano, elevado, convexo, pulvinada (con elevacion
esférica), umbilicada (elevaciones pequefias pero redondas) (Pedrique-Gutierrez et al.,
2008). Para la identificacion de texturas se registraron, si eran algodonoso,
aterciopelado, polvoroso, apetalada, friable, compacta, liso, brillante, corrugado.
También se registrd si el aislado producia algun pigmento (Ornadelli et al.,2012;

Pedrique-Gutierrez et al,.2008; Guevara et al.,2007).

5.2.2.4 Cuantificacién de hongos rizosféricos y endoéfitos

El andlisis estadistico para comprobar la hipétesis del tercer objetivo especifico, fue el
disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones por tratamiento (Saiwa,

Lasta y Pampalasta), donde el modelo lineal segun Ochoa (2008) es:
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Yi=u+ ot

Donde:
Yij = una observacion cualguiera
i = media poblacional
w; = efecto del 1 — ésimo “tipo de suelo™ “tipo de cultivo™ “tipo de vegetacion

nativa”
£ = error experimental

La cuantificacién de las colonias de hongos rizosféricos y enddfitos, se realiz6 pasado
los dias de incubacion, fueron enumerados en aquellas cajas Petri con 20 a 300
colonias y empleando la ecuacién de recuento en placa se expresé en UFC g para
posterior andlisis estadistico. Para las UFC se realizo la transformacion a raiz cuadrada
de los numeros observados (Ochoa, 2008) para el posterior andlisis estadisticos. La

prueba de medias que se utilizé fue DUNCAN con nivel de significancia del 5%.
5.2.2.5 Andlisis de la diversidad de hongos rizosféricos y endéfitos

5.2.2.5.1 Frecuencia de colonizacién

Para la frecuencia de colonizacion se realizé el calculo con la siguiente formula:

F=2 100

~ Ntotal

Doénde: N col. representa el nUmero de segmentos colonizados por cada hongo; N total

es el nimero total de segmentos (Suryanarayanan et al., 2001).
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6. RESULTADOS
6.1Resultados y discusiones para las variables tomadas en laboratorio
6.1.1 Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas

De acuerdo a los analisis de suelos realizados por el Laboratorio de suelos LAFASA
(anexo 1). La textura de suelo fue de Franco Arenoso. El pH del suelo fue de 6,68 se
encuentra en el rango optimo para el cultivo. La conductividad eléctrica fue de 0.04
mmho/cm nos indica que es un suelo no salino. La materia organica fue de 1,26 %

indica que existe baja materia organica.

6.2 Caracterizacion de la diversidad de hongos endéfitos y rizosféricos en

ecotipos de Qanahua (Saiwa, Last’ay Pampalasta)

Las raices de las plantas pueden estar altamente colonizadas por hongos endofitos y
rizosféricos, esto parece ser importante para la supervivencia de las plantas que habitan
en habitats estresantes (Gonzalez-Teuber,2016). Este estudio se centré en caracterizar
la diversidad que existe en la comunidad fungica rizosférica y endofitica en ecotipos del
cultivo de Qafiahua (Chenopodium pallidicaule Aellen).

El cuadro 14 muestra la lista de hongos aislados en los ecotipos de Qafiahua. El total
de hongos rizosféricos y enddfitos obtenidos fue de 22 especies en cultivos puros,
fueron comparados con descripciones originales de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas vistas al microscopio. Aquellos hongos no identificados fueron
denominados cepas no identificadas.

Se identificaron 14 hongos a nivel de género y 7 hongos que no fue posible su
identificacién. La identificacion de los microorganismos presentes en la rizésfera pueden
reflejar las condiciones del cultivo y los microorganismos encontrados refleja la salud de

un ecosistema (Ariana et al., 2006).
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Cuadro 3: Hongos rizosféricos y endéfitos identificados en los ecotipos del
cultivo de Qafahua.

CODIGO GENERO ECOTIPOS
Last’a | Saiwa | Pampalasta

1-T6 EN Cladosporium sp. X

2-T2 EN Cylindrocladium sp. X

3-T6 EN Penicillium sp. X

4-T5 EN Fusarium sp. X X X

5-T6 EN Fusarium sp. X X X

6-T2 EN Gliocladium sp. X

7-T4 EN Sepedonium sp. X

8-T4 EN Sarocladium sp. X

9-T5 EN Alternaria sp. X X

10-T5EN Ulocladium sp. X

11-T4RI Penicillium sp. X X

12-T2RI Penicillium sp. X X X

13-T1RI Penicillium sp. X X X

14-T6RI Mucor sp. X

31



Figura 7: Frecuencia de colonizacién de hongos rizosféricos y endéfitos en

laraiz en los ecotipos del cultivo de Qafiahua.
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La informacion que muestra la Figura 7, es que los 14 hongos identificados pertenecen
al género Ascomycota, siendo la frecuencia de colonizacion en hongos rizosféricos la
siguiente : Penicillium sp.(4,5%), Penicillium sp. (5,6%) y Penicillium sp. (6,3 %)
presentes en el ecotipo Last'a; Penicilium sp. (4,6%), Penicillium sp. (5,8 %) y
Penicillium sp. (6%) presentes en el ecotipo Saiwa; Penicillium sp.(4,1%), Penicillium
sp. (5,1%), Mucor sp. (5 %) presentes en el ecotipo Pampalasta.

En los tres ecotipos diferentes géneros de Penicillium sp. con una mayor frecuencia de
colonizacion (6,3 %), segun Visagie et al.(2014) menciona que el género Penicillium sp.
es frecuente encontrarlos en diferentes ambientes (suelos,vegetacion,etc.), de acuerdo
con la investigacion realizada por Pacasa (2015) quien encontré una mayor diversidad
en Penicillium sp. coincide con esta investigacion.

En hongos enddfitos la frecuencia de colonizacion fue la siguiente: Fusarium sp.(3,8%),
Fusarium sp. (9,6 %), Cylindrocladium sp. (2,5%), Gliocladium sp. (3,5%) y Alternaria
sp. (3,3%) presentes en el ecotipo Last’a; Fusarium sp. (3,3%), Fusarium sp.(3,3%),
Sepedonium sp.(2,5%), Sarocladium sp.(3,8%) y Alternaria sp. (3%) presentes en el
ecotipo Saiwa; Cladosporium sp. (3,8%), Penicillium sp.(4,6 %), Fusarium sp.(3,8%),

Fusarium sp. (3,3%) y Ulocladium sp. (2%) presentes en el ecotipo Pampalasta.
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Segun Gonzalez-Teuber (2016) los hongos endofitos asociados a la planta de quinua
son Penicillium sp., Phoma sp. y Fusarium sp., géneros que coinciden con el cultivo de
gafiahua, Ali-Shtaych et al. (1998) menciona que Penicillium sp. se utliza como

controlador biolégico de Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate.

6.2.1 Caracterizacion de hongos endofitos

6.2.1.1 Género: Cladosporium sp.

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Dothideales

Familia: Mycosphaerellaceae

El género Cladosporium sp. se encuentra asociado al ecotipo Pampalasta, los
miembros de este género, algunos cosmopolitas, se distribuyen en un gran nimero de
especies. Se encuentran en el suelo, desechos vegetales, o como endéfitos (Cepero
de Garcia et al., 2012). No ha sido especificado que beneficios puede tener este hongo
al actuar como endofito, solo se ha reportado la posibilidad de que este hongo actia
como saprofito latente (Sanchez et al 2007). Por otra parte Gandarillas et al. (2014),
menciona que en el cultivo de quinua este hongo se presenta como un moho verde,
afectando hojas en las fase de maduracién de las plantas, ocasionandoles cierto grado
de defoliacién y que necesita de alta humedad relativa del aire en las hojas en los
meses de marzo y abril; indica también que es importante la presencia del indculo en el
campo de cultivo, porque se disemina facilmente por el viento y probablemente es un

habitante frecuente en muchos suelos de cultivo.

Caracteristicas macroscoépicas: Las colonias en papa glucosado agar alcanzo un

diametro de 6 a 7 cm en 7 dias a 21°C , tiene forma circular, color olivo-grisaceo, del

reverso color marron olivaceo, aterciopelados, no presenta exudado (figura 8) .
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Figura 8: A. Anverso color olivo grisaceo B. Reverso color marron olivaceo.

Caracteristicas microscopicas: Conidiéforos marron olivo ramificado de donde se origina

los conidios en cadenas acrépetas; los conidios que se ubican en la base de la cadena
son mas grandes; los conidios de la parte superior de las cadenas son elipsoides
(Cepero de Garcia et.al., 2012) .

Figura 9: A. Conidiéforos marrén olivo ramificado B. Conidios en cadenas

acropetas.
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6.2.1.2 Género: Cylindrocladium sp.

Reino: Fungi

Phyllum: Ascomycota
Clase: Sordariomicetos
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

El género Cylindrocladium sp. se aisl6 en el ecotipo Saiwa, en la investigacion
realizada por Mufioz Zapata et al. (2018) observaron relaciones antagonicas con los
géneros Nigrospora ap. y Cylindrocladium sp. contra Fusarium sp.impidiendo su

crecimiento.

Caracteristicas Macroscopicas: Las colonias en Papa Glucosado Agar alcanzo un

didmetro de 7 cm en 7 dias a 25°C con una humedad de 75%, tiene forma circular
irregular algodonosa, color plomizo en el centro y blanquecino en los bordes, formacion

de exudado color amarillento. En el reverso color negro .

A. B.

Fotografia 10: A. Colonia circular con bordes irregulares, de coloracion plomizo
al centro con bordes de color blanco. B. Reverso color negro.
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Caracteristicas Microscopicas: Conidioforos erectos, ramificados una o dos veces

verticiladamente en las partes centrales, ramas primarias y secundarias alargadas,
portando masas de esporas en las fialidas, terminales en las ramas respectivas, con

estipites y vesicula terminales; vesicula claviforme .

Figura 11: Conidioforos ramificados portando masas de esporas.

6.2.1.3 Género :Penicillium sp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Eurotiales

Familia: Trichomaceae

En el ecotipo Pamapalasta se hall6 el género Penicillium sp., este género es vasto y la
mayoria de sus especies son saprofitos presentes en el suelo o estan asociados a
materia vegetal en estado de senescencia. Hay estudios en otros tipos de plantas en las
cuales se han demostrado especificamente los beneficios de endéfitos de Penicillium,
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por ejemplo, en plantas de soya, en las cuales se aumento la resistencia a condiciones
de estrés salino y la produccién de isoflavonas (Khan et al 2011). Gracias a esta
informacion es posible afirmar que la probabilidad de que el género hallado en la
muestra se encuentre actuando como enddfito es alta y que este pueda otorgarle
beneficios a su hospedero. Un segundo ejemplo lo da Gozalez-Teuber (2012), que aislé
a Penicillium en las raices de la quinua donde menciona que la asociacion de plantas
con endofitos de Penicillium puede ayudar a las plantas a resistir el estrés por salinidad

y mejorar el crecimiento de las plantas

Caracteristicas Macroscépicas: La colonia alcanzo un didmetro de 8 cm en 9 dias a

25°C, tiene forma circular irregular de color verde, textura polvorienta. Reverso rosado

palido .

A. B.

Figura 12: A. Anverso forma circular irregular de color verde B. Reverso rosa

palido.
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Caracteristicas Microscoépicas: Conidioforos ramificados (penicilados), con métula y

ramas. Conidios globosos a subglobosos formando cadenas basipetas .

A. B.

Figura 13: A. Conidi6foros ramificados (penicilados) B. Conidios globosos.

6.2.1.4 Género: Fusarium sp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

La presencia de dos géneros de Fusarium sp. en los tres ecotipos Saiwa, Last’a y
Pampalasta, puede ser beneficiosa, asi como puede ser riesgosa, esto dependiendo de
la especie de Fusarium que se encuentre infectando a la planta, hay evidencia de
especies que pueden beneficiar a la planta, asi como especies que actian como
patdégenos latentes con la capacidad de causar una enfermedad en cualquier momento.
Fusarium es un género de hongos que es capaz de comportarse como saprofito latente
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y tiene una alta persistencia en los suelos, gracias a esto su transmisién horizontal y su
inoculacién en nuevos hospederos es muy efectiva (Sanchez et al 2012). En el presente
estudio no es posible determinar cual es el tipo especifico de Fusarium que se
encuentran infectando a los tres ecotipos del cultivo de gafiahua, estos bien pueden ser
hongos endofitos benéficos como pueden ser patdégenos latentes que adn no han
causado enfermedad y se encuentran intercelularmente en el tejido vegetal.

Caracteristicas Macroscoépicas: Las colonias en Agar Papa Glucosado a temperatura

ambiente,en 22 dias alcanzo un diametro de 9 cm. Coloracion blanca , de textura

algodonosa. Reverso color crema .

A. B.

Figura 14: A. Anverso: coloracidon blancay textura algodonosa. B. Reverso:

color crema.
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Caracteristicas Microscopicas: Micelio hialino, septado y delgado. Monofialide simple

corta .

G

Figura 15: Monofialide simple corta.

6.2.1.5 Género : Fusarium sp.

Caracteristicas Macroscépicas: En medio de cultivo papa agar glucosado (PAG) las

colonias tuvieron un crecimiento rapido, textura algodonosa, micelio aéreo blanco que

usualmente se vuelve purpura. Reverso rojizo claro .

A. B.

Figura 16: A. Anverso: Textura algodonosa, coloracion purpura. B. Reverso:

Coloracién rojizo claro.
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Caracteristicas Microscopicas: Las células conididgenas son monofialides, mas cortas .

Figura 17: Células conididogenas son monofialides,

6.2.1.6 Género : Gliocladium sp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Hypocreales
Familia: Ranunculaceae

El género Gliocladium sp. se aislé del ecotipo Pampalasta, la mayoria de estudios
relacionados con Gliocladium se han enfocado en su potente capacidad como agente
biocontrolador, principalmente de hongos fitopatdégenos. Sin embargo, las aplicaciones
potenciales de este género de hongos abarcan numerosos productos obtenidos a partir
de su metabolismo, capaz de generar una gran variedad de compuestos quimicos.
Cabe destacar también que es un organismo enddéfito que, ademas, de proveer
beneficios a un amplio rango de plantas hospederas, puede imitar con éxito su
comportamiento quimico. Entre las aplicaciones mas novedosas destaca su potencial
para la produccion de compuestos asociados con biocombustibles y su capacidad

bioabsorbente de metales pesados. Esta investigacidn describe y ejemplifica estas
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aplicaciones y muestra a este género de hongos como una prometedora herramienta

biotecnolégica (Castillo et al., 2015).

Caracteristicas Macroscopicas: Las colonias en Agar Papa Glucosado presentaron un

crecimiento moderado, textura algodonosa, color amarillo naranja en el anverso y

reverso (Cepero de Garcia et.al, 2012) .

A. B.

Figura 18 : A. Anverso: color blanco B. Reverso: color amarillo naranja.

Caracteristicas Microscopicas: Micelio hialino y septado; los conidiéforos penicilados

pueden formarse solos en el micelio, en forma fasciculada; la pared de estos puede ser
verrugosas Yy pueden tener de dos hasta cuatro verticilos, las métulas poseen paredes
lisas y las fialides son cilindricas. Los conidios tienen forma cilindrica a elipsoide
(Cepero de Garcia et.al, 2012) (Figura 19) .
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Figura 19: A. Conidioforo primario B. Conidiéforo penicilado, conidios de forma

cilindrica.

6.2.1.7 Género : Sepedonium sp.

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

El género Sepedonium sp. se aislo del ecotipo Saiwa, este género de hongo infectan y
parasitan los cuerpos fructiferos o micelios de otros hongos, formando esporas en la
etapa final del proceso de infeccion; son comunes en varios géneros de hospederos,

pero infrecuentemente reportados (Yurkov et al., 2012).
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Caracteristicas Macréscopicas: Las colonias en medio de cultivo Papa glucosado agar,

presenta textura algodonosa; con formacién de anillos color plomo (presenta estrias) en
el borde y amarillo en el centro, presentan exudacion. Reverso coloracién negro .

A. B.

Figura 20: A. Anverso: Textura algodonosa, presentan exudacion, formacion de
dos de anillos en los bordes coloracién plomo con estrias y al centro color

amarillo. B. Reverso: Forma irregular, coloracién negro

Caracteristicas Micréscopicas: Conidioforos cortos, hialinos, erectos, simples o

ramificados. Conidios globosos (Watanabe, 2010) (Figura 21) .
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Figura 21: A. Conidiéforos cortos y globosos.

6.2.1.8 Género : Sarocladium sp.

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Orden: Hypocreales

Familia: Sordariomycetes

Las especies de Sarocladium se asocian frecuentemente con gramineas como
saprobios, parasitos y endoéfitos mutualistas. Herrera-Parra et al.(2018), menciona que
se cuenta también con otros agentes potenciales de control biolégico pertenecientes al
orden Ascomicota como son Penicillium chrysogenum, Trichoderma spp., F. graminicola

y Sarocladium implicatum.
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Caracteristicas Macroscopicas: Colonias de crecimiento lento, color blanco en la

superficie y café claro en el reverso, forma circular, textura algodonosa .

A. B.

Figura 22: A. La superficie de color blanco, textura algodonosa B. Reverso color
amarillo.

Caracteristicas Microscopicas: Hifas estrechas y fragiles. Conidios elipsoides, cortos,

hialinos .

Figura 23: Conidios elipsoides, cortos.
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6.2.1.9 Género : Alternaria sp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

En el ecotipo Lasta y Saiwa se aislé el género Alternaria sp., los hongos de este género
son de distribucion cosmopolita y en general producen diferentes patologias en las

plantas hospedadoras.

Segun Fisher et al. (1986), menciona que resultados anteriores demostraron que
algunas cepas de Alternaria aisladas como endéfito, eran capaces de producir
actividades antibacterianas y antifungicas en cultivo de laboratorio. Otra investigacion
realizada por Gonzalez’- Teuber (2016) describe la presencia del hongo enddfito

Alternaria sp. en las raices del cultivo de quinua.

Caracteristicas Macroscopicas: Las colonias en medio de cultivo Papa glucosado agar,

presenta textura lanosa; la superficie es de color gris a marron — olivaceo y el reverso

es negro (Cepero de Garcia et.al, 2012) (Figura 24).
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Figura 24: A. Textura lanosa, la superficie es de color gris B. Reverso es color

negro.

Caracteristicas Microscopicas: El micelio vegetativo es septado y de color marrén

(Cepero de Garcia et.al., 2012). Conidioforos marrén palido, simples o ramificados, con
conidios catenulados en el apice y partes apicales. Conidios catenulados en su mayoria
hasta 9 conidios en una cadena a menudo ramificada. Conidios porosporosos,
desarrollados acropetalmente, de color marrén (oscuro), cilindricos o en forma de huso,
a menudo con picos cilindricos; muriforme compuesto de 3-4 paredes transversales y 1-

2 paredes longitudinales (Watanabe, 2010) (Figura 25) .
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Figura 25: A.Conidioforos marrén palido, ramificado, conidios catenulados.

6.2.1.10 Género : Ulocladium sp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

El género Ulocladium sp. se encuentra asociado al ecotipo Pampalasta, segun Mathre
(1982), este género se aislo en plantas gramineas como trigo y cebada causando

enfermedades.
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Caracteristicas Macroscoépicas: Las colonias en el medio de cultivo Papa Glucosado

Agar tuvo un crecimiento moderadamente rapido de 9 dias, alcanzo un diametro de 7,5
cm a 25°C con una humedad de 75%, presenta una coloracion negra, marrén y blanca.

Reverso coloracion negra .

A. B.

Figura 26: A. Anverso: Color negro, marron y blanco. B. Reverso: Color negro.

Caracteristicas Microscopicas: Conidioforos pardos,erectos, simples o ramificados, con

uno a varios conidios apical o subapicalmente. Conidias porosporosas de color marrén
a marrén oscuro, elipticas, ovadas, muriformes compuestas generalmente de 3 tabiques
transversales y 1-3 tabiques longitudinales, constrefiidos cerca de los tabiques,
marginalmente asperos. El micelio es septado y de color marrén (Watanabe,
2010)(Figura 27).
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Figura 27: Micelio septado, conidia eliptica, 3 tabiques transversales y 2 tabiques

longitudinales.

6.2.2 Caracterizacion de hongos rizosferico

6.2.2.1 Género: Penicillium sp.

Segun esta investigacion, en los ecotipos Saiwa, Last’a y Pampalasta se encontré una
mayor dominancia del género Penicillium sp., lo cual coincide con la investigacion
realizada por Pacasa Quisbert (2015), segun Cepero de Garcia et al. (2012) menciona
gue el género Penicillium comprende un gran nimero de especies, su presencia en el
suelo es ubicua. En el aire y vegetacion en descomposicion su presencia es menor, se

puede decir que son capaces de colonizar practicamente todos los habitats terrestres.

Penicillium es un hongo comun del suelo, en la promocion del crecimiento de las
plantas es ampliamente conocido por su produccion de metabolitos secundarios.
Destacan las diversas actividades que promueven el crecimiento de las plantas como la
solubilizaciéon del fosfato, la produccion de sideroforos y los reguladores del crecimiento
de las plantas. También se ha empleado como bioinoculante para mejorar la
productividad de los cultivos y su posible papel en la agricultura sostenible (Altaf et al.,
2018).
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Caracteristicas Macroscopicas: Colonia circular color verde con estrias, textura

polvorienta. Reverso café y con formacion de estrias en su centro .

A. B.

Figura 28: A. Anverso colonia circular color verde con estrias. B. Reverso color

café con estrias.

Caracteristicas Microscopicas: Hifas hialinas septadas, los conidi6foros tienen ramas

secundarias (métulas), de las fialides surgen cadenas largas sin ramificar de esporas

formando el pincel caracteristico del género (Figura 29).
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Figura 29: A. Conidi6éforos con ramas secundarias B. Cadenas largas sin

ramificar de conidios.

6.2.2.2 Género : Penicillium sp.

Caracteristicas Macroscépicas: Las colonias en Agar Papa Glucosado a 25 °C, tienen

un crecimiento rapido, en 7 dias alcanzo un diametro de 4 cm, presenta surcos en
forma radial. Coloracion blanca a crema, de textura algodonosa. Reverso color crema.
Presenta exudacion (Figura 30).
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Figura 30 : A. Anverso coloracion blanco a crema de textura algodonosa con

surcos de forma radial. B. Reverso color crema, presenta levemente surcos.

Caracteristicas Microscdpicas: Conidioforos cortos, hialinos, no septados, de paredes

lisas. A menudo verticilados y asimétricos, pero algunas veces con estructuras
monoverticiladas. Presenta 2 a 4 metulas, hialinas de paredes lisas. Fialides con el
apice puntiagudo, 7hialinas, de paredes lisas. Conidios en cadenas cortas, separadas,
hialinos, subglobosos y eliptico .

Figura 31: Conidi6foros cortos, no septados, presenta 3 métulas.
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6.2.2.3 Género: Penicillium sp.

Caracteristicas Macroscépicas: Las colonias en Agar Papa Glucosado a 25 °C, tienen

un crecimiento rapido, en 7 dias alcanzo un diametro de 5 cm, presenta surcos en
forma radial. Coloracién blanca, ploma y negra, de textura algodonosa. Reverso color

crema .

Figura 32: A. Anverso presenta surcos en forma radial, coloracidn blanca, plomay

negra. B. Reverso color crema.

Caracteristicas Microscopicas: Conidiéforos cortos, hialinos, no septados, de paredes

lisas. Presenta 2 a 4 métulas, hialinas de paredes lisas. Fialides con el apice
puntiagudo, hialinas, de paredes lisas. Conidios en cadenas cortas, separadas, hialinos,

subglobosos vy elipticos (Figura 33).
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Figura 33: A. Conidiéforos cortos, no septados, presenta 3 métulas.

6.2.2.4 Género : Mucor sp.

Reino: Fungi

Phylum: Mucoromycota
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae

Las especies de este género son cosmopolitas, se encuentran en suelo y son de
crecimiento rapido en temperaturas entre los 10 y los 40 °C con 6ptimos entre los 20 y
los 35 °C. Algunas especies de este género son utilizadas comercialmente y en el

oriente se utilizan para la produccién de tofu, queso chino o torta de soya.

Yang et al. (2017) menciona que dentro de los principales representantes de estos
hongos fermentadores se encuentra las siguientes
especies: Aspergillusoryzae, Penicillium sp, Trichoderma sp y Mucor, describiéndolos
como hongos que contribuyen con los procesos de mineralizacion del carbono organico

y como hongos antagoénicos de especies Fitopatdgenas.
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Caracteristicas Macroscopicas: Las colonias en Agar Papa Glucosado presentaron un

crecimiento moderado, textura algodonosa, color blanco, beis y plomo en el anverso y

en el reverso amarillo naranja (Watanabe, 2010).

A. B.

Figura 34: A. Textura algodonosa, color blanco, beis y plomo. B. Reverso:

amarillo naranja.

Caracteristicas Microscopicas: Hifas hialinas no septadas, esporangios globosos sin

apofisis, con columela, sin estolones ni rizoides. La reproduccién sexual es por
formacion de cigosporas redondas a elipsoides, que se forman en el micelio aéreo
(Watanabe, 2010) (Figura 35).
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Figura 35 : A. Esporangios globosos sin apéfisis, con columela, cigosporas

elipsoides.

6.2.3 Cuantificacion de hongos rizosféricos y endofitos en ecotipos del cultivo

de Qafahua

6.2.3.1 Cuantificacion de hongos rizosféricos

De acuerdo al analisis de varianza Cuadro 4, en el caso de los hongos rizosféricos si
existe diferencias altamente significativo, esto demuestra que la cantidad de hongos

rizosféricos es diferente en los ecotipos Lasta, Saiwa y Pampalasta.

El coeficiente de variacion fue de 2,11 % nos indica que los valores analizados son

buenos, estando dentro del margen de aceptacion.
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Cuadro 4: Analisis de varianza para la cuantificacion de hongos rizosféricos
(ufc/g de suelo).

F.v GL SC CM Fc Ft
Tratamientos 5 0,55 0,11 11 3,00 482 **
Error 12 0,17 0,01

experimental
Total 17 0,72

C.V. 2,11%

En la figura 36, con la prueba de medias Duncan, se puede apreciar que se formo dos
grupos, de los cuales los ecotipos Pampalasta y Saiwa son las mas diferenciadas
porque obtuvieron los mayores promedios de 2.90 X 10 * ufc/g, siendo sus promedios
significativamente superiores a registrados por los otros ecotipos, por otra parte el

ecotipo Last’a no reporta significancia , siendo el promedio mas bajo.

4,8
4,6
4,4
4,2

Pampalasta Saiwa

Last'a

Figura 36 : Promedio de UFC/g de hongos rizosféricos.
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6.2.3.2 Cuantificacion de hongos endofitos

De acuerdo al analisis de varianza Cuadro 5, en el caso de los hongos enddfitos no
existe diferencias significativas, esto demuestra que la cantidad de hongos endéfitos no

es diferente en los ecotipos.

Cuadro 5 : Anadlisis de varianza para la cuantificacion de hongos endoéfitos (ufc/g de
suelo).

F.v GL SC CM Fc Ft
Tratamientos 5 0,23 0,046 1,0 3,00 4,82 NS
Error 12 0,40 0,033

experimental

Total 17 0,62

C.V. 3,75 %
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7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que el total de las muestras

analizadas mostro que:

Se logré la caracterizacion de cuatro hongos rizosféricos a nivel de género, el
hongo con mayor frecuencia de colonizacion 5.8% y 5.6 % fue Penicillium sp en
el ecotipo Saiwa y Lastd respectivamente, debemos destacar que existe una
diversidad de hongos del género Penicillium sp.

Se logré la caracterizacion de diez hongos endofitos a nivel de género, donde el
hongo con mayor frecuencia de colonizacién 9.9% fue Fusarium sp. en el
ecotipo Last a, en el ecotipo Saiwa fue el género Sarocladium sp. (3.8 %) y en el
ecotipo Pampalasta el género Penicillium sp.(4.6%).

Para la cuantificacion de hongos rizosféricos es diferente en los ecotipos Last’a,
Saiwa y Pampalasta, con la prueba de medias Duncan se pudo observar que los
ecotipos Pampalasta y Saiwa obtuvieron los mayores promedios de 2.90 X 10 *
ufc/g , siendo sus promedios significativamente superiores.

En el caso de los hongos endéfitos no se encontré diferencias significativas.

Este estudio proporcion6é informacion que las raices de Chenopodium
pallidicaule Aellen alberga un grupo diverso de hongos endofiticos y

rizosféricos, que podrian desempefiar un papel importante en la planta.
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8. RECOMENDACIONES

En Bolivia existe una falta de informacion sobre los hongos rizosféricos y
endéfitos asociados con las raices de las plantas y sobre los beneficios que
pueden proporcionar a las “plantas hospedantes. Es necesario realizar estudios
experimentales para dilucidar los efectos de la raiz de hongos endéfitos vy
rizosféricos en tolerancia de la planta C.pallidicaule a condiciones ambientales
de alto estrés.

Complementar la caracterizaciébn de hongos rizosféricos y endéfitos de los
ecotipos del cultivo de cafiahua por medio de otras técnicas como métodos
basados en biologia molecular (ADN Y ARN).
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ANEXOS



Anexo 1: Resultados del andlisis de laboratorio de muestras de suelos.
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Anexo 2: Preparacion del medio de cultivo Papa agar glucosado
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Anexo 3: Muestras de la raiz para el aislamiento de hongos endofitos.

Anexo 4: Hongos Rizosféricos y endofitos.
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Anexo 5: Hongos no identificados.

Caracteristicas macroscépicas

Caracteristicas macroscoépicas Caracteristicas microscopicas
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Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas macroscépicas Caracteristicas microscopicas
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Anexo 6: Ecotipos del cultivo de Qafiahua

Pampalasta

Saiwa

Pampalasta
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