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I.- RESUMEN.

La importancia de los hongos endomicorrizicos arbusculares (HMA),

asociados simbidticamente con la mayoria de las plantas vasculares,
v que forman en las raices la llamada endomicorriza arbuscular (MA),
radica en que estd influye, positivamente, en aspectos fisiocldgicos
importantes como son la absorcidén de agua Y nutrimentos, y la
resistencia al atagque de patdgenos radicales, entre otros. Estos son
algunos de los aspectos que permiten considerar a los HMA, como uno
de los elementos mas importantes para lograr una agricultura
sustentable.
Los HMA presentan problemas en su taxonomia, particularmente en la
posicidén sistemdtica de varias especies que requieren @su
esclarecimiento. Ademds, su alto grado de dificultad que significa
su identificacidn, se relaciona con el reconocimiento del nlmero y
morfologia de las capas que constituyen la pared de las esporas, base
de su taxonomia.

Con el propdsitito de contribuir a la caracterizacidn de estos
microorganismos, se estudid la morfologia estructural y
ultraestructural de 1la pared de sus esporas, en diferentes
orientaciones y, ademds, la pared de las hifas de ambos micelios,
externc e interno. El material de estudio corresponde a un aislado
monospdrico procedente de suelos calcimagnésicos, de uso agricola,
de Miacatlan, Edo. de Morelos. Para su estudio se aplicaron: (1)
técnicas para microscopia &ptica, sobre esporas enteras con luz
incidente y transmitida con aumentos de 40 y 50 X, en fragmentos de
ellas ("squash"}) y en cortes finos (1-5 pu), en preparaciones
montadas tanto con balsamo de canadd como con alcohol polivinilico
en lactoglicerol. Se realizaron observaciones en campo claro y
contraste de fases, con aumentos de 50, 300 y 1000 X ; (2) para el
examen de la superficie, ornamentacidn y estructura de las paredes
e hifas, se empled la microscopia electrdnica de barrido (MEB)con
aumentos de 1000, 1500, 2000 y 2500 X; vy (3) la microscopia
electrdénica de transmisidén (MET), para estudiar el nUmero de capas

y la orientacidén ultraestructural de las microfibrillas observadas
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desde diferentes angulos en cortes: longitudinales, transversales,
oblicuos y tangencial-oblicuos, con aumentos desde 3,000 hasta
110,000 X.

Los resultados obtenidos indican que con la microscopia opticay
las técnicas de iluminacién utilizadas, se logrd la apreciacidn
morfolégicas de las esporas (turgencia, brillo, color y textura) asi
como el tipo y dimensiones de las hifas sustentoras y de las hifas
de ambos micelios; caracteristicas morfolégicas propias del género
Glomus especie mosseae de acuerdo con Mosse y Bowen, (1968); y Hall
y Fish, (1979). Con el MEB, fue posible detectar la "espordsfera"
(capa exterior de microorganismos que recubre la pared de la espora)
y detallar la topografia de la pared de las esporas. Se destacaron,
ademds, las caracteristicas morfoldgicas, de la topografia, tamafio
y tipo de unién de la hifa sustentora o de sujecidén, y de las hifas

que constituyen los esporocarpos en estadio de desarrollo temprano.

La técnica utilizada para el procesamiento de los HMA para la
microscopia electrénica de barrido (MEB), fueron satisfactorios para
la observacidn y caracterizacién de tres tipos de esporocarpos y sus
dimensiones. Las caracteristicas morfoldgicas observadas permitieron
confirmar que los ejemplares estudiados pertenecen a la familia
Glomaceae y género Glomus y, probablemente, a la especie mosseae, de
acuerdo con Schenck y Pérez, (1990).

La observacién de cortes con el microscopio electrdénico de
transmisién (MET), preparados con la técnica de la doble fijacidn con
paraformaldehido y glutaraldehido, con una pos-fijacidn con tetréxido
de osmio, y la inclqgﬁén en resina epdxica, mostrd que la pared de
la espora esta constituida por una capa externa de < 1 u de espesor,
muy densa a los electrénes, con una cohesidén débil, ya que puede

separarse en 3 ¢ 4 laminas por efectos mecanicos. Después de ésta,

se aprecid una capa interna de 3p de grosor. Esta Gltima, presentd
diferentes caracteristicas ultramorfoldgicas que dependieron de la
orientacidén del corte (transversal, longitudinal u oblicuo}.

Los cortes transverasales y oblicuos, de la hifa de sujecidn o

sustentora (Hs) revalaron cambios en la organizacidén
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ultraestructural, de la parte superior a la base de ésta (puntos de
contacto con la espora y la hifa del micelio externo,
respectivamente). En la parte superior de la Hs se conservan las 4
subcapas, de la capa interna de la espora, pero con un arreglo
ultraestructural distinto, observandose claramente las
ultramicrofibrillas electrotransparentes a los electrones, embebidas
en una matriz electrodensa. Es de gran importancia mencionar que, a
partir de este punto, la capa interna presentd cavidades donde se
alojan estructuras esféricas electrodensas, parecidas a bacterias.
En este nivel se obéﬁi@)el inicio de la espora.

Finalmente, el &nalisis de la comparacién de la morfologia
ultraestructural de la pared de las hifas de los micelios externo e
interno, sugiere la ocurrencia de cambics en la ultraestructura del
hongo durante la colonizacién, si se concidera la MA desde su origen,
el punto inicial la espora es la mas compleja; su pared celular es
gruesa, constituida basicamente por guitina integrada en
microfibrillas electrotransparentes embebidas en un material
electrodenso (la quitosana) y organizadas seglin diferentes modelos
de tipo tridimensional. Las hifas del micelio externo tienen paredes
menos gruesas con ultraestructura compleja, perc en menor grado gue
la espora, donde la quitina sigue siendo el componente fundamental.
Una vez dentro de la raiz, las hifas intracelulares no ramificadas,
(micelio interno) muestran una pared con estructura de tipo fibrilar
laxa y mucho mads delgada y, en los arbusculos (hifas muy ramificadas)
la pared se adelgaza aun mas (50 nm) y se pierde la forma fibrilar

para pasar a una amorfa. La ultraestructura de la pared muestra gque

el grado de complejidad, se relaciona con la funcidn del componente
micorrizico : esporas con la pared mas compleja, hifas del micelio
interno no ramificadas y, con la menor complejidad, las hifas
ramificadas de los arbusculos.

Los cortes oblicuos de las esporas mostraron el arreglo de la capa
interna constituida por 4 subcapas, las dos centrales con sus
ultramicrofibrillas electré-transparentes en un arreglo helicoidal
arqueado (75,000 X). Este arreglo ultraestructural, pertenece al
género Glomus. No obstante, el orden o arreglo de las subcapas, que
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da una "huella dactilar o Finger Print" de la capa interna, mostrd
ser diferente a lo hasta ahora conocido en la literatura por lo que,
probablemente, se trate de una nueva especie. Estas observaciones
contribuyen al conocimiento de las especies del género Glomus con
modelo helicoidal o arqueado. Este modelo ultraestructural de la
pared de las esporas, es el que aleja al aislado fingico, objeto de

este estudio, de la especie mosseae.
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II.- INTRODUCCION.

La clasificacidén de los hongos arbusculares dentro del orden
Glomales ({(Morton y Benny, 1990) esté basada, principalmente, en la
estructura de la pared de las esporas en estado de dormancia
observada con miscroscopia 6ptica . Este orden consiste de tres
familias: Glomaceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae. La Glomaceae
es la mas grande e incluye los géneros Glomus y Sclerocystis. Estos
géneros forman esporas asexuales grandes, con una estructura y modo
de germinacidén simple (Mosse y Bowen, 1968; Hall y Fish, 1979; Mosse,
1980; Schenck, 1982; Berch y Koske, 1986; Morton, 1986; Walker, 1983
y 1986; Schenck y Pérez, 1987) . No obstante, esta relativa
simplicidad ofrece dificultades en la interpretacidén de las capas de
la pared de las esporas, a nivel de microscopia de luz, ya que la
interferencia oOptica puede crear artefactos que pueden dar la
apariencia de una pared laminar cuando, en realidad, no lo es
(Walker, 1986) . El grado de cohesidén de la pared de las esporas y la
extensidén de cada una de ellas es muy dificil de discernir, debido
a que la pared estd constituida de capas o laminas, separables o no,
muy dificil de observar con el microscdpio dptico o de luz (Simon et
al., 1993; y Millery Jeffries, 1994}). . Ademds, las caracteristicas
pueden depender, en gran medida, de la edad de la espora, la tasa de
desarrollo, las condiciones bajo las cuales las esporas fueron
colocadas para su observacidn, la intensidad, el modo en que incide
la luz sobre ellas asi como, también, de la cantidad y calidad del
medio de inclusién (Benjamin, 1979; Mosse, 1986; y Betivenga y
Morton, 1993). El incremento en el poder resolutivo que se alcanza
con el microscopio electrdénico (1000 veces mayor que el microscopio
6ptico o de luz, ML) puede vencer estos problemas y revelar detalles
ultraestructurales que son imposibles de obtener con las técnicas
convencionales para el ML. (Gripiolo, 1984; y Mosse, 1986).

Glomus es considerado como un género pelifilético (Walker, 1992)
por lo que es necesario revisar, en detalle y a profundidad, sus
conceptos taxondmicos. Los estudios ultraestructurales de especies
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de Glomus realizadas por Bonfante-Fasolo y Vian; 1984, Gibson, 1985;
Bonfante-Fasolo y Schubert, 1987; Yao, Pegler y Young, 1992, y Miller
y Jefries, 1994, han tenido gran importancia en el conocimiento de
la estructura de la pared de las esporas en este género {Schenck y
Pérez, 1990; y Morton, 1990). Sin embrago, son necesarios mucho mas
estudios para comprender la complejidad de la argquitectura en detalle
y del mural de la pared de este género. Por ejemplo, en varias
especies, se ha observado un arreglo helicoidal de microfibrillas
dentro de las laminas internas de la pared de la espora {(Bonfante-
Fasolo y Vian, 1984; Miller y Jeffries, 1994). En otras especies,
este arreglo helicoidal no es evidente {(Yao et al., 1992) lo que
sugiere que la arquitectura de la pared difiere significativamente

entre los géneros. (Mosse, 1986)

La microscopia electrdnica, especialmente cuando se encuentra

vinculada a estudios biogquimicos, puede resultar muy til para
mostrar las relaciones filogenéticas. (Reynold y Taylor, 1993; y
Simon et al., 1993). A un nivel puramente estructural, se ha
revelado una mayor complejidad estructural de la pared que la que se
observa con microscopia optica. Aungque, obviamente las paredes que,
aparentemente, son factibles de estudiarse con microscopia optica,
tienen algunas contrapartes ultraestructurales que solo pueden ser
resueltas tanto con microscopia electrdnica de transmisidén como con
la de barrido. (Mosse, 1986; ; y Yao et al., 1992; y Palacios y
Pérez, 1993).

Lo antes expuesto permite considerar el gran potencial que significa
la microscopia electrénica, tanto de trasmisidén como de barrido, no
solo en la resolucidn de los problemas taxondmicos sino, ademas, para
la investigacidédn de las interrelaciones de estos hongos con las

plantas y con otros microorganismos del suelo.




I OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la morfologia, estrucrura, ultraestructura y topografia

de las paredes tanto de las esporas como del micelio, externo e
interno, con el préposito de tratar de profundizar en la
caracterizacién del aislado monospdrico de un hongo endomicorrizico
arbuscular.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Caracterizar morfolégicamente 1los componentes del aislado
micorrizico, al natural y en preparaciones fijas, de ejemplares
completos, fragmentados ("Squash") b en cortes, con

microscopia Optica y diferentes técnicas de iluminacidn.

2) Desarrollar métodos de manipulacidén y seleccidén del material de
estudio ( esporocarpos, esporas, micelio externo y raices
colonizadas ) para su observacidén con las té&cnicas de microscopia

esterecescOpica, Optica, electrdnica de barrido y transmisidn.

3) Conseguir una fijacidén a nivel ultraestructural e inclusidn en
resinas de los diferentes componentes del hongo arbuscular sin
o con el minimo de modificaciones en la ultramorfologia de las

paredes.

4) Lograr obtener cortes ultrafinos de esporas e hifas, a diferentes
dngulos de inclinacidn, que permitan el estudio ultraestrural
de la pared de estos componentes con MET.

5) Ensayar las técnica de MEB, con el fin de tratar de contribuir al
conocimiento morfoestructural de los propagulos de este hongo.




IV Marco Tedrico.

De las interacciones que ocurren entre los componentes vVivos en
cualquier ecosistema destacan, tanto por su incidencia cuantitativa
comec por su importancia cualitativa, las denominadas simbiosis
(Cooke, 1977). En muchos casos, las simbiosis tienen lugar entre
organismos autdétrofos y heterdtrofos, dentro de las cuales los dos
tipos de organismos implicados se benefician mutuamente, por lo que
se les denomind simbiosgis mutualistas (Harley, 1969; Cooke, 1977).
Dentro de éstas, las establecidas entre las plantas superiores y
ciertos integrantes de la microbiota del suelo, desempefian una
funcién clave, tanto en ecosistemas naturales como en los modificados
por el hombre (Janos 1980 y 1988); ya que los microorganismos
implicados desarrollan actividades que repercuten en la nutricién de
las plantas, como por ejemplo en la captacidén de los nutrimentos que
se solubilizan y difunden lentamente en el suelo (Gianinazzi et al.,
1983; Palacios et al., 1986 y 1987; Smith et al., 1994; Marschner
et al., 1994). A cambio, los microorganismos heterdtrofos asociados,
reciben de 1la planta substratos carbonados, asi como un nicho
ecolégico. (Azcdn y Barea, 1980; Gianinazzi y Gianinazzi , 1983; Le
Tacon, 1985).

Entre las simbiosis mutualistas, implicadas en esta Ultima
actividad, destaca la que ocurren entre las raices de las plantas
vasculares y ciertos hongos del suelo, conocida con el nombre de
endomicorriza arbuscular. En esta asociacidén, el hongo y la raiz
forman un nuevo érgano {(la micorriza) con una morfologia propia y una
fisiologia particular (Plenchette,1982; Hayman, 1983; Janos, 1988;
Marschner y Dell, 1994). Se sabe que las hifas del hongo se
desarrollan en la raiz y emergen de ella desempefiando un papel
importante en la absorcidén y traslocacidén de los iones fosfato hacia
la planta, (Hayman, 1980 y 1983; Palacios et al., 1986 y 1987; y
Sylvia, 1992;) por lo que, en suelos con un contenido bajo de fésforo
asimilable (como es frecuente en la mayoria de los suelos agricolas)

las endomicorrizas representan una contribucidén fundamental para la
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economia nutricional de la planta. (Azcdn y Barea, 1980, Hayman, 1980
y 1983; Abbott y Robson, 1984; Graham, 1983; Pacovsky y Fuller, 1986;
Manjunath y Habte, 1988; Marschner y Dell, 1994; y Smith et al.,
1994) .

Las endomicorrizas han sido tan importantes en el desarrollo de los
vegetales superiores, que se han encontrado vestigios de ellas en
plantas que existieron hace tres millones de afios, (Azcdn y Barea,
1980; Harley y Smith, 1983; y Le Tacon, 1985}). Parece ser que tienen
un origen comin a partir del cual han coevolucionado. Kidston y Lang,
al observar el famoso fésil de Rhinia, encontraron endomicorriza
arbuscular. (Harley, 1969; Chaloner, 1970; Nicolson, 1975; Pyrozinski
and Malloch, 19875).

1.0 La Endomicorriza Arbuscular (IMA).

La MA tiene tres importantes componentes: (1) la raiz; (2) las

estructuras del hongo en los espacios intercelulares y en el interior
de las células de la raiz; y (3) un micelio externo en el suelo gque
sustenta esporas (fig. 1) (Azcdn y Barea, 1980; Carling y Brown,
1982; Harley y Smith 1983; Le Tacon, 1985; Syeverding, 1991 Yy
Sylvia, 1992).
Gerdemann (1971); Azcdn y Barea (1980);y Le Tacon (1985); mencionan
que los hongos endomicorrizicos arbusculares son costituyentes
esenciales de la microbiota natural del suelo y, probablemente,
colonicen mas tejido vegetal que cualquier otro tipo fungal (Trappe,
1987) . Su abundancia y su influencia en la nutricién y crecimiento
de las plantas es de gran trascendencia fisioldgica y ecoldgica para
el buen funcionamiento y estabilidad de las comunidades vegetales
(Mosse, 1981; Hayman, 1983; Trappe, 1987; Janos, 1988; Sieverding,
1991; Abbott and Gazey, 1994; y Jeffries y Barea, 1994).
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(Fig. 1) Esquema tomado de Azcon y Barea, 1980

1.1 Morfologia de Ia colonizacién.

Las esporas, las hifas del hongo en el suelo (micelio externo) y
los fragmentos de raiz <colonizada con estructuras fungales
constituyen el indculo (propagulos), a través del cual los hongos
pueden empezar la colonizacién de la raiz de una planta hospedera.

(Mosse, 1953; Gedermann, 1968; Azcdn y Barea, 1980; Harley y Smith,
1983; y Bowen, 1987).

Aunque los modelos de colonizacidn varian, dependiendo de las
especies de hongo y planta implicados, la colonizacidn de.la corteza

radical por un hongo arbuscular transcurre, generalmente, de acuerdo
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con el modelo de Harley y Smith (1983); Bonfante (1984); y Gonzalez
(1996) de la siguiente manera: durante la germinacidn de la espora
el tubo de germinacidén que se forma y que presenta guimiotactismo
positivo hacia las raices el cual, al hacer contacto con la raiz,
forma un apresorio en la superficie de la misma del cual emergen las
hifas de penetracién que se extienden y avanzan por entre las células
de la epidermis, o a través de ellas, hacia la corteza de la raiz.
En la zona mds externa de ésta el hongo, frecuentemente, forma
"ovillos" intracelulares (formaciones no ramificadas) que llenan el
lGmen de la célula. La hifa invasora alcanza la corteza media a
través de los espacios intercelulares o por el paso de célula a
célula para, posteriormente, ramificarse y crecer longitudinalmente,
dilatando los espacios intercelulares (Scannerini y Bonfante, 1983;
Abbott y Robson, 1984 b; y Gonzdlez 1996). Cuando el hongo ha
alcanzado la corteza interna, continaa desarrollandose
longitudinalmente y emite frecuentes ramificaciones laterales,
algunas de las cuales penetran intracelularmente para dar lugar a los
arbisculos mediante una ramificacidén dicotémica repetida. En un
estadio posterior, se forman las wvesiculas. Estas pueden ger
intercaladas o teminales, e inter o intracelulares. El crecimiento
del hongo fuera de la raiz y en el suelo de la rizosfera, constituye
la estructura del hongo llamado micelio externo que se desarrolla
paralelamente al desarrollo interno. En general, el micelio joven en
las raices no estd septado y consiste de ramificaciones dicotdmicas
de hifas delgadas y otras gruesas de 1 a 5, y de 5 a 15 p de
didmetro, respectivamente. (Harley y Smith, 1983 ; y Gonzalez, 1996).

En cuanto a la organizacidn citoldégica del hongo, las hifas
intercelulares poseen pequefios nlcleos, mitocondrias y grandes
vacuclas. Generalmente, contienen granulos de polifosfatos, gotas de
lipidos y glucdégeno y, en algunos casos, "organelos semejantes a
bacterias" de funcidén ain no establecida. {(Bonfante et al. , 1987).




1.1.2 Estructuras reproductivas.

Los HMA producen esporas resistentes, a partir del micelio
externo. Estas pueden formarse de la tercera a la cuarta semanas
después de iniciada la colonizacién de la raiz pero, en algunas
especies, pueden tardar en formarse hasta 6 meses. La esporulacidn
del hongo es un proceso dinamico, ya que mientras algunas esporas
se estdn formando, otras pueden estar germinando y colonizando otras
raices. Las esporas pueden sobrevivir por varios afios en el suelo;
en cambio, la capacidad colonizadora del micelio (separado de la
planta hospedera o después de haber muerto ella) es de 2 a 4 semanas,
aproximadamente. (Abbott y Robscn, 1977 a, 1979, 1984 b; Tommerup,
1983, 1984 y 1985; Azcdn, et al., 1986; Aguilar, et al., 1986; An y
Hendrix, 1988; Sieverding, 1991; Abbott y Gazey, 1994).

1.1.2.3 Historia.

El interés por el estudio de la endomicorriza arbuscular ha
crecido notablemente en las dos Ultimas décadas, lo que ha permitido
un incremento de informacidn en diversas disciplinas y tépicos como
por ejemplo: en la Agricultura, Ecologia, Eveolucidn, y Taxonomia,
entre otros. Siendo su papel, en este dltimo, de gran importancia,
pero el menos desarrcllado por su alta complejidad. Estos hongos han
sido ocbservados durante log Ultimos 100 afios, pero no ha sido sino
hasta los Gltimos 10 afios, cuando ha sido importante el avance en el

conocimiento de su estructura y ultraestructura {(Mosse, 1986).

Barbara Mosse (1953) en Inglaterra y Jim Gerdemann en Illinois
(1955) descubrieron las esporas de estos hongos e iniciaron el
desarrollo de las herramientas necesarias, en la biotecnologia de
recuperacién, multiplicacidén y mantenimiento de estos hongos. Los
resultados de esta Dbiotecnologia determinaron 1los numerosos
beneficios que estos hongos dan a las plantas, y su valor potencial
para la agricultura, la recuperacién de la estabilidad y fertilidad
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del suelo y el restablecimiento del equilibrio ecoldgico. Después
de estos estudios empezaron a surgir numerosas especies nuevas en la
literatura que apoyaban los resultados de estos autores, pero muchas
de estas nuevas especies no tenian una clara identificacidn
taxonémica. La Taxonomia de estos hongos empieza su desarrocllo a
partir de los dltimos 25 afios, Gerdermann y Trappe (1974)
describieron 30 especies de hongos en el género que producia
endomicorriza arbuscular {(antes vesiculo-arbuscular}. Trappe (1982)
en una clave sindptica de los Endogonaceae (famila que, actualmente
ha sido sustituida por tres) describidé 77 especies y elimina al
género Endogone. Posteriormente, Hall (1984) en su clave dicotdmica
enlistd 67 especies y, también, excluye a Endogone.

2.0 Clasificacion.

2.1 Taxonomia de los Hongos Endomicorrizicos Arbusculares
(HMA) .

Innumerables estudios se han realizadoe (coemo ya se ha mencionado
anteriormente) sobre la simbiosis endomicorrizica encaminados,
principalmente, a los aspectos fisioldgicos, dada la importancia que
reviste su potencialidad como "fertilizantes bioldégicos™ . En
cambio, son menos numerosos los trabajos que tratan sobre su
taxonomia, quedando ain muchas dudas por esclarecer en cuanto a las
relaciones e independencia especifica de unas especies con otras.
Desde 1809 Link, al describir el género Endogone, observd las
estructuras intrarradicales de estos hongos, pero no supo el papel
que estas desempeilaban ni como se formaban. En 1845, Tulasne y
Tulasne describen el género Glomus y establecen dos especies
macrocarpus y microcarpus. En 1885, Frank introduce el término
mmicorriza®, definiéndolo como la asociacidn planta-hongo, y Thaxter,
en 1922, fue el primero en realizar una monografia de la familia

Endogonaceae, donde incluye Endogone, Glaziella, Sclerocystis y

Sphorocreas. Pocos avances se tuvieron durante un periodo
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considerable pero, desde que Gerdemann y Nicolson, en 1963,
propusieron el método del tamizado y decantacidn en humedo para la
separacidén de esporas, se empezaron a tener grandes avances sobre la
taxonomia. Mosse y Bowen, en 1968 publican una clave para 1la
identificacién taxondmica de esporas del tipo Endogone . En 1974
Gerdemann y Trappe, realizan la primera revisidén de la Familia
Endogonaceae, formadora de endomicorriza arbuscular, basandose en las
caracteristicas morfolégicas y en la germinacién. Estos autores
presentaron los géneros: Glomus, Endogone, Modicella y Sclerocystis,
y describen los géneros Acaulospora y Gigaspora, dando un total de
43 especies, ubicéindolas en el orden Mucorales y en la clase de los
Zygomycetes {Mosse, 1953; Gedermann y Trappe, 1975). Ames vy
Schneider (1979) encontraron un nuevo género en la familia al que
denominaron Entrophospora. En 1986, Walker y Sanders hacen la
separacidén de los géneros Gigaspora y Scutellospora, basandose en las
diferencias de la germinacidn de las esporas y en la presencia de un
escudo en la pared de estas Ultimas. En 1987, Schenck y Pérez
realizan una compilacién y presentan seis géneros formadores de
micorriza vesiculo-arbuscular con un total de 122 especies.
Pogsteriormente, en 1988, Berch resume la descripcidén de 125 especies
y Morton de 126. Finalmente, en 1990, Morton y Benny proponen el
nombre de endomicorriza arbuscular, considerando las 126 especies,
ya que todas son capaces de formar arblisculcos, y proponen el

siguiente @

Orden: Glomales (Morton y Benny)
Suborden: Glomineae (Morton y Benny)
Familia: Glomaceae (Pirozynski y Dalpé)
Género: Glomus (Tulasne y Tulasne)
Género: Sclerocystis (Berkeley y Broomey Almeida y
Schenck)

Familia: Acaulosporaceae (Morton y Benny)
Género: Acaulospora (Gerdemann y Trappe y Berch)
Género: Entrophospora (Ames y Schneider)

Suborden: Gigasporineae (Morton y Benny)
Familia: Gigasporaceae (Morton y Benny)
Género: Gigaspora (Gerdermann y Trappe y Walker y
Sanders)
Género Scutellospora (Walker y Sanders)
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La clasificacién involucra el arreglo de organismos similares dentro
de taxa (grupos taxondmicos) de acuerdo con las caracteristicas
relacionadas c¢on el desarrollo (Ontogenia) vy la evolucidn

(Filogenia); Morton, (1990).

2.1.2 Conceptos taxondmicos.

Los conceptos usados en la taxonomia de los Glomales estén basados
en la morfologia de las esporas la cual tiene una gran importancia
para identificar las especies, como por ejemplo: el tamaflo, forma,
color, estructura basal (incluyendo modo de oclusidn) ornamentaciémn,
y estructura de la pared o capas de la pared. El estudio de la
estructura de la pared de los hongos ha sido muy importante en los
Gltimos 15 afios. Diferentes tipos de paredes han sido descritos en
detalle (Berch y Koske, 1986; Morton, 1986; Walker, 1983 y 1986)
encontrandose que el nimerc de capas o ladminas en las paredes y su
posicién tienen una gran significancia eh la desgignacidn de la
especie. El uso de la estructura de la pared ha incrementado su valor
para la separacién de taxas a niveles supra-especificos. Estos son
usados para estudios ontogénicos que ayudan en la determinacién de

la diferente naturaleza de las esporas dentro de los Glomales.

Algunos problemas taxondémicos relacionados con los Glomales, han
sido recientemente revisados (Walker, 1992; Bentivenga y Morton,
1993) . La incertidumbre acerca de cual o cuales estructuras deben ser
consideradas como los caracteres taxondédmicos mas importantes adn es
un problema en la sistemdtica de los glomales. La introduccién de
caracteres moleculares ha sido (til pero las técnicas no han cambiado
los conceptos taxondmicos actuales (Simon et al., 1993). No obstante,
hay una evidencia clara del progreso gue se ha alcanzado con las
técnicas de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Tanto
taxas inter come intraespecificos, aparentemente, han sido
identificadas a través del polimorfismo del ADN detectados con el uso
de "primers" cortos y arbitrarios (Wyss y Bonfante, 1993).
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La carencia de conocimientos sobre la homologia de las
estructuras morfolégicas es, particularmente, relevante para la
identificacién de las estructuras de la pared. La microscopia
electrénica comparativa es @til para la evaluacidn de tales
caracteres morfolégicos. Se han observado diferencias en las
estructuras de la pared entre unas especies que encajan o
corresponden con la descripcién de Glomus Iintrarradices (De
Assateague Island, USA) y G. geosporum (de Kent, UK). Bajo el
microscopic Optico, la pared pigmentada y laminada de G.
intrarradices, se separa en varias capas de la pared cuando se
guiebra o tritura (se han encontrado mas de 5), mientras que la de
G. geosporum, a menudo, no se separan o0 lo hace en solamente dos
capas. Las dos paredes tienen, evidentemente, diferente estructura
y pueden no representar estructuras hombdlogas. La microscopia
electrénica de transmisidén revela la estructura alternante de las
capas electron-densas y electron-traslicidas en la espora del tipo
de G intrarradices, pero solamente la capa electrdén-transliacida se
ve en G, geosporum. La capa electrdn-traslicida consiste de
microfibrillas arqueadas (Miller y Jeffrias, 1994), como se decribid
en Glomus epigaeum (Bonfante-Fasolo y Grippiolo, 1984). La capa
electrén-densa no parece tener tal estructura organizada, y ésta
puede reflejar la linea de fractura observada bajo el microscopio
éptico. No obstante, se requieren mas estudios estructurales para

evaluar las homologias estructurales de la pared.

2.1.2.3.4 Identificacion de las esporas.

El concepto usado en la taxonomia de los Glomales esta basado en
la morfologia de las esporas, con criterios que permiten delimitar
la especie como son: tamafio, forma, color, estructura basal, modo de
germinacién, ornamentacidn, estructura y ultraestructura de la pared

o nimerc de capas (Rosendahl, et al., 1994).
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(1) Talla y forma. Las esporas son, generalmente, esféricas u
ovoides; su talla puede ser, en algunas especies, de 50 micrdmetros
o menos de didmetro; en Glomus microcarpus de 100 a 200 micrdmetros
0 mas; en Glomus mosseae, Gigaspora calospora y Glomus caledonius
de 200 y hasta de 400 micrdémetros en Gigaspora margarita, llegando

a cerca de 1 mm en algunas especies de este género.

{2) Color. Este puede ser determinado bajo un microscopic de
diseccién con luz incidente ya que, bajo luz transmitida, la densidad
del contenido de algunas esporas es palido, o no transparente, por
ejemplo, la espora blanca de Gigaspora margarita puede parecer negra.
Entre los colores més comunes estdn: el gris, amarillo palido,
amarillo pardo, rojo pardo, verde pardoso, negro, pardo, miel vy
ambar.

(3) La unién a la hifa. Puede ser simple (como en Glomus y
Sclerocystis), bulbosa {como en Gigaspora) o ausente {(como en
Acaulosporal .

(4) Estructura citoplasmatica. Hay dos categorias la reticulada
(red de citoplasma que envuelve a vacuolas pequefias) y la vacuolada
(cuando el citoplasma contiene grandes vacuolas amarillas como en G.
mosseae que, al final, se unen para formar una grande; Mosse y Bowen
(1968 a).

(5) Grosor de la pared y el nimero y tipos de capas presentes.
Generalmente, hay una capa fina exterior blanca, y una gruesa
quitinosa en el interior de la pared de la espora; pox ejemplo,
Glomus mosseae y Glomus fasciculatum, tienen una pared simple
(Walker, 1986). Los tipos reticulados, generalmente, tienen la pared
delgada, blanca y membranosa, Gerdemann y Trappe (1974).

{6) Modo de germinacidén. En los tipos vacuolados, generalmente,
se forma un tubo de germinacién que emerge a través de la hifa

principal. En el tipo reticular, se pueden formar diferentes tubos
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de germinacidén que emergen a través del costado de la espora, Mosse
y Bowen (1968).

(7) Esporas secundarias. Estas son pequefias, lisas o espinosas;
se forman aisladas o© en racimos, o arregladas en espiral

consideradas, algunas veces, vegiculas externas o células auxiliares.

(8) Esporocarpos. Son formados por algunas species. En Glomus
mosseae alcanzan dimensiones menores a 1 mm de didmetro, con una
pared externa formada por hifas entretejidas y flojas, encerrando de
3 a 12 clamidosporas irregularmente arregladas. En algunas regiones
templadas y/o tropicales pueden llegar a medir hasta 1 cm o mas de
didmetro, y pueden contener hasta 100 esporas embebidas en una
matriz. En Sclerocystis rubiformis, los esporocarpos son pequeiios (de
alrededor de 300 a 500 micrdmetros), carentes de pared exterior, sus

esporas estdn arregladas a manera de un fruto de frambuesa.
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Esquema tomado de Sckenck y Pérez, (1991)




3.0 Microscopia Electrdnica de HMA.

La aplicacién de la microscopia electrdénica en el estudio de estos
microorganismos se ha incrementando en los dltimos 15 anos,
particularmente para la descripcidn y estudio de numerosas especies.
Mas recientemente, la MET ha sido empleada para la identificacién de
ciertos constituyentes quimicos presentes en esta asocilacidn. El
mayor reto en microscopia electrdnica, es la preservacidn inicial de
las caracteristicas ultraestructurales de este sistema viviente, y
la retencién de é&stas a través de la secuencia de los preparativos,
muy particulares, que se requieren para la investigacidn microscdpica
de estos microorganismos. La siguiente discusidn provee un panorama
general de los factores principales involucrados en la preparacion
de especimenes endomicorrizicos, para microscopia electrdnica de
transmisidén (MET), microscopia elctrdénica de barrido (MEB)} y ciertos
procedimientos analiticos empleados para estudios a nivel
ultraestructural.

3.1 Microscopia Electrdnica de Transmisidn.

Las micorrizas se encuentran colocadas, entre las entidades
biocldgicas mas dificiles en la preparacidn completa para MET. El
tejido del huésped es altamente vacuolado, y la presidn osmdtica es
critica y muy sensible en todos los componentes del hongo, cuyo
citoplasma es denso y pueden estar agregadas en tejidos compactos,
o localizados dentro de las vacuolas de la célula huésped. Para
lograr una preservacién optima de ambos organismos, puede requerir
un verdadero compromiso en el establecimiento de un apropiado
preparativo del procedimiento, e igualmente requiere de pruebas de
extremo cuidado en cada fase del proteccolo. No obstante, todos los
procedimientos bésicos empleados para el estudioc de las micorrizas
son similares a los usados para otros materiales biolégicos (Glauver,
1975; y Hayat, 1970) como son: recoleccidn de la muestra, fijacién,
deshidratacién, e inclusidén; sin embargo, la metodologia debera




adecuarse a los objetivos especificos de cada estudio.

a) Preservacién del espécimen.- El paso inicial es la preservacidn
del citoplasma, lo mds parecido a su estado viviente, de manera gque
se garantice el minimo de dafics y cambios en la estructura dentro de
la raiz tanto en el interior de ésta como en el hongo a nivel
ultraestructural evitando, tanto como sea posible, la autdlisis. Las
raices pueden ser lavadas con agua a 0° C, desde el inicio de su
preparacién ya que, a éstas, se les debe eliminar completamente las
particulas del sustrato original donde se encontraban, para evitar
interferencias cuando se proceda a la ultramicrotomia. Después del
lavado, las raices son colocadas inmediatamente en el fijador y
cortadas en fragmentos pequefios que no excedan un milimetro. El uso
de fragmentos pequefios permite una mas rapida difusidn, tanto de los
fijadores como de los deshidratadores, cuando la micorriza es muy

compacta y dura.

b) Técnicas de Fijacidén.- La fijacidn es el paso mas importante
en el protocolo para los estudios por MET. La calidad de la fijacién
es influenciada grandemente por numerosos factores como: el tipo,
concentracidén, pH, y temperatura del fijador usado, y la molaridad
del buffer. Estas variables pueden ser definidas experimentalmente
hasta conseguir el procedimiento de fijacidn O6ptimo para toda la
micorriza. En muchos estudios de micorrizas se emplea el
glutaraldehido, en concentraciones de 1-6% en un buffer de fosfato
o cacodilato que puede variar de 0.05 a 0.1M a pH 6.8 a 7.4, como
fijacidén inicial (Scannerini y Bonfante, 1979; Bonfante y Pearson,
1979; Dexheimer, Gianinazzi y Pearson 1979; Nylund, 1980; Petrson,
Mueller y Englander, 1980; Strullu y Gourret, 1981; y Sward, 1981).
La fijacidén generalmente se realiza a 4°C, durante un periodo de 1 a
4 hrs y es seguida de una pos-fijacidén durante 1 a 4 hrs, también a

4°C, adicionando 0s0O, en concentraciones de 1 a 2% al mismo buffer

usado en el aldehido.
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Es muy dificil lograr la penetracidén de los fijadores en las
raices micorrizadas. Ademds, debido a que muchas de las estructuras
de interés, se encuentran en la parte profunda del tejido radical,
tanto la tasa de penetracién del fijador como el tiempo vy
estabilizacidén del citoplasma son muy importantes para la seleccidn
del fijador inicial que serd usado. Asi por ejemplo, el
glutaraldehido estabiliza ré&dpidamente el citoplasma, pero este
fijador penetra lentamente en el tejido, incrementando la posibilidad
de que se presente una alteracidn ultraestructural antes de que el
fijador estabilice el tejido. El glutaraldehido ha sido usado
efectivamente en combinacién con otros aldehidos, como por ejemplo
el formaldehido y la acroleina, que penetran el tejide mas
rdpidamente (Debaud, Pepin y Bruchet, 1981; y Sward, 1981). El
objetivo de combinar los fijadores aldehidicos es el de adquirir una
estabilizacidn parcial pero rapida de los componentes
citoplasmiticos, que se logra con el formaldehido o la acroleina, y
una fijacién completa con el glutaraldehido. Los resultados de la
fijacién con formaldehido-glutaraldehido son buenos; siempre y cuando
el formaldehido sea preparado con paraformaldehido antes de ser
usado. Ademds de 1la combinacién de aldehidos, la mezcla de
glutaraldehido-0s0, ha sido usada como fijador inicial para 1la
micorriza (Carling, White y Brown, 1977; y Holley y Peterson, 1979).
Simultaneamente, la fijacidn con glutaraldehido-0s0,, seguida por una
pos-fijacidén con 0sO, (Carling, White y Brown, 1977) ha dado una
excelente preservacidén de las micorrizas en soya; sin embargo, con
las micorrizas de otras plantas no se ha corrido con la misma suerte,

por lo que se requiere de mayor experimentacion.

¢) Deshidratacidn. - Consiste en la eliminacidn del agua
rdpidamente con la minima extraccidn de componentes citoplasmaticos.
Las acetonas y los alcoholes pueden ser usados para este propdsito,
sin embargo, son mids recomendables las acetonas debido a gue causan

menos contracccién y, son misibles con las resinas epodxicas usadas
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para la inclusidn.

d) Infiltracién e Inclusién.- Se han usado muchos medios
diferentes para la inclusidén de raices micorrizadas y esporas en
resinas, entre otros, estdn los siguientes: Durcopan, Epon (Epikote)
812, mezcla de Epon-Araldita, Vestopal y el Spurr’s. La micorriza es
muy dificil de infiltrar completamente con resinas, por esta razodn,
la férmula deberad usarse con componentes de bajo peso molecular y
viscosidad. Una de las mds recomendables es la Spurr’s (Spurr, 1969)
por sus buenos resultados, debido a que es una resina de baja
viscosidad y muy buena infiltracién. No obstante, hay dos problemas
con el "medio Spurr”s" que merecen ser considerados: (1) se pueden
tener problemas con el seccionado, a menos que se tomen 1las
precauciones adecuadas para proteger la resina no polimerizada de la
humedad atmosférica y de exposiciones prolongadas en las soluciones
de uranilo y plomo, a diferencia de otros medios de inclusidén que se
utilizan para alcanzar una intensidad de contraste comparable; y (2)
la infiltracidén de 1las resinas puede mejorarse usando un vacio
moderado o, preferiblemente, con exposiciones mas prolongadas en cada
mezcla de solvente-resina, rotando las muestras de manera lenta (1-2
rpm), pero continuamente durante la secuencia de infiltarcidn. Para
la infiltracién de las esporas de hongos endomicorrizicos
arbusculares, ha sido necesario perforar la pared de éstas con una
microaguja (Mosse, 1986) o tratarlas con hipoclorito de sodio antes
de fijarlas (Sward, 1981). No obstante, estas estructuras de

resistencia son muy dificiles de infiltrar, inclusive con la resina

"Spurr s".
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3.2 Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB).

El microscopio de barrido, por su gran poder de aumento y enorme
resolucién, es de gran utilidad para estudiar la morfologia de
superficies, por lo que puede ser de gran aplicacidn, para el estudio
de la naturaleza y morfologia de las estructuras, externas e
internas, de la micorriza arbuscular (MA). El primer requisito para
lograr una alta calidad en un estudio con el MEB, es haber logrado
una muy buena preservacién de los ejemplares. Muchas de 1las
consideraciones discutidas en relacién con el MET, también se aplican
a la preparacién para el MEB. 8in embargo, la preparacidn de los
ejemplares para el MEB difiere en varios aspectos con relacidn a los
procedimientos para MET. Generalmente, los ejemplares para estudio
en el MEB son mds grandes y, por con siguiente, requieren mas tiempo
de exposicidén en la solucién fijadora y deshidratadora. Los
ejemplares preparados sin una previa infiltracidén, en un medioc de
soporte, para ser examinados en el microscopio, deberdn estar
absolutamente secos para lograr una alta calidad de imagen. Por esta
razén, el agua que contienen las muestras fijadas debe ser extraida,
es decir, los ejemplares deben ser sometidos a deshidratacidn por un
procedimento llamado punto critico que previene alteraciones
morfoldgicas. En adicién a lo anterior, los ejemplares deberan ser
cubiertos con un material eléctricamente conductor antes de ser
examinados al microscopio (Brown y Brotzman, 1979; Postek et al.,
1980; Goldstein et al., 1981; y Palacios y Pérez, 1993).

a) Procedimientog de Fijacidn.- Los mismos fijadores usados para
el MET son, también, empleados para la preparacién de las muestras
para los estudios con el MEB. Sin embargo, los periodos de fijacidn
se extienden por varias horas o varios dias con el propdsito de
obtener la maxima estabilizacidén de las muestras. Los ejemplares
pueden ser fijados con aldehidos solamente (Seviour et al., 1978; y
Debaud et al., 1981), o pueden ser, también, pos-fijados con 0sO,
(Bonfante-Fasolo y Person, 1979; Holley y Peterson, 1979; y Strullu,
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1979) . El uso de los fijadores aldehidicos, particularmente
formaldehido o acroleina con glutaraldehido, son preferidos para las
muestras seccionadas y para observar la estructura interna. La
extensidén de una pos-fijacién (de 12 a 48 hrs a 4°C) en muchos casos,
es necesaria para la preparacidn, en vista de que sustancialmente
endurece el ejemplar haciéndolo menos susceptible a los artificios
durante el secado y, simultaneamente, incrementa su conductibilidad
eléctrica (Murphy, 1978; y Brown y Brotzman, 1879).

b) Técnica para la obtencidn de cortes.- El examen interno de las
estructuras micorrizicas, puede lograrse en especimenes fijados y
cortados con una hoja de navaja de afeitar filosa, antes de su
deshidratacién o de que hayan sidos colocados en alguna de las
soluciones deshidratadoras. Las muestras fijadas en 0sO,, son mis
estables para el seccionamiento manual, en vista de gque las
estructuras de la MA son razonablemente mas duras, por lo que pueden
ser seccionadas con menor riesgo a la trituracidén o distorcidn que
el tejido huésped (raiz). Los materiales fijados con aldehidos son,
a menudo, enteramente blandos perc pueden ser seccionados con buen
resultado usando un microtomo de congelacidn (Rose, Dyke y Davey,
1981). También pueden se fracturados en frio en etanol absocluto o
acetona, después de que han sido deshidratados. Los arbisculos de
la micorriza pueden ser expuestos para su observacidén en el MEB,
aplicando el tratamiento para muestras seccionadas y usando los
reactivos que remueven el citoplasma del huésped (Kinder y Brown,
1975; y KIng, Schubert y Brown, 19581}.

c) Deshidratacién y secado a punto c¢ritico.- La mayor parte de
los estudios de la asociacién micorrizica por MEB, han sido
realizados con muestras que han sido secadas a punto critico. Este
procedimiento de secado evita los efectos del estres por tensidn

superficial, que se asoclan con otros métodos de secado que producen

alteraciones estructurales en la morfologia de 1la superficie. La
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deshidratacidon debe efectuarse perfectamente bien en toda 1la
estructura, antes del secado a punto critico; ésta puede realizarse
con etanol o acetona de manera similar a como se usa para MET, en
este caso, se sugiere aplicar concentraciones crecientes de etanol
(de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 y 100%) durante un periodo de
30 a 40 minutos de intervalo en cada cambio. Para minimizar los
dafios de la deshidratacién se recomienda nunca dejar secar las
muestras entre cambio y cambio, y realizar 2 a 3 lavados con la
préxima solucién de la secuencia. Una vez deshidratado el espécimen,
debe colocarse en la camara de secado de punto critico debiendo estar ﬂ{»?

inmerso, bajo presién, en CO, liquido u otro freon. El1 CO, liquido Tt
it !

es el mas frecuentemente usado debido a gque este es mas econémicohfé"
facilmente disponible y misible en acetona © etanol . Antiguamente, 8§

en vez de estos deshidratantes se usaba acetato de amilo antes de {avae-

exponerlo al CO, liquido. Ahora se sabe que se logra una mejor’ s’

preparacidén, es ausencia del acetato de amilo. fo6 o L
95+?w97 %’jﬂf
d) Montaje 4 cimenes para MEB Crifitas. ™
e de especim . ‘
) o P (120005 39-H1°¢,
“ -

Para fijar muestras o realizar el montaje de especimenes,
generalmente, se recomiendan adhesivos ligquidos conductores de la
eléctricidad. Sin embargo, las muestras secadas absorben 1los
solventes utilizados con estos adhesivos, los cuales distorcionan las
muestras en forma directamente proporcional a su grado de secamiento.
Se ha encontrado que la cinta adhesiva protegida con papel de estafio
{la cual se puede obtener de los proveedores de materiales para MEYQ®
es un medio mas satisfactorio para sostener especimenes secos en las
montaduras respectivas. La cinta adhesiva, que tiene un papel
protector sobre la parte adherente, se corta en trozos no mayores que
1.5 veces del didmetro de la montura utilizada. Los extremos de la
cinta se doblan hacia atras, junto con el papel protector, de manera
que la cara adhesiva de la cinta quede expuesta hacia arriba. Se
desprende el papel de estafio en los extremos que fueron doblados y

se fija la cinta firmemente en el lugar correspondiente de 1la
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montura del espécimen. Se despega el papel protector del resto de
la cinta y se coloca la muestra sobre la superficie adhesiva expuesta
empleando, para ello, una aguja fina o unas pinzas apropiadas.
Haciendo caso omiso de la técnica empleada, las muestras para MEB se
cubren con una pelicula delgada de carbdn y/o un metal(gfséaa}’a fin

de proporcicnar una conductividad eléctrica uniforme en todas partes

\
I U!;_..?
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i

1
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de la superficie de la muestra. La mayoria de los microscopistas de w0

barrido, en la actualidad, emplean técnicas de recubrimiento por

I
-

Laoe

rociado (o recubrimiento salpicado) con oro o aleaciones de oro para €5

lograr este objetivo. on&of
&G Fae Ju

3.3 Microscopia electrdmnica analitica.

La microscopia electrénica analitica es una disciplina muy amplia,
incluye todas las técnicas que proveen informacidén relativa a la
composicién quimica y funcién celular; va mis alld de la estructura
subcelular, ya que estos estudios difieren de la descripcidn
convencional. Estas técnicas son empleadas en procedimientos
experimentales; cada una es designada para obtener una pequefia
porcidén de la informacidn relativa al espécimen. En consecuencia, un
requerimiento del procedimiento analitice, es tener un control
apropiado del espécimen examinado que garantice, que los resultados
obtenidos con ese procedimiento sean confiables © seguros. Para cada
objetivo a estudiar en el espécimen, es muy importante una adecuada
preparacidn para lograr su preservacidn completa y la observaciédn de
la ultraestructura; este es un requerimiento ineludible de estos
procedimientos para cualquier objetivo analitico. La aplicacién de
ciertas ténicas analiticas, para el estudio de las micorrizas
significa un gran compromiso, ya la mayoria de los procedimientos
fueron desarrollados para estudios muy especificos en tejidos de
animales, por lo que no son aplicables para las micorrizas, si antes
no se realizan las modificaciones pertinentes. Para seleccionar

cualquier procedimiento analitico aplicable al estudio de las

micorrizas, se deben consultar los métodos mas recientes utilizados

!

/
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para plantas. Estos métodos pueden encontrarse dentro de las areas
de la ultrahistogquimica, citoquimica enzimdtica y microanalisis de
rayos-X.

3.4 Aportaciones recientes de la microscopia
electrdnica (ME) en el estudio de la micorriza
arbuscular (Ma).

Las micorrizas son un sistema muy complejo, formado por cé&lulas
pertenecientes a dos diferentes organismos eucariontes que se
comunican y mantienen un continuo cambio bidireccional de nutrimentos
(Harley, 1989). Desde 1los aflog ochentas, el estudio de la
ultraestructura ha tenide un buen desarrollo experimental, enfocado
al conocimiento de la compleja organizacién de las micorrizas,
analizando la estructura celular de los dos simbiontes (planta-hongo)
asi como el contacto de susperficies (Scannerini y Bonfante, 1583).
La ultraestructura ha proporcionado grandes detalles de informacién
sobre las interacciones de célula a célula, y ha tenido gran
importancia también para la clasificacidén de los HMA, sobre la base
de sus rasgos morfolégicos e, igualmente, ha ofrecido las primeras
claves para el entendimiento del funcionamiento de la micorriza
(intercambio planta-hongo) particularmente en la transferencia del
fésforo, donde se sugiere que esta ocurre a nivel arbuscular, sobre
la base de observaciones ultraestructurales. Para mediados de los
ochentas, solamente los estudics ultraestructurales parecen haber
sido superados por otras herramientas de investigacidn mas poderosas
tales como las que provienen de la biologia molecular. Sin embargo,
ia introduccidén de criotécnicas y técnicas afines produjo un gran
avance en el campo de la microscopia electrénica, creando un puente
entre la morfologia molecular y las observaciones bioguimicas. Estas
técnicas fueron riapidamente aplicadas en el campo de las micorrizas,

obteniéndose resultados nuevos sustanciales ( Hall y Hawes, 1991).

Para el estudio de la MA, es muy importante la preservacidn de las

células colonizadas del huésped, llenas de hifas intracelulares, en




forma enrollada o ramificada, que forman los arbusculos, y también
de las hifas intercelulares presentes en el tejido radical del
huésped. En esta asociacidn, las hifas intracelulares son rodeadas
por el plasmalema del huésped (Gianinazzi, Gianinazzi y Smith, 1991;
Bonfante et al., 1991 y Bonfante y Scannerini, 1992). No obstante,
la preservacién de las menbranas del huésped y de los organelos del
hongo es, a menudo, muy critica en este tipo de preparaciones
(Schenck, 1991; Hoch, 1991 y Robards, 1991). Las observaciones sobre
la morfologia son, afin, mids limitadas en la organizacidn de la pared.
Constantemente, en la descripcién del citoplasma se incluye un
contenido riceo en gldbulos lipidicos y vacuolas que contienen cuerpos
electro densos (Bonfantw, 1978; Gianinazzi et al., 1981; Scanennerini
y Bonfante, 1982; Bonfante y Vian, 1984; Mosse, 1986; y Miller y
Jeffries, 1994). Los microandlisis de rayos X, muestran también que
estos granos son ricos en fosfatos ( White y Brown, 1979; Strullu et
al., 1981; y Turnau et al., 1993). Los nucleos, mitocondrias, y

sistemas membranosos no son, frecuentemente, muy bien preservados.

El desarrollo de criotécnicas basadas sobre criofijaciodn y sobre
preparacién de microscopia electrénica por sustitucién en frio,
tienen una gran importancia en el estudio citoldgico, desde que Hoch
(1991) declard que su organizacidén celular se mantiene en un estado
muy similar a aquel inmediatamente anterior al congelado. Las
criotécnicas se basan en el uso de un criogen para enfriar las
muestras de los especimenes (-90°C) dentro de un medio ligquido donde
ha sgido sustituida toda el agua de la célula por otro medio, que
puede contener otro fijador quimico, como puede ser el tetrdxido de
osmioc en acetona (Hoch, 1991). Las muestras son infiltradas, a
temperatura ambiente o a una mas baja temperatura con resinas y
polimeros. Estas técnicas han proporcionado informacidén nueva sobre
la citologia del hongo y la planta (Hoch, 1991; y Robards, 1991).
Lag investigaciones mds importantes en los 0Gltimos afios han sido
sobre los fijadores fisicos en los procedimientos de sustitucidn en

frio; en donde las muestras son colocadas en un sostén e,

inmediatamente, enfriados a una alta presidén (2000 bars a -180°C)
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Mendgen et al., (1991). Siguiendo este procedimiento, las membranas
asi como la preservacién de los organelos fréagiles, como son los
cuerpos de Golgi, son particularmente bien preservados, tanto de las
células del hongo como de la planta (Welter et al., 1988). Estas
técnicas han proporcionado informacién sustancial nueva. No
obstante, la preservacién de algunos especimenes no ha sido homogénea
(Bonfante, 1994). Por ejemplo, el tubo de germinacidén de la espora
de Gigaspora margarita contiene un citoplasma rico, con dos areas que
desempefian diferente papel y que son identificables: la primera es
rica en nicleos y en mitosis (Becard y Pfeffer, 1993), con un buen
sistema de membranas que consisten de un reticulo endopléasmico
rugoso, con tibulcs "ballon-like" equivalentes al aparato de Golgi,
produciendo vesiculas con un contenido electro denso; y la segunda
drea que puede ser descrita como un compartimiento de almacenaje, que
contiene: i) gotas lipidicas limitadas por una semi-membrana; ii)
cuerpos parecidos a proteinas dentro de vacuolas especializadas; Yy
1ii) acumulacién de glucdgeno.

Estas observaciones indican el intenso metabolismo gue ocurre
durante la germinacién de las esporas (Bianciotto y Bonfante, 1993).
El desarrollo de la estructura simbidtica principal del micelio
germinativo estd bajo el control del hongo y por los factores que
afectan a la planta (Giovannetti et al., 1993). El uso de
criotécnicas ha revelado informacidén nueva en esta fase: como 1la
riqueza del hongo en organelos, en los que se incluyen diminutas
mitocondrias; el desarrollo de sistemas membranosos, elementos del
citoesqueleto, y vacuolas ricas en contenidos granulares (Orlovich
y Ashhford, 1993) . Mucha informacidn reciente se ha obtenido también
sobre la parte del huésped, como por ejemplo: los cuerpos de Golgi
que se han observado rodeando las ramificaciones del hongo, asociados
con ribosomas y membranas; los nlcleos con cromatina dispersa que
tienen una posicidn central (Berta et al., 1990; y Balestrini et al.,
1992); la membrana interfase que es lisa y rodea estrechamente las
ramificaciones de los arblisculos. Las criotécnicas han ofrecido
evidencias convincentes de esta Area como un espacioc verdadero de,

aproximadamente, 50-80 nm en grosor {Bonfante y Perotto, 1992; vy
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Bbﬁf;ﬁge, 1994) . El desarrollo de técnicas afines basadas sobre la
especificidad de uniones no covalentes entre moléculas COmo son:
antigeno-anticuerpo; lectina-azlicar, Yy enzima-sustrato, han
proporcionado informacidn sobre la naturaleza de los componentes en
la interfase. La estructura molecular identificada en la pared del
hongo y dentro de la interfase el material de un nimero de plantas
huéspedes (dico y monocotiledéneas) incluye polisacdridos, proteinas
Y ¢licoproteinas. La gquitina es un componente constante del
esqueleto de la pared del hongo, asi como también lo es en las ramas
mas finas del arbisculo. No obstante, las £1-3 glucanas solamente
se presentan en los HMA de los géneros Glomus y Acaulospora, ya que
en Gigaspora y Scutellospora, no se presentan (Lambais y Medhy, 1993;
y Gianinazzi-Pearson et al., 1994). Por otro lado, las pectinas,
celulosa, hemicelulosa e hydroxiproleina-rica en glicoproteinas

(HRGP) constantemente se presentan en el material interféasico.
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Las esporas utilizadas fueron obtenidas de un suelo calcimagnésico
agricola clasificado como Phaeozem cacarico (Gonzélez, 1996; y Gama,
1997) de la localidad de Miacatldn, Edo de Morelos. El aislado se
obtuvo en el Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia de
la UNAM, utilizando como planta hospedera pasto "Rhodes grass"”
Chloris gayana, variedad "pioner".

5.1.2 Aislamiento de HMA.

El aislamiento del HMA se realizdé utilizando el método de
separacién por tamizado en humedo y decantado de Gederman y Nicolson
{(1963) ; y por centrifugacidén en gradiente de sacarosa de Daniels y
Skipper, (1982} . Una muestra homogénea de las esporas obtenidas fue
tratada con bromuro de tetrazolio, para cuantificar su viabilidad de
acuedo a la técnica de An y Hendrix (1988). Posteriormente, 1las
esporas viables fueron seleccionadas por sus caracteristicas
morfolégicas, de acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente por
microscopia Optica, utilizando un microscopio estereoscdpico marca
olimpus. Para la produccidn de indculo, se utilizaron esporas
viables y el método de Schenck (1982). Se inocularon plantulas
hospederasoobtenidas a partir de semillas desinfectadas previamente

con hipocldérito de calcio Sieverding (1983).

5.1.2.3 Cultivos monospdricos de HMA.

El desarrollo del cultivo monospdrico se llevd a cabo en
condiciones asépticas en invernadero, utilizando como soporte suelo
de la 1localidad combinado con arena silica (1:1), ambos
esterilizados. Para incrementar el efecto del hospedero sobre la
esporulacidn del hongo se aplicd solucidn nutritiva Long Ashton con
1 ppm de fosfato, 1 vez por semana, y regando con agua de la llave
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eéterilizada cada tercer dia, durante 4 meses, con un fotoperiodo de
10 hrs luz. Posteriormente, se realizaron las pruebas de aclareo y
tincién por el método de Sieverding (1991) para seleccionar y
corroborar el cultivo monospdérico (Schenck, 1988 y Gonzalez, 1996).
El cultivo monospdrico seleccionado alcanzé un porcentaje de
colonizacidén de 55%, con un contenido de 170 esporas por gramo de
suelo seco, con una viabilidad del 55% (An y Hendrix, 1988). La
extraccién de las esporas de este cultivo se realizd con base a la
metodologia antes indicada.

5.2 Preparacidn de las Esporas para su Estudio por
Microscopia Electrdnica.

T

5.2.1 Transmision.

a) Fijacidén.- El material (constituido por raices colonizadas,
micelio y esporas) fue sometido a una doble fijacidn c¢on
paraformaldehido y glutaraldehido (Mollenhaver-Totten, 1971) al 4 y
2.5%, respectivamente, en buffer de fosfato de sodic 0.16 N durante
3 hrs, sellando el ependor con parafil y a temperatura ambiente bajo
la campana. Posteriormente, se lavd y cambid 3 y 2 veces, durante 2
y 5 min, respectivamente, y se realizé la posfijacidn con tetrédxido
de osmio al 1% durante 12 hrs, a 4°C (Palade, 1952)

b) Deshidratacidn.- Se llevd a cabo sometiendo el material a
diluciones de alcohol etilico (de 10 en 10, desde 30 hasta 90 y 95%)
10 minutos en cada dilucidén. El material se dejé en etanol al 70%
a 4°C durante 12 hrs. En los alcoholes 80,90 y 95%, se hicieron dos
cambios y tres en el absoluto de 15 y 20 minutos, respectivamente,

con lavados de 1 min. entre una dilucién y la siguiente.

¢) Preinclusidn.- Después del Gltimo cambio de etanol absoluto,

se hicieron 2 cambios de 6xido de propilenc de 20 min c/u, y se
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dejaron en una mezcla de éxido de propileno y epon en relacién 2:1,
a 4°C durante 12 hrs. Posteriormente, bajo la campana, se destaparon
y se dejaron 1 hr. Después, se realizaron dos cambios 1:1 y 1:2, de
6xido de propileno y epon, respectivamente, durante 1 hr, cada uno.

d) Inclusidén.- En epon (DDSA, NMA y DMP; Luft, 1961), se colocd
en los moldes para inclusidn para, posteriormente, depositar las
esporaé, micelio y raices colonizadas, por el hongo arbuscular objeto
de este estudio, utilizando agujas entomoldgicas. La operacidn se
llevé a cabo bajo el microscopio estereoscdpico, dandele una
diferente orientacién al material y, finalmente, se polimerizd a 60°C
durante 24 hrs.

e) Corte y contraste.- Los cortes finos (de 1 u} y ultrafino (de
50-100 nm gris-plata) se realizaron con un microtomo para microscopia
electrdnica de transmisién MT1 (manual) vy MT2 (autocomatico),
respectivamente. Los primeros fueron utilizados para microscopia
éptica sobre porta objetos y contrastando con azul de toluidina 1%;
y los dltimos fueron utilizados para wmicroscopia electrdnica de
trasmisién colocandolos en rejillas Cu/Rh de 100 mallas con membrana
de "fomvard" y contrastando con acetato de uraniloc al 3% (Watson,
1958) y citrato de plomo al 0.3% (Reynols, 1963), durante 10 y 5

min., repectivamente.




£) 16&51555616ﬁ-éééﬁeﬁéﬁizada de los cortes de la pared de las

esporas e hifas de sujecidn © sustentora.

Transversal
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‘Transversal \_%

Longitudinal

Esquema de Glomus mosseae tomado de Sckenck y Pérez, (1991}

5.2.2 Barrido.

a) Fijacién.- Las esporas y el micelio fueron fijados en FAA

(formol, Acido acético y alcohol en proporcidn 1:1:1, durante 1 hr.

b) Deshidratacién.- Se realizé en alcoholes de diferente
graduacién iniciando con alchohol al 30% y terminando en etanol
absoluto, dos cambios de 10 min ¢/u en cada alcohel. Posteriormente,

se efectuaron dos cambios de etanol absoluto-acetona (1:1) y dos de

acetona de 20 min. c/u.

c)Secad061puntocritico(P.C.)u-Elnmterialbiolégico,después
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del dltimo cambio en acetona, se depositd en un pequefio fragmento de
cubreobjetos; éste se envolvié en papel seda y se coloco en la camara
secadora con suficiente acetona, de manera que quedara embebido en
ella. Se cerrd la cdmara y se llend con CO, liquido, manteniendo la
temperatura a 0°C. Se realizaron varios lavados con CO, y se ajustd
a la temperatura y presidén critica del CO,, que corresponde ap};’°c
y 1073 1lb/pulg?, respectivamente. Estas condiciones se mantuvieron
durante 10 min. Posteriormente, las esporas y el micelio se colocaron
en un portamuestras para MEB y se cubrieron con carbdn y oro, para

protegerlas y hacerlas electricamente conductivas.

d) Recubrimiento con carbém.- Los portamuestras con el material
bioldgico fueron cubiertos con carbdén en una evaporadora (JEOL JEE-
4B/4C) aplicando una corriente de 30 mA durante un minuto.

e) Recubrimiento con oro.- Las muestras cubiertas con carbdn
fueron colocadas en una esparcidora fina (ion sputter JEOL JFC-1100) .
El cubrimiento con oro se realizé a un voltaje de 1200 V, durante 6

min.

f) Observacién en el MEB.- Las muestras se observaron en un
microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-35 C, operado con las
siguientes condiciones de trabajo: un voltaje de aceleracidn de 25

KV y una distancia de trabajo de 15 mm.




VI RESULTADOS Y DISCUSION




1.0 Microscopia Estereoscépica y Optica.

Las esporas aisladas fueron seleccionadas de un cultivo
monospérico, con un control de calidad de 85 - 90%, de acuerdo con
los resultados obtenidos con el microscopio estereoscdpico y optico
(Figs. 1 a 9). Las observaciones realizadas por Dalpes y Palacios
{1994), indicaron que se trata de un cultivo de Glomus mosse. Las
observaciones permitieron, ademds, estimar gue las esporas con las
gue se trabajd en esta primera etapa tuvieron, aproximadamente, una
madurez correspondiente, en el ciclo bioldgico de los HMA, al inicio
de la fase meseta (desarrollo temprano de la esporulacién del hongo) .

La forma de las esporas fue globosa, el color varid del amarillo
al ambar; su cardcter translicido permitid observar el contenido
lipidico en forma de glébulos cristalinos. Sin embargo, algunas de
las caracteriticas morfoldgicas, cambian dependiendo del &angulo y
tipo de iluminacién, preparacién y montaje (semi o permanente), COmMO
se pudo observar en las Figuras 1-9. Sin embargo, en las Figuras 7
y 8 se corrobora la uniformidad morfolégica de las esporas. Estos
resultados coinciden con lo mencionado por Mosse (1970) en lo que
respecta a las aberraciones Opticas, gque crean artificios y que
conducen a errores en la identificacién. Walker (1986) menciona que
es muy dificil poder discernir la morfologia de la pared con
microscopia estereoscdpica solamente y que, con el optico las
observaciones, en la mayoria de las veces, solo permiten definir una
pared gruesa de consistencia compacta, gque puede ir acompafiada de una
capa externa hialina llamada evanescente en los glomales (Figs. 2,
7 y 8), tal y como.lo refieren Mosse y Bowen (1968); Trape {1982);
y Schenck y Pérez (1987 y 1991).

Las esporas cuyo color varidé del amarillo claro al amarillo
fuerte, presentaron diametros de 130 a 150 u y, las que variaron del
amarillo al ambar de 150 a 170. Respecto al tamafio de las esporas,
estos resultados coinciden con lo observado por Bethlenfalvay et al.
(1982), quien indica que la esporulacidn se inicia con el principio
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de la fase meseta la cual se presenta, aproximadamente, entre 10 a
15 dias antes de la floracidén, observdndose esporas de 100 a 150 u
de didmetro. Tommerup (1983 y 1985) considera que el desarrollo de
las esporas es disparejo, ya que se forman unas antes que otras,
siendo las primeras mas claras y brillosas; como también fué
observado por Mosse (1981). Ademds, Harley y Smith (1983} mencionan,
de igual manera, que las esporas mas Jjovenes tienen colores mas
claros y brillosos y gque, conforme avanza la edad se tornan mas

oscuras y menos brillosas.

1.1 Observacidén de Cortes.

Los cortes permitieron observar la hifa de sujecidn la cual
resultd ser recta en las esporas cuyo diametro fue de 130 a 150 u vy,
en forma de embudo, en aquellas con didmetro de 150 a 170 u (Figs.
10 - 12). A partir de la hifa de sujecidn, se desarroclla la espora
incrementdndose la acumulacidén de gotas lipidicas. Tanto en el
microscopio éptico (M Op.), como en el microscopio electrdnico de
transmisién (MET) solamente se observdé la huella de las gotas
lipidicas, debido a que su extraccién se llevd a cabo con los
solventes orgdnicos que se utilizaron para el procesamiento de las
esporas. No cbstante, las huellas de las gotas dque en este caso
fueron de diferentes didmetros, y caracterizadas por una vacuolaciodn
mucho mas intensa en las esporas de menor tamafio que en las esporas
mas grandes aungue, en éstas, las vacuolas fueron mucho mas grandes
(Figs. 10 y 11) . Estas observaciones coinciden con las descripciones
de Mosse (1970). La pared en ambas esporas fue homogé&nea y compacta,
con un grosor de 3 . Aln en contraste de fase no fue posible
observar la capa externa llamada evanescente (Fig. 11). En las
hifas de sujecidn, el didmetro fluctud de 10 a 14 u en el punto de
unién entre ésta y la espora. Las observacicnes antes indicadas son
muy parecidas a las realizadas por Miller y Jefries (1994)
especialmente en los siguientes aspectos: (a) el diametro de las

esporas; (b) la forma y el contenido lipidico; y (c) la forma de la
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hifa de sujecién. Todas las caracteristicas antes mencionadas son
acordes, también, a lo publicado por Schenck y Pérez (1990) para
Glomus mosse, pero no coincide con Miller y Jefries en: (1} la
madurez de la espora; (2) el grosor de la pared; (3) la técnica del
procesamiento de la muestra; y (4) la especie. Ambos trabajos se
realizaron con el género Glomus pero con diferente especie, por lo
que es de gran importancia, hacer resaltar lo Gtil que puede ser
conocer, a lo largo del ciclo biolégico de la planta hlesped, las
diferentes etapas del de desarrollo micorrizico, para no confundir
dos especies del mismo género debido a que, frecuentemente, las
caracteristicas gque pueden ayudar en la diferenciacidén son muy
ambiguas, al nivel de resolucidén de la microscopia Sptica como por
ejemplo: el color, contenido lipidico, la forma de la hifa de
sujecidn y el grosor de la pared. Estas caracteristicas pueden
variar segin sea la intensidad y el tipo de luz, la técnica de
preparacién del espécimen, el tipo de inclusién, la calibracidn de
los instrumentos, y el grado de apreciacién del observador. Lo
anterior puede conducir a errores en la identificacidn de especies,

inter-especies o subespecies del mismo género.

Es importante hacer resaltar la escasa bibliografia que existe
sobre trabajos realizados en cortes de esporas de HMA, con enfoque
al estudio de la pared. En estos trabajos, por rutina, se preparan
de 20 a 30 esporas, tanto enteras como en "squash", en porta objetos
para observarse en M.Op (Figs. 7 y 8). Este tipo de trabajos
demuestran la importancia de la preparacidén de cortes finos, para
determinar el control de calidad del indéculo, el grado de madurez del
material flngico segin, el tipo de técnica utilizada en el
procesamiento} y la exacta calibracién de los instrumentos.

En el presente trabajo, la observacidn de las preparaciones de
esporas, tanto enteras como en "squash", se realiz6 en el microscopio
6ptico. También se llevé acabo la observacidn de cortes finos (1 -
5 p), en los cuales se tomd en cuenta la orientacidén para obtener
cortes longitudinales (Figs. 10-12), transversales (Fig. 13}, vy

oblicuos (Fig. 14) observidndose, en los tres casos, una pared




compacta y homogénea.

En cuanto al micelio externo, se pudo observar que, en cortes
transversales, las hifas variaron de redondas a ovaladas de,
aproximadamente, 1 y 5 p de didmetro, con una pared homogénea
observable en cortes transversales (Figs. 10 - 14), y longitudinales
(Figs. 13, 15 y 16), tanto en campo claro como en contraste de fases.
Con éste Gltimo, parece observarse ademas, en las hifas de mayor
didmetro, una capa interna y otra externa; ésta ultima se observd
desgastada o rota. En cuanto a este punto, la bibliografia es muy

escasa.
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2.0 Microscopia Electrdénica de Barrido (MEB).

Con el MEB fue posible detectar la espordsfera (capa exterior de
mocroorganismos que cubren la pared de la espora) y observar algunas
caracteristicas topograficas de la pared. En una espora fracturada
se observaron las dos capas (interna y externa) de la pared; esta
iltima constituida por la espordsfera, restos de materia orgénica,
con un grosor, aproximado, de 0.5 pu, y la interna con una mayor
electrodensidad y mucho mas gruesa (3u) e igualmente 1lisa. Se
destacaron, ademas, las caracteristicas morfolégicas, la topografia,
tamafioc y modo de unién de la hifa de sujecidn o sustentora, y de las
hifas que constituyen los esporocarpos en estadio de desarrollo
temparano y gue sustentan las esporas jovenes. El deterioro que se
observa en la superficie (fracturamiento y exfoliacidén) se debif,
probablemente a un exceso de exposicipn, no obstante este efecto
permitié apreciar las capas (Figs. 20, 22 y 23). La técnica
utilizada para el procesamiento, de los HMA para la MEB permitid,
ademads, la observacién vy caracterizacién de tres tipos de
esporocarpos: (1) esporocarpos que contienen, aproximadamente, entre
70 y 80 esporas, éstas dltimas con un didmetro entre 30 y 50 u,
embebidas en una marafia de hifas gruesas (4pu) y delgadas (1), de
aspecto laxo (figs. 18 y 19), con dimensiones de 500 a 1000 u ; (2)
esporocarpos constituidos de hifas gruesas (6u) y delgadas (2u) con
10 a 15 esporas, gue van surgiendo alternadamente, en ramificaciones
a partir de las hifas apicales formando un esporocarpo en forma de
racimo de uvas, con lag esporas mas pequefias (1lu) en la base y las
mas grandes (30u) en la punta (fig. 17). Con dimensiones de 100 a 300
u; vy (3) hifas apicales gruesas (5u) con esporas, cuyo didmetro es
de 130 a 170 u, con las hifas sustentoras en forma de embudo (fig.
17) . Las caracteristicas morfoldgicas observadas permitieron
confirmar que los ejemplares estudiados pertenecen a la familia
Glomaceae, género Glomus y, probablemente, a la especie mosseae, de
acuerdo con Schenck y Pérez, (1990).

Los resultados obtenidos con el MEB, ademids, revelaron tres

caracteristicas generales muy importantes en las siguientes
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estructuras: (1) aspectos morfoldgicos del micelio externo,
topografia y didmetro; (2) localizacidn del nacimiento de las esporas
en el micelio externo, su topografia y dimensiones; y (3) el andlisis
topogréfico de la espora madre temprana, sus paredes y la hifa de

sujecién con gran aumento, claridad y profundidad (Figs. 17-23).

(1) Micelio Externo. Las observaciones revelaron una superficie
sinuosa que contiene materia organica adherida, a intervalos, a todo
lo largo de las hifas, abundante en algunas partes, que asocia a 2
6 3 hifas formando paquetes gruesos de cordones hifales (Fig. 18).
Por otra parte, se pudieron observar, por lo menos, dos didmetros
de hifas de 1 y 5 p (Figs. 17-19).

(2) Nacimiento de las esporas. Se localizd en la parte apical de
las hifas con diadmetros de 5 u; la parte basal o punto de unidn con
las esporas alcanzé 7 u; tanto la parte basal de la espora como el
punto de unién se encontraron rodeadas de materia organica (Figs. 17
y 18). Resultd diferenciable la forma de los esporocarpos, es
decir, de las estructuras que se relacionan con el nacimiento de las
esporas, observandose tres agregados diferentes: (a) esporocarpos
laxos que contienen de 50 a 80 esporas de 30 p de diametro (Fig. 19);
(b) esporocarpos desnudos conteniendo de 15 a 20 esporas con el mismo
diametro que las anteriores; y (c) esporas aisladas con un diametro
de 170 p (Fig. 17). Estas uUltimas, por su estado de madurez,
contienen ya todas las caracteristicas de la espora madre temprana.
Estos resultados coinciden con lo mencionado por Schenck y Pérez,
1990; y Brown y King In: Schenck (1991), en lo que respecta a: (1)
el nacimiento de las esporas en hifas terminales; (2) a las esporas
que sSe encuentran en esporocarpos ( como es frecuente en Glomus); y
(3) a las esporas individuales o que, raramente, forman grupos de dos

o tres.

Finalmente, (3) El andlisis topografico de las esporas madres
tempranas. Se observd que éstas alcanzan un diametro hasta de 170

u; son completamente esféricas, con una capa externa incompleta vy,
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por debajo de ésta, una capa interna, las dos lisas (Fig. 20) y, en
ambas, se observdé materia orgénica distribuida y adherida a la
superficie. Sobresale la capa microbiana formada, principalmente,
por bacterias del tipo bacilo (Figs. 21 y 22). Por otro lado, se
pudo observar muy bien la forma de embudo de la hifa de sujecidn o
sustentadora, con un diadmetro basal, aproximadamente, de 20 pu

{didmetro que casi corresponde al de las esporas contenidas en los

esporocarpos) ; también, se encontrd materia orgdnica adherida y
bacterias (Fig. 23). Por Gltimo, el grosor de la pared que en estas
esporas fue de 3 u (Fig. 21). Estos resultados, comparados con los

obtenidos por Yao et al. (1992) revelan la importancia del estudio
de los esporocarpos del género Glomus para la separacién de las
especies. Al respecto, se puede citar como ejemplo de la formacidn
de esporocarpos compactos, con clamidosporas alrededor de una hifa
terminal o "Glebal", de paredes de 6 pu de grosor, el de Glomus
fuegianum. Sin embargo, se requieren estudics mas profundos de estos

hongos con MEB, ya que no hay informacién suficiente.

3.0 Microscopia Electrénica de Transmisidn (MET).

Los resultados obtenidos con el procesamiento de las primeras
muestras {(Cuadro 1 del apéndice) denotaron una insuficiente fijacidn,
deshidratacién e inclusién. Esto se reflejé en la dificultad para
fijar e incluir adecuadamente a las esporas madres juveniles de estos
hongos debido, probablemente, a la naturaleza de su estructura,
ultraestructura y grosor de su pared (3 pu). El mismo problema se
detectd al procesar el micelio externo y las raices micorrizadas
debido, probablemente también a la naturaleza de materiales, en este
dltimo caso, gquizéd, ailin mas complejos que la espora misma. Ya que en
la raiz, ademéds de la pared de ésta se encuentra, también, la pared
del hongo, asi como una gran cantidad de vacuolas llenas de aire, que
forman parte de la compleja morfologia interna de la estructura
simbidtica, que no permiten una facil penetracidén y, menos adn, la

infiltracién, . No obstante, para resolver esta problematica se




45

modificéd la técnica mencionada en el Cuadro 1 aumentando, durante la
fijacidén, los tiempos al doble y bajo presién de 10 libras a 40 °C.

Sin embargo, se observd dafio en las raices y el desprendimiento de
la mayoria de las esporas de la hifa de sujecidén. La problematica de
estos materiales durante su procesamiento para el MET también fue
mencionada por Mosse (1970). Esta autora resolvid el problema
mediante 1la perforacién de la pared de las esporas CcoOIl una
microaguja. Sin embargo, en este trabajo no se pudo realizar debido
a la dificultad para la obtencién de dicha aguja. Carling et al.
{1976) hace incapie en los trabajos de Spurr (1969) y los de Frank,
Krien y Brown Jr. (1969). Sin embargo, estos autores, aungue no
resuelven la problemdtica de la fijacidén e infiltracidén de las
esporas si mejoran el tratamiento del material micorrizado para MET
y estandarizan el uso del buffer de cacodilatos y la resina Spurr’s.
Sin embrago, en este trabajo no se pudo conseguir el buffer y 1la
resina. Swar (1980), propone sumergir las esporas en hipoclorito de
sodio 0.5% durante 20 segundos antes de la fijacidn, para lograr una
gsatisfactoria infiltracién. No obstante, en el presente trabajo, este
tratamiento no did resultado. Sin embargo, las modificaciones hechas
a la técnica para la fijacidn e infiltracién (Cuadro 2 del apéndice)
resolvieron los siguientes problemas: (1) difusidn e infiltracidn del
fijador; (2) conservacidén o recuperacién de un mayor nimero de
esporas; (3) la eliminacién de la mayor parte de los residuos del
substrato; y (4) se mejord notablemente la conservacidn de todas las
estructuras, obteniéndose excelentes resultados tanto con el micelio
externo como con las esporas, y buenos resultados con las raices
micorrizadas. Ya que en, los tres casos, se logrd una mucho mejor
fijacién, deshidratacidn, infiltracidn, inclusidn y polimerizacidn,
obteniéndose buenos blogues. Estos logros fueron corroborados con
los resultados del tallado de la piramide trunca, asi como con la
calidad de los cortes obtenidos con el microtomo (MT) 1 y 2, manual
y automdtico, para cortes finos y ultrafinos, respectivamente. No
obstante, los cortes fueron muy dificiles de obtener, ya que la pared

de las esporas es muy dura; por esta razdn solamente fue posible

obtener 3 cortes buenos con el mismo filo cortante de la cuchilla,
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antes de que aparecieran las mellas y, c¢onsecuentemente, Se
desgarraran los cortes. Debido a esta problematica, para la
realizacién de estos cortes, sge aconseja la utilizacién de una
cuchilla de diamante, como lo proponen Mosse (1970 a, by c y 1987);
Carling et al., (1977); White y Brown (1979); Sward (1980 a, b, y c);
Gianinazzi-Pearson et al., (1981); Bonfante-Fasolo y Vian (1984);
Bonfante-Fasolo (1986); Yao et al., (1992); y Miller y Jeffries
{1994) . Cabe mencionar que todos estos autores, ademas de seguir
casi la misma metodologia, utilizaron buffer de cacodilato, resina
Spurr”s, y cuchilla de diamante.

Sin embargo, en el presente trabajo, la utilizacidn de cuchilla
de vidrio, buffer de fosfato y resina epon 812, did resultados muy
buenos, ya que se consiguieron cortes longitudinales, transversales
y oblicuos de esporas, micelio externo y raices colonizadas ({(de

color dorado, dorado-gris y gris claro).

3.1 Capa Interna de la Pared de las Esporas de los

Esporocarpos.
3.1.1 Corte transversal, oblicuo y longitudinal.

Estos cortes presentaron un color que varid entre dorado y
plateado, lo que significa un grosor entre 80-100 nm, observandose,
en el MET, mas electro-densas las partes mas gruesas. Los cortes
mostraron esporas de forma; esférica, ovoide y piriforme, con un
diametro de 30 a 50 u, y una pared con un grosor de 500 a 800 nm.
La capa interna, se observd como una estructura de aspecto granular
homogénea, embebida en un material amorfo electrodenso (Figs. 24-26}.
Estas caracteristicas fueron obsexrvables con aumentos de 10,000 hasta
50,000 X; las fibras electro-transparentes gue constituyen la quitina
no fueron evidentes, y la parte interna de la pared aparece compacta.
El hecho de haber trabajado con 10 muestras procedentes de diferentes
esporas, permitié verificar las caracteristicas antes mencionadas.

Sin embargo, debido a los costos del material fotografico no se pudo
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tomar wuna serie de todos 1los cortes a diferentes aumentos,
obteniéndose solamente los dos aumentos mds representativos. Los
cortes oblicuos obtenidos de estas esporas, fueron de coleor amarillo
oro, es decir, con un grosor de 100 a 150 nm debido, probablemente,
a que fueron los primeros cortes de este material. El grosor de la
capa interna presentd 1 pu, observandose compacta y muy electrddensa
(Fig. 27). No obstante, en cortes mejor realizados y de color de
dorado a plateado y, por lo tanto, de un grosor de 80 a 100 nm, se
pudieron observar con aumentos de 15,000 a 30,000 X, las
ultramicrofibrillas electrotrasparentes a los electrones, embebidas
en un material electrodenso amorfo. Y finalmente, los cortes
longitudinales, obtenidos de la pared de 10 ejemplares de
clamidosporas, resultaron notablemente mejores que los transversales
y oblicuos, ya que en estos cortes el color varié de plateado a gris,
lo que significo un grosor de 50 a 80 nm. En estos cortes y a bajos
aumentos, desde 3,000 hasta 10,000 X, fue posible observar una
diferencia morfo-ultraestructural, con respecto a los cortes
transversales y oblicuos anteriormente descritos (Fig. 29).

A un aumento de 3000 x, se aprecia un arreglo alveolar, notandose
la parte central electro-transparente y la periférica electrodensa
(Fig. 29). Estos resultados coinciden con lo mencionado por Mosse,
(1986), en lo referente a que, en la capa interna, la guitina es
electrotransparente a los electrones y gque esta tiene la apariencia
de ultramicrofibrillas las cuales se encuentran embebidas en la
guitosana que tiene caracteristicas electrodensas, la cual constituye
la matriz. Por otra parte, el interior de las esporas se obserbd
saturado de glébulos lipidicos, electrodensos en la periferia, con
didmetros que van desde 0.2 a 5 pu, estando las mas grandes
distribuidas hacia el centro de la espora. Estos gldobulos lipidicos,
solo inpregnaron su huella; ya que los lipidos fueron extraidos por
los solventes orgdnicos con los gque se proceso este material. Estos
primeros resultados revelaron que la doble fijacidn, la inclusidn en
resina epbxica, asi como 1los cortes, con cuchilla de vidrio

permitieron observar los; esporocarpos y algunas caracteristicas de

las esporas como: (1) su didmetroc de 40 a 50 u, y su forma de
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esférica a piriforme; (2) el grosor de su pared de 700 a 800 nm y,
en algunos casos 1000 nm; (3) la hifa de sujecidn en forma de embudo;
(4} el contenido lipidico en el interior de la espora; (5) 1la
presencia de las ultramicrofibrillas electrotransparentes a 1los
electrones (quitina) y la matriz electrodensa (quitosana); (6) el
cambio de aspecto o apariencia en el orden de las microfibrillas de
acuerdo a la inclinacidén del corte; (i) transverasal con aspecto
granular; (ii) oblicuo aspecto de una red muy fina de
ultramicrofibrillas electrdtransparentes embebidas en una matriz
electrodensa y amorfa; y, finalmente, (iii) longitudinal con aspecto
alveolar. Esto iltimo nos revelo la importancia de la inclinacidn del
corte. Este tipo de ultraestructura ha sido, igualmente, observado
por Bonfante-Fasolo y Schubert, (1986) quienes lo describieron en
Glomus clarum y Glomus caledonium. Sin embargo, ellos lo describieron
para esporas madres y no para esporocarpos. Son quiza, estos los
primeros cortes realizados en esporocarpos ya que, hasta el momento,
no hay referencias bibliograficas sobre este aspecto. No obstante,
desde el punto de vista cualitativo, la semejanza con la pared de
Glomus clarum y G caledonium, asi como Glomus mosseae, es
extraordinaria. Por lo tanto, lo observado con el microscopic de luz,
con el MEB, y con el MET, apoyan la hipdtesis acerca de que el
ejemplar aqui estudiado pertenece al género Glomus, con tendencias

a la especie mosseae.

3.2 Capa Externa de la Pared de las Esporas.
3.2.1 Corte transversal.

Se pudo observar que las esporas en su pared poseen una capa
externa electrodensa, la cual estd constituida por laminas finas,
completamente adherida a la capa interna (Fig. 24-26) En este caso,
la capa externa se observé homogénea y completa con el MET; en tanto
que en el MEB se observd incompleta. Estas dos observaciones, podrian

indicar que la pared externa corresponde a la capa evanescente ya que
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parece descamarse superficialmente, o bien que las capas
superficiales son mds facilmente desprendibles, como se observa en
la Fig. 24. Una explicacidn a estas observaciones puede ser que,
conforme crece la espora, la capa evanescente se expanda y las partes
basales se renuevan; es decir, que las superficiales son las mas
viejas vy, por lo tanto, ‘se van separando; no obstante, esta
descamacién puede, también, deberse al efecto del procesamiento y
manipulacidén. Sobre este aspecto, la informacién bibliogrédfica es
muy escasa, tanto a nivel nacional como internacional. No obstante,
en una publicacidén especializada en taxonomia (Walker, 1983), se
considera que la capa evanescente rodea a una pared laminar en las
especies pertenecientes al género Glomus. El progresivo rompimiento
de la capa evanescente y el engrosamiento de la pared laminar, han
sido observados haciendo referencia a diagramas hechos utilizando
microscopia o6ptica (Mosse, 1870). Sin embargo, en este y Otros
trabajos sobre el estudio estructural de la pared por MET, no se hace
mencién a la capa evanescente (Sward, 1980; y Miller y Jeffeies,
1994) . No obstante, Bonfante-Fasolo y Vian (1984) mencionan que la
capa externa, ¢on un grosor irregular, a menudo muestra signos de
lisis causados por bacterias, y que la textura es fibrilar, con un
arreglo en orden paralelo. Por otra parte, Yao et al., (1992)
indican que las clamidosporas de Glomus fuegianum presentan una pared
con 3 capas, y que la capa evanescente esta, algunas veces, ausente
de las secciones; esto se correlaciona con las discontinuidades
naturales de esta capa exterior observadas en el1 MEB. Sobre este
particular, son muy importantes los estudios de la capa evanescente
en cuanto a: (1) presencia o ausencia en todos los géneros; (2)
origen vy desarrollo; y (3) composicidén quimica y arreglo
ultraestructural; debido a que la informacidén es muy escasa aln
cuando es de valor taxondmico. Quiza la falta de informacidn se deba
a: (1) que no todas las especies la presentan; y si la presentan,
ésta puede desaparecer o modificarse durante su desarrollo o ciclo;
(2) son pocas las esporas estudiadas, de diferentes géneros, especies
y todas en estado de dormancia, es decir maduras. Sin embargo, la

taxonomia hecha con microscopio éptico se basa en la presencia ©
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ausencia de la capa evanescente para su identificacién taxondémica a
nivel de género ( Hall y Fish, 1970 y 1983; Koske y Walker, 1985;
Morton, 1986 y 1988; Walker, 1982, 1983, 1986 y 1992; Morton y Benny,
1990; y Schenck y Pérez, 1590). En este trabajo, las observaciones
de la pared, en cortes transversales, longitudinales y oblicuos de
varias esporas, permitidé obtener mds informacidn.

El corte longitudinal, como aparece en las Figs. 27-29, corrobord
lo observado en los cortes transversales, pero c<¢on mucha mayor
claridad (75,000 X), y en los cortes oblicuos a 100,000 X, se
observaron bacterias de forma de ovoides a esférica, con paredes
gruesas, intercaladas entre la capa evanescente que envuelve a las
esporas, la cual es de grosor irregular (Fig. 33). Estos resultados,
coinciden con el UGnico trabajo publicado sobre la ultraestructura
de la arquitectura de la pared en 7 especies del género Glomus sp.,
de Bonfante-Fasolo y Schubert (1986). Estos autores mencionan gque
la arquitectura completa de la pared de la espora tiene un valor
importante en el diagndéstico para la identificacién de una especie
dentro de un género. La descripcidén ultraestructural, hasta ahora,
gse ha hecho en muy pocas especies. Las siete especies de Glomus,
mostraron varios rasgos distintivos de la arquitectura de la pared.
Con base en esta informacidén se confirma que la configuracidn de la
pared es un buen criterio taxondémico. Muchos rasgos, sin embargo,
fueron compartidos por todas las esporas. Los resultados obtenidos
de este trabajo coinciden con los autores antes mencionados, en: (a)
la presencia de la capa evanescente; (b) la consistencia electrodensa
y la organizacién laminar; y (c) la presencia de bacterias. No
obstante, los cortes transversales de este trabajo se acercan mias a
la descripcién para Glomus occultum y los cortes longitudinales, son
mucho mas parecidos a los descritos en Glomus caledonium. Los
oblicuos coinciden en parte con los de Glomus macrocarpum y Glomus
clarum. Esto nos indica que la necesidad de contar con mds estudios
que cubran no solo la morfologia sino, también, la composicién y
distribucién quimica de sus componentes en la ultraestructura.
Estos estudios permitirian dilucidar si la capa evanescente es iqual

en todas las especies del género Glomus, © si hay un rasgo que las
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pueda diferenciar, ya sea permanente o gue se presente solamente en
alguna etapa de su desarrollo. En este sentido, seria importante
obtener imdgenes por c¢rio-fractura y substitucién de estas capas, Y
andlisis de las superficies, por inmunclocalizacién de glucoproteinas
superficiales especificas. La autorradiografia seria, también, una
técnica importante para la deteccidn de los sitios de sintesis de la
pared y, ademds, para encontrar una correlacidén de esta pared en las
tres familias de hongos arbusculares. El valor taxondémico de estos
estudios se relacionaria con la evolucién de las zigdsporas a
clamidésporas asexuales y, probablemente, permitiria explicar la
presencia y las diferencias de esta capa en los diferentes taxones.
Es ya conocido el hecho de que la capa evanescente, entre las
familias, es fdcil de reconocer, pero no dentro de cada familia. Asi,
las esporas de la familia Acaulosporaceae presentan, por lo regular,
ornamentaciones en la capa evanescente, y en los géneros de la
familia Gigasporaceae que presentan la capa evanescente, ésta se
distingue por ser generalmente muy olgada.

3.3 Capa Interna de la Pared de las Esporas.
3.3.1 Corte longitudinal.

Estas esporas presentaron un didmetro de 130 a 150 i, la hifa de
sujecién o sustetora tiene forma de embudo, lo que propicia que la
forma de la espora tienda a ser piriforme. Su pared se observd
constituida por dos capas, una externa muy electrodensa, con un
grosor, aproximado de 0.5 u, y otra interna con un grosor de 2 a 2.5
¢ ésta dltima reveld una conformacidén alveolar de las
ultramicrofibrillas electrotransparentes. Las observaciones con
aumentos de 65,000 X, permitieron reconocer de manera clara la
conformacidén alveolar, la cual es mayor hacia la parte mas interna
de la pared que, también, es mas electro-transparente; en tanto que,
hacia la parte exterior, el arreglo alveolar es menos marcado y la

pared es mas electrodensa. Por otro lado, la parte mas profunda de




la capa interna de la pared, parece estar separada del contenido
interno por una lamina basal muy delgada y electrotransparente (Fig.
30). Ademds, se pudo observar claramente la capa externa o0
evanescente, con su disposicién laminar, que puede estar constituida
de 4 a 5 subcapas. Es de gran importancia sefialar, desde el punto
de wvista cualitativo, el extraordinario parecido de los cortes
longitudinales de la capa interna, del esporacarpo y la espora madre,
ya que ambos presentaron un arreglo morfo-ultraestructutral de forma
alveolar. Esto dGltimo nos indica, probablemente, que ambas esporas
estan constituidas por los mismos elementos, con igual arreglo
ultraestructural. Esto UGltimo puede deberse a que ambas estructuras
proceden de la misma unidad formadora de propagulos, donde el mismo
hongo produce los mismos patrones de organizacidn en estructuras
homdlogas. En cuanto a la morfologia externa, se puede apreciar que
el parecido de ambas, esporas es extraordinariamente igual, variando
solo el tamafio, como se observa en la micrografia 19. Por otra parte,
estos resultados corroboran que la técnica wutilizada para el
procesamiento de estas esporas fue adecuado, ya que permitio observar
elementos ultraestructurales muy importantes de manera muy clara y
sin producir dafios en la micromorfologia de la pared.

3.3.2 Corte transversal.

Con este angulo de inclinacidn, la capa externa de la pared de la
espora se observd compacta y muy electrodensa con un grosor de 0.3
i; en tanto que la capa interna presents un grosor de 2 a 2.5 p. No
obstante, lo mds importante fue el aspecto ultramorfolégico, el cual
pierde la forma alveolar, antes descrita, y en su lugar se torna
homogénea, observandose muy claremente las ultramicrofibrillas
electrotransparentes de manera muy fina, atravesadas unas con otras,
formando una red que forma el esqueleto, de la capa interna, que se
encuentra embebido en una matriz electrodensa, poco abundante y
amorfa. Esta ultramorfologia se puede observar con aumentos de 40,000
a 80,000 X (Fig 31}.
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La orientacién de los cortes puede permitir observar cambios
morfo-ultraestructurales que podrian ser de gran utilidad para
determinar un patrén morfo-estructural, huella especifica o "Finger
print". En este caso, se trataria de una conformacién
ultraestructural interna de la pared ya que su arquitectura, en los
cortes transversales, es diferente a la que se aprecia en los cortes
longitudinales ya que, como se mostrd en los primeros, es de tipo
alveolar vy, ademds, son mucho mis evidentes las ultramicrofibrillas
electro-transparentes Yy, en los segundos, es compacta y homogénea
(Figs. 30 y 31). Es necesario resaltar que 8 esporas mostraron la
misma huella o "Finger print" en la arquitectura de ambas capas,
externa e interna. Es, también, de importancia mencionar que, entre
el primer grupo de esporas (corte longitudinal) y el segundo {(corte
transversal), se apreciaron diferencias en cuanto a su talla. En las
primeras se tuvo un didmetro promedio de 140 u, y en el segundo grupo
de 150; pero, en ambos casos, el grosor de la pared fue similar (2.5
@), aungue fue mas uniforme en el segundo. Por otro lado, cuando el
corte longitudinal varia en su orientacién, la apariencia alveolar
se modifica, debido a que las microfibrillas electro-transparentes
se tornan mas visibles (Figs. 30 y 31).

3.2.3 Corte oblicuo tangencial.

La obtencién de estos cortes implicd un alto grado de dificultad
en todos los aspectos como son: la orientacidn e inclinacidédn, el
tallado de la pieza de inclusidn en forma de piramide, el montaje e
inclinacién en el ultramicrotomo. El nimero maximo de muestras que
se puede obtener del casquete de la pared de la espora es de 5. En
este caso, casi se logré obtener tapetes completos de la capa interna
de la espora a todo lo largo y ancho de ésta (Fig. 32). En el angulo
superior derecho de la parte externa de la capa interna de la espora,
se observaron fragmentos de la capa externa o evanescente, la cual
es muy electro-densa y de constitucién fribrilar como, también, se

puede apreciar en la Fig. 33. La apariencia laminar no es muy clara,
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pero si las microfibrillas electro-densas que forman la capa externa
de la pared. Por otra parte, parece ser dque, con este angulo de
corte, la capa evanegscente es mas facilmente desprendible ya que, en
15 cortes de buena calidad obtenidos de diferentes esporas, ésta se
observa solo a intervalos y en todos, las microfibrillas electro-

densas aparecen muy claras (Figs. 32 y 33).

El 4ngulo de inclinacién del corte, permitid apreciar, a lo largo
y ancho de la superficie de la pared, cuatro arquitecturas diferentes
(Fig. 32). Para ubicar las zonas de la espora usaremos la direccidn
de las manecillas del reloj, de tal manera que el contenido de la
capa interna {localizado de las 12 a las 3) mostrd una apariencia
totalmente fibrilar, donde las ultramicrofibrillas electro-
transparentes se encuentran en gran abundancia, con diferentes
grosores vy longitudes, y c¢on apariencia enmarafada. En ésta
sobresalen dos zonas: {(a) una externa donde las ultramicrofibrillas
electro-transparentes se observan mas finas formando una red; y (b)
otra interna caracterizada por presentar ultramicrofibrillas electro-
transparentes, de mayor calibre, en disposicién longitudinal vy,
aparentemente, en la misma direccién, aunque conforme nos acercamos
a las 3 (considerando el reloj) éstas se observan en disposicidn
paralela. Por otro lado, el material amorfo electro-denso se observd
en mucho menor proporcidn (Fig. 32). De la zona que cubre las
manecillas del reloj de las 3 a las 6 se observa la capa evanescente
similar a la anterior. Sin embargo, en la capa interna se puede
distinguir una zona externa y una interna en las que no se aprecian
claramente las ultramicrofobrillas electro-transparentes. En lo que
respecta a la zona de las 6 a las 9 (segun el reloj), la capa
evanescente estd prédcticamente ausente; la capa interna parece estar
constituida de tres subcapas: una externa de aspecto granular y con
el menor grosor (0.3 pu); una central menos electrodensa vy,
finalmente, una interna mds electro-densa y con ultramicrofibrillas
electro-transparentes mucho mds visibles, y en la parte mas interna,
se delinea una zona mds electro-densa; estas dos Ultimas subcapas
aparecen del mismo grosor (0.6 p). De las 9 a las 12, se pudieron
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observar fragmentos de la capa evanescente, pero no asi la estructura
fibrilar. La capa interna parece estar constituida por 3 subcapas
diferentes, con un contenido de un material amorfo compacto, en el
que no se observaron las ultramicrofibrillas electro-transparentes,
como se observaron en su contraparte (Fig. 32). Estos resultados se
apreciaron en 7 cortes de 9 de diferentes esporas (Fig. 32). En la
mayoria de 1los cortes el color obtenido fue gris claro, es decir,
de aproximadamente 50 a 70 nm, obteniéndose una excelente resolucidn
para las ultramicrofibrillas electro-densas, en forma de espiculas,
presentes en la capa evanescente, y las muy importantes
ultramicrofibrillas electro-transparentes muy bien definidas que
constituyen, principalmente, el esqueleto de la capa interna. Estos
resultados coinciden con lo mencionado por Pearlmutter y Lembi,
(1978), citado por Mosse (1986), en lo referente a que la quitina es
electro-transparente y se encuentra embebida en la quitosana electro-
densa que forma la matriz. Este tipo de ultraestructura igualmente
ha sido observade por Bonfante-Fasolo y Vian (1584) en Glomus
epigaeum; por Bonfante-Fasolo y Schubert (1986) quienes 1lo
describieron, también, en Glomus clarum Yy Glomus caledonium y, m&s
recientemente, por Miller y Jefries (1994) en Glomus geosporum. Estos
primeros resultados revelan la fuerte homologia existente entre
varias especies, dentro de un mismo género. No cobstante,
probablemente, se podrian reconocer diferencias entre éstas, como por
ejemplo: en el grosor de la pared, y en el contenido, cantidad y
distribucién de quitina, quitosana, celulosa y taninos, entre otros

de sus constituyentes.

3.3.4 Corte oblicuo.

Para estos cortes se utilizaron esporas colectadas a los 45 dias
después de iniciada la esporulacidn es decir, 15 dias mas de
desarrollo gque las anteriores. AtUn cuando el diametro de las
esporas fluctudé de 170 a 200 u, unicamente fueron seleccionadas las

de menor diametro, para mantener la escala del diametro lo méas
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uniformemente posible entre todas las muestras trabajadas, es decir,
entre 150 y 170 . En las observaciones de estos cortes, a 30000 X,
la capa interna aparece constituida por 4 laminas, las cuales
mostraron un parecido con lo observado en la figura 32 (9-12 del
reloj)

A 70,000 X se pudo observar, con gran detalle, todas 1las
caracteristicas mas sobresalientes de la capa interna de la pared de
la espora. La capa externa o evanescente mostrd diametros de 1 a 1.5
i, con estructuras ovoldes parecidas a bacterias, que se encuentran
incluidas en ésta. Se pudieron observar, ademds, en ciertas regiones
de la parte basal, filamentosg laminares muy electro densos; aungue
la mayoria tienen aspecto granular y menos electrodenso (Fig. 34;
dngulo superior). La capa interna, mostrd 4 subcapas o laminas, con
caracteristicas ultramorfolégicas muy bien diferenciadas, con
respecto al arreglo de las ultramicrofibrillas electro-transparentes,
que constituyen el esqueleto de la capa interna y crean la

laminacidn.

La primera subcapa o ldmina es la mids externa, y tiene un grosor
aproximadamente de 800 nm y es menos electrodensa que la parte
interna. Las ultramicrofibrillas electro-transparentes se observaron
en posiciones longitudinal y radial, formando una red muy fina,
embebida en una matriz electro-densa y escasa. También se pudieron
obgervar, en el centro de esta subcapa, paquetes de
ultramicrofibrillas electro-transparentes dispuestos en forma
longitudinal y paralelos, donde la matriz es tanto mas abundante como
vigible; esta zona es diferente en sus extremos (Figs. 34-36). Lo
antes observado nos indica como la conformacidén de esta subcapa va
cambiando, desde la parte mas externa hasta la mas interna. Sin

embargo, ésta se distingue totalmente de la siguiente subcapa.

La segunda subcapa present® un grosor aproximado de 450 nm., donde
las microfibrillas electro-transparentes, se observaron en

disposicién de semi-arqueada a arqueada.




La tercera subcapa, con un grosor aproximado de 900 nm, las
microfibrillas estdn dispuestas en forma arqueada, siendo 1los
extremos de sus arcos mads electro-densos y las partes apicales ©
curvadas electro-transparentes, donde se definen muy bien las

ultramicrofibrillas de, aproximadamente, 15 nm.

La cuarta y dltima subcapa esté separada de la tercera, por una
gran cantidad de microfibrillas dispuestas paralela Y
longitudinalmente, obervandose una zona fuertemente electrodensa, que
permite ver claramente las microfibrillas. Después de esta zona
lineal electrodensa, la cuarta subcapa o ldmina se observa similar
a la primera aidn en el grosor (800 nm). Considerando las cuatro
subcapas, el grosor total de la pared fue, aproximadamente, de 3 pu
(Figs. 234-36). Resumiendo, la capa interna esta costituida por 4
subcapas, tanto la externa como la 1interna, presentaron las
microfibrillas en forma de una fina red y dos centrales, con
disposicién helicoidal, siendo la primera la mas angosta y menos
arqueada. Estos resultados coinciden, en gran parte, con lo descrito
por Miller y Jeffries (1994) en Glomus geosporum. Estos autores
mencionan que, en secciones oblicuas de la capa interna de la pared
de la espora observadas a bajos aumentos (10,000 a 20,000 X},
presenta una apariencia laminar. Conforme se incrementa el aumento,
la laminacidén se torna mas clara, con laminas poco mas © menos de la
misma anchura, casi uniformes, en las cuales se observan claramente
las bandas electrodensas. Conforme el aumento fue incrémenténdose,
entre las subcapas o laminas aparecen ultramicrofibrillas arregladas
de acuerdo a un modelo arqueado. La apariencia arqueada fue mejor
observada a 60 000 X. Todas las caracteristicas seflaladas por Miller
y Jefries (1994) coinciden con las observaciones realizadas en el
presente trabajo. Sin embargo, no coinciden en tres rasgos
fundamentales: (1) en el nimero de laminas, menor en este trabajo;
(2) en el arreglo arqueado de las microfibrillas en G. geosporum; y
(3) en el grosor de las subcapas que se desvanecen hacia la parte
interna de la pared en forma decreciente. Las capas o laminas mas

externas (de 800 nm) sobrepasan a las internas (de 70 nm), la zona
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arqueada cubre el 80% del total del grosor de la pared y el 20%
restante, mostrd mayor electrodensidad y carece del modelo argueado.
Es muy importante mencionar, que estas dos Ultimas caracteristicas
ultraestructurales, observables a mas 50 000 y mencs de 100 000 X,
permitieron diferenciar las esporas de este trabajo de las de Glomus
geosporum. No obstante, estos resultados confirman, nuevamente, gue

el género de estas esporas es Glomus.

Esto Ultimo, a su vez, es reforzado por dos trabajos a nivel
ultraestructural de gran importancia : (1) Mosse (1970), quien define
las caracteristicas ultraestructurales de la pared en la familia
Acaulosporaceae, que carece del modelo arqueado de las
microfibrillas; y (2) Sward (1981), gquien hace wun analisis
ultraestructural de la pared de Gigaspora margarita, incluyéndola en
la familia Gigasporeceae, en la que sobresale la presencia de una
capa o lédmina membranosa y en donde la disposicién en forma arqueada
de las microfibrillas no existe.

Ademas, son de importancia relevante los trabajos de Bonfante-
Fasole y Vian (1984); Bonfante-Fasolo y Grippioclo (1984); Bonfante-
Fasolc y Schubert (1986); Mosse (1986); Yao, Pegler y Young (1992};
y Miller y Jeffries (1994) sobre la diferenciacidén de varias
caracteristicas compatibles, entre ellas, las mds relevantes son la
de la forma arqueada, modelo arqueado o helicoidal, presente en los
géneros de la familia Glomaceae. En el presente estudio, la capa
interna de las esporas mostraron dos subcapas en medio de la capa
interna, de conformacién arqueada, lo que confirma que el género es
Glomus (figs. 34-36). Dentro de éste Ultimo, hay solo 12 especies
estudiadas a nivel ultraestructural, de las 126 identificadas hasta
la fecha, de las cuales, la mitad presentd el modelo arqueado. LoOs
trabajos mas importantes, en cuanto a nimero de especies estudiadas,
son el de Bonfante-Fasolo y Schubert (1986) con 7 especies de Glomus,
y el de Mosse (1986) con dos géneros por familia. En cuanto a las
caracteristiticas muy especificas destacan por su importancia, los
de Bonfante-Fasolo y Vian (1984); Bonfante-Fasolo y Grippiolo (1984);
y Miller y Jeffries (1994), en estos {Ultimos se hace una descripcidn
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muy detallada del modelo arqueado; (Figs 34-36) también encontrado
en este trabajo. Bonfante-Fasolo y Vian describen, en Glomus
epigaeum, una capa interna constituida por microfibrillas electro-
transparentes, dispuestas en forma arquedada e incluidas en un
material amorfo electro-denso, a modo de matriz, siendo la presencia
de las microfibrillas arqueadas mucho mids notoria en la parte mas
externa, dispuestas en 4 o 5 capas de 350 nm de grosor cada una, las
cuales abarcan casi la mitad del grosor total de la capa interna de
la pared de las esporas. La otra parte estd constituida por un
nimero de subcapas gue varian de, 15 a 20, también de forma arqueada.
Esta ultraestructura de microfibrillas arqueadas se va desvaneciendo
hacia la parte mds interna de la pared. Los resultados del presente
trabajo, comparandolos, con Glomus epigaeum, permiten diferenciar
ambas especies a nivel ultraestructural, utilizando siempre aumentos
mayores a 50,000 X. De igual manera, Bonfante-Fasolo y Schubert,
describen la forma arqueada de Glomus macrocarpum Yy Glomus

caledonium, entre siete especies diferentes de este mismo género.

Para G. macrocarpum mencionan gque, a bajo aumento (menos de 20,000
X} la capa interna se observa laminada u organizada en subcapas de
diferente electrodensidad la cual, a menores aumentos, se observa
gruesa y compacta pero, a mayores aumentos, se reconoce la tipica
estructura helicoidal constituida de 10 a 14 capas de 800 nm de
grosor. Este modelo, que se encuentra embebido en un material
electrodenso que sirve de matriz, es observable solo en cortes
oblicuos debido a que las microfibrillas, electro-transparentes
dispuestas paralelamente, al rotar la espora 180° se tornan
arqueadas. En Glomus caledonium, la capa interna contiene subcapas
o laminas tipicamente constituidas por fibras electro-transparentes
con disposicién paralela. En la mayor parte de la capa interna de la
pared, las microfibrillas aparecen organizadas en paguetes de arcos,
bien definidos en la zona intermedia, c¢on un ancho de 300 nm, con
los arcos de menor tamafio dispuestos a los lados. Por lo que a G.
macrocarpum y a G. caledonium se refiere, también se pueden

diferenciar, a nivel wultraestructural, en las esporas aqui
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estudiadas, ademds, se vuelven a ratificar las diferencias con
aumentos de menos 20 000 y mds 50 000 X. Por lo tanto, estos
resultados indican que existen realmente diferencias en 1la
organizacioén del arreglo arqueado de la capa interna de las esporas;
1o que puede ser de gran valor taxomémico para la identificacidn y/o
diferenciacidén de las especies. Lo antes expuesto, se apoya en
algunos de los autores ya antes indicados {Bonfante-Fasolo, Schubert
y Grippiolo, 1985; Bonfante-Fasolo y Schubert, 1986; Y Mosse, 1986) .

El andlisis ultraestructural de la arquitectura fina de los
componentes de la pared, permitidé obtener nuevos conceptos y
terminologias usadas, ahora, como un conocimiento nuevo.

De este modo, las observaciones de las unidades fibrilares
electro-transparentes, embebidas en una matriz amorfa electrodensa,
pudieron mostrar un orden continuo, de acuerdo a la posicidn,
obteniéndose paredes unitarias. Alternativamente, la posiciodn de las
fibrillas origina una textura arqueada, debido a que las subcapas
regularmente son rotadas a través de un orden fibrilar y a lo largo
de pequefios angulos, con respecto a las subcapas previas (Nevolle y
Levy, 1984; Bonfante-Fasolo y Vian, 1984; y Miller y Jeffries,
1994) . Este tipo de organizacidn es responsable de la "laminacidn"
de la capa interna de la pared, asi como de la apariencia arqueada
de las unidades fibrilares, del nimero y del ancho de éstas, lo que
depende del &ngulo de inclinacién de los cortes oblicuos (Mosse,
1986; y Miller y Jeffries, 1994). Todos los autores antes mencionados
concuerdan con los resultados aqui descritos, confirmé&ndose que la
pared constituye, actualmente, un verdadero y estable criterio
taxonémico, para la identificacidén de esporas de HMA, ya qué todos
los ejemplares hasta hoy estudiados, a nivel ultraestructural,
muestran diferencias en la arquitectura de la pared, lo que sugiere
un diferente ritmo de la depositacién £fibrilar durante la
morfogénesis de la espora. Lo antes expuesto justificd que, en el
presente trabajo, se analizaran también las paredes del hongo a nivel
ultraestructural, lo cual serad descrito posteriormente.
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Al analizar los resultados obtenidos en este trabajo se vera que,
de acuerdo a la diferente orientacién de 1los cortes, podemos
encontrar una correlacién entre ellos, que indica la organizacidn
interna de la estructura fina que conforma la pared. De tal manera
que, en estos casos, seria de gran valor el andlisis de la pared de
la espora en tercera dimensidén, wmediante cortes seriados y la
construccién de hologramas computarizados. Hay dos trabajos muy
importantes que hacen énfasis en este aspecto y, en muchos de sus
resultados, coinciden con los resultados de este trabajo. El mas
relevante, por tratarse del primer tipo en su género, fue escrito por
Neville y Levy (1984) y, diez afios después, el de Miller y Jeffries
(1994) también Unico en su género, y que incluye de gran manera este
tema. El primer trabajo origind una gran controversia porgue, en
éste, también se describe el modelo arqueado; la gran diferencia es
que es descrito para el alga Nitella opaca, donde Neville y Levy
mencionan la ultraestructura de la pared celular de esta alga
indicando una organizacién de "montones o pilas" de microfibrillas
de celulosa en disposicidén helicoidal o arqueada, incluidas en una
matriz electrodensa. Estos autores mencionan que una helicoide es un
miltiplo de capas sobre puestas "plywood" constituidas por capas de
microfibrillas paralelas. En éstas hay un cambio progresivo en la
direccién de capa a capa, de acuerdo a la inclinacidn, obteniéndose
un modeloc arqueado en secciones oblicuas. Lo mencionado por estos
autores coincide, en gran medida, con la descripcidén de los modelos
obtenidos de acuerdo con la inclinacidén, con la cual se crea un
efecto visual en el que las microfibrillas adoptan un modelo
arqueado. Sin embargo, hay dos aspectos importantes por considerar
en los trabajos de estos autores: (1) el modelo helicoidal o
arqueado es descrito para esta alga; y (2} los constituyentes
quimicos ultraestructurales, deben de ser muy diferentes, segin sea
la pared celular del alga o la de una espora de un hongo (que es una
estructura de resistencia). No obstante, las imidgenes mostradas en
ambos trabajos, al compararlas en las diferentes inclinaciones,
coinciden notablemente en su aspecto sub-arquitecténico, y describen
el primer modelo helicoidal en un holograma computarizado, que

e e — e
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muestra a fondo el efecto de la forma arqueada. Haciendo referencia
a esto, Miller y Jeffries (1994) realizan algo parecido a los autores
anteriores, pero con Glomus geosporum, obteniendo resultados
extraordinariamente similares, tanto en las imAgenes del modelo

arqueado o helicoidal como en el modelo computarizado.

Dentro de estos resultados, es extraordinariamente sorprendente
la recopilacién bibliografica a la que hacen mencidén Neville y Levy
(1984), respecto a las especies de diferente taxa que poseen en su
pared el modelo arqueado de microfibrillas orientadas helicoidalmente
Y que incluyen, cuando menos, 60 géneros de diferentes grupos coOmo
son: Chlorophyceae, Phacophyceae, Charophyta, Briophyta, Shenopsida,
Filicopsida, Spermatophyta, Gynospermas, y Angiospermas (tanto mono
como dicotiledoneas), siendo en estos dos dltimos mucho mas
difundido. '

Mosse (1986) menciona que la estructura helicoidal, también se
encuentra en algunos crustdceos y artrdpodos. La misma autora
concluye sobre el aspecto argueade en las esporas de los HMA, que
cada capa mostré el modelo caracteristico de las microfibrillas en
forma arqueada y laminar, los cuales son artefactos producidos cuando
una estructura helicoidal continua {(espiral), es seccionada
tangencialmente. Dos arcos corresponden a una hélice o espiral
completa. Modelos similares han sido observados en las fibrillas de
celulosa de la pared de los tricomas de las raices. Tales modelos,
también, se encuentran en células del hipocotilo y en la cuticula de
insectos, constituida por fibrillas de quitina.

Bonfante-Fasolo y Schubert {1986) mencionan que el modelo arqueado
depende de la orientacién del corte y de la inclinacidén de la
observacién, y que este modelo ya habia sido descrito por primera vez
en el esqueleto de un cangrejo (Bouligard, 1965). Posteriormente,
en la oospora de Chara vulgaris, una alga Chorophyta, descrito por
Baynes (1972); en Bryophytas en la parte del meristemo de Rhacopilum
tomentosum, (Schneppe et al., 1978); en la epidermis, cortex e
hipocotilo de plantas dicotiledéneas (Roland, 1981; Reis, 1981;




epidermis, parénguima del tallo, coleoptilo; fribras del
esclerénquima, pelos de raiz, y base de las hojas del colénquima,
(Pendland, 1979; Parmeswaran y Liese, 1980 y 1981; Satiat-
Jeunemaitre, 1981; Juniper et al., 1981; y Ploymaekers, 1380 y 1982) .
El modelo arqueado de las fibras es solamente un artefacto como
coinciden Nivelle y Levy, 1984; Bonfante-Fasolo y Schubert, 1986;
Mosse, 1986; y Miller y Jeffries, 1994. Este Gltimo autor, enfatiza
que este tipo de organizacidén estd ampliamente extendido en la
naturaleza. Sin embargo, lo peculiar y sobresaliente de estos
resultados es que el modelo arqueado o helicoidal, entre todos los
hongos hasta ahora estudiados a nivel ultraestructural, solo esta
presente en los HMA el cual solo ha sido referido a la pared de las
esporas. Dentro de los, aproximadamente, 20 tipos de paredes de
esporas pertenecientes a las diferentes especies analizadas (de las
cuales 12 pertenecen a Glomus) por lo menos la mitad de estas Ultimas
mds la de este trabajo, presentaron el tipico modelo helicoidal o
arqueado propuesto por Neville y Levy (1984); Bonfante-Fasolo y Vian
(1984); Bonfante-Fasolo y Schubert (1986); y Miller y Jeffries
(1994). Ademds, debido a que la organizacién o distribucidn de los
arcos en el interior de la pared de todas las especies de HMA fueron
diferentes, podemos decir que cada especie tiene su propia huella o
"Finger print", que permitiria diferenciarlos entre ellos, y que se
basaria en el arreglo de las microfibrillas electro-transparentes las
cuales tienen su poder de resolucidén en aumentos > a 50,000 X; y en
cortes ultrafinos (50-80 nm) con inclinacién cbhlicua,

preferentemente.

Estos resultados demuestran la gran complejidad de la pared de las
esporas, la cual puede ser definida; claramente, por grande aumentos
en cortes con diferentes &ngulos de inclinacién. La informacidén
obtenida en este trabajo reune un cimulo de experiencia que puede ser
itil para la diferenciacién taxondmica . Los resultados obtenidos de
la morfologia de Glomus mosse, con el microscopio estereoscépico,

6ptico y con el de barrido utilizando aumentos de: 50, 800 y 10 000
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X, respectivamente, coinciden con las descripciones de esta especie
hechas por otros autores (Gerdemann y Trappe, 1974; Walker,
1983;Schenck y Pérez, 1990; Morton y Benny, 1990; Brown y King IN:
Schenck, 1992; y Morton y Betivenga, 1994). De igual menera, las
observaciones realizadas en los cortes transversales y, en parte, los
longitudinales con el MET, y a bajo aumento (< 20 000 X} coinciden
con las caracteristicas ultramorfolbdgicas obtenidas por Bonfante-
Fasolo, Schubert y Crippiolo, 1985; Bonfante-Fasolo y Schubert, 1986;
y Mosse, 1986 para Glomus mosse. Estos autores mencionan que, en
esta especie, la pared esta costituida por una capa externa delgada
y otra interna, compacta, con un grosor de 2-7 u (Gedermenn y Trappe,
1974) . Las observaciones ultraestructurales mostraron dos paredes
diferentes; una exterior, poco electrodensa, de grosor variable y con
un contenido bacterinc que le causa lisis. La capa interna contiene
abundantes fibras electro-transparentes ordenadas y embebidas en un
material electrodenso. No se observan capas o laminas y, mucho
menos, la forma arqueada, ya que ésta tiene una apariencia homogénea.
Sin embargo, en el presente trabajo, los cortes ultrafinos (50-80C
nm), oblicuos y con aumentos de 70 000 y 90 000 X, permitieron
observar 4 laminas o subcapas de las cuales las dos centrales poseen
el modelo arqueado. Esto indica que la espora estudiada en el
presente trabajo no pertenece a la especie mosse y que, ademds, este
tipo de arreglo arquitectdénico de la estructura fina no ha sido
descrito hasta el momento. Al comparar con las especies gue
presentaron el modelo arqueado, en la mayoria de los casos, la
laminacién helicoidal se observa mejor en la parte externa de la capa
interna. Sin embargo, en este caso, fue central por lo que podriamos
estar hablando de una nueva egpecie de Glomus perteneciente a las que
presentan el efecto del arreglo helicoidal en los cortes oblicuos,
como son: G. epigaeum; G. geosporum; G. versiforme; G. macrocarpum;
y G. caledonium, a diferencia de las que no lo presentan como son:
G. mosse; G. fasciculatum; G. constrictum; G. occultum; G. fuegianum;
y G. clarum. Con base en lo anterior podriamos considerar una
subdivisién del género Glomus es decir: las especies que contienen

el modelo argueado y las que no lo presentan. Esto permitiria
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separar estas dos lineas con un verdadero valor taxonémico vy,
probablemente, con repercusiones evolutivas (Walker, 1982; 1983;
1986; y 1992; Morton, 1990; Morton y Benny, 1990; Walker y Trappe,
1993; Rosendahl, 1996 ; y Chambers et al., 1996). Este hallazgo
podria ser tan importante como el que significd, para la familia
Gigasporaceae el que, al estudiar las paredes de estas esporas, se
encontraran la existencia de una estructura en forma de escudo, en
algunas de sus especies. De tal manera que, las que lo presentaron
constituyeron un nuevo género llamado Scutellospora, y las carentes
de ella el género Gigaspora {Walker y Sanders, 1986). Ahora parece
ser que Gigaspora podria separarse nuevamente, ya gque estudios
ultraestructurales realizados por Sward (1981 a,b y c¢); y Walker y
Sanders (1986} sobre la pared de estas esporas, a través de su ciclo
biolégico, muestran una nueva caracteristica relativa a las
modificaciones producidas en la estructura fina de la pared durante
la germinacién. Estos autores mencicnan que hay dos tipos de
germinacidn observados en las esporas del género Gigaspora Gerd &
Trappe; uno representado por Gigaspora gigantea (Nicol & Gerd) Gerd
& Trappe, en ésta, el tubo de germinacidén emerge directamente a
través de la pared de la espora; el otro tipo esta representado por
Gigaspora calospora (Nicol & Gerd) Gerd & Trappe. En ésta, se forma
una estructura especializada por donde emerge el tubo de germinacidn,
antes de pasar a través de la pared. Este tipo de germinacidn ha sido
descrito como una compartamerizacidn, (Koske, Miller y Walker, 1982;
Walker y Sander, 1986; y Sward, 1986). Al respecto, semejantes
compartimientos han sido estudiados por Mosse, 1970 solo que, en
observaciones de esporas pertenecientes al tipo sesil color miel
"Honey-coloured sessile" hoy clasificada como Acaulospora laevis,
perteneciente a la familia Acaulosporaceae. En esta tiltima, también
el analisis por MET estd aportando mds elementos que permitan tener
nuevos conceptos taxondmicos en los Glomales. Asi, el modelo
arqueado o helicoidal presente en la pared de la mayoria de las
especies del género Glomus, hasta hoy estudiadas, podrian separar a
éste, en dos grupos o crear un nuevo género, f{(como el caso de
Gigaspora y Scutellospora) con su especie holotipo vya que,
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aproximadamente, el 50% de las especies estudiadas presentaron este
modelo. Al respecto, Morton (1990) menciona la ontogenia de las
esporas en la familia Glomaceae; segln sus estudios mas recientes.
En especies con una estructura laminar en la capa interna, las
esporas se forman por la expansién de la punta del esporoforo "the
sporophore tip" y con el gradual engrosamiento y la madurez. La
pared no reacciona con el reactivo de Melzer”s. Consecuentemente,
mis trabajos son necesarios para aclarar la secuencia ontogénica
dentro de las especies del género Glomus, con una mayor diversidad
en extructuras en las paredes. Walker (1992) Indica gue Glomus debe
ser considerado como un género polifilético, por lo que es necesaria

su revisiodn.

Los estudios ultraestructurales de varias especies de Glomus
realizados por: Bonfante-Fasoclo y Vian, (1984); Bonfante-Fasolo y
Schubert, (1987); Yao et al., (1992); y Miller y Jeffries, (1994),
tienen una gran importancia en el entendimiento de la estructura de
la pared de la espora en este género, pero se requieren muchos mas
estudios para completar la apariencia del mural arqguitecténico en
detalle. Por ejemplo, en muchas especies un arreglo helicoidal de
microfibrillas dentro de las laminas de 1la caba interna, han sido
demostradas y, en otras especies, este modelo helicoidal no es
evidente (Mosse, 1986; Bonfante-Fasolo y Schubert, 1986). Esto nos
sugiere que la arqguitectura de la pared difiere dentro del género.
En este caso, los resultados obtenidos con el microscopio
estereoscdpico, Optico y MEB, y los obtenidos por la Dra. Dalpe,
dieron un 80% de seguridad de que las esporas analizadas en el
presente estudio pertenecen a Glomus mosse; sin embargo, el 20%
restante corresponde a la informacién obtenida con el Microscopio
electrdnico de transmisién que indica que las esporas si pertenecen
al género Glomus, pero no a la especie mosse. Esto ratifica la
importancia del andlisis de la pared con MET, para la taxonomia y
todas sus implicaciones (reproduccién, desarrollo, adaptacidn,
especiacidn, distribucidén, ecologia, biogeografia, coevolucién,

biologia molecular, etc). Lo antes expuesto nos hace recapacitar




en lo mucho que falta por investigar de estos hongos, sobresaliendo,
entre otros aspectos, su taxonomia la cual tiene atn puntos confusos
que requieren ser aclarados (Koske y Walker, 1985; Walker, 1982,
1983, 1986 y 1992; Morton, 1986, 1990; Morton y Benny, 19%90; Walker
y Trappe, 1993; Rosendahl, 1996; y Chambers, 1996). No obstante,
actualmente los grupos taxondmicos son reconoc¢idos y ordenados por
caracteristicas morfolégicas estables y discretas (Morton ¥y

Betivenga, 199%4).

Las caracteristicas morfolégicas del micelio y de las esporas de
los glomaceos, contienen suficiente informacidén para jerarquizar el
orden de las especies en un &4rbol filogenético (Morton, 1990) vy
definir grupos taxonémicos (Morton y Benny, 1990}). La diversidad
puede estar confinada a nivel subcelular en la organizacidn, dentro
de una variacién discreta y expresada en la pared de la espora,
reconocida entre todas las 150 especies (Morton, 1988; Schenck y
Pérez, 1990). Las familias y los géneros, dentro de los glomales,
difieren en la estructura con las que fueron originadas las esporas,
al igual que el arreglc de estas Gltimas como, probablemente, sus
micelios y el tipo de colonizacidn. (Morton, 1988; Bonfante-Fasolo
y Schubert, 1986; Mosse, 1986; Morton y Benny, 1990} .

Las esporas de todos los Glomales, se desarrollan en dos fases:
(1) la espora se expande completamente con una diferenciacidn a nivel
subcelular; y (2) la sintesis de 1, 2 6 mas paredes internas,
flexibles, de origen independiente de 1la pared, pueden ser
reconocidas e interpretadas. Las caracteristicasg de las estructuras
dentro de la espora incluyen diferentes elementos estructurales
nuevos, gque se han ido incluyendo en 1la terminologia de las
caracteristicas con wvalor taxondmico (Walker, 1983, 1986, 1992;
Bonfante-Fasolo, Schubert y Crippiolo, 1985; Bonfante-Fasclo vy
Schubert, 1986; Mosse, 1986; Morton, 1988; Yao et al., 1992; Miller
y Jeffries, 1994). La teoria de que la ontogenia recapitula a la
filogenia, se cumple sélo cuando nuevas caracteristicas son agregadas

para términos adicionales (Gould, 1977)}. Cuando los periodos en
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diferentes taxas son considerados homdélogos, pueden ser arreglados
jerdrquicamente por andlisis cladistico (Wiley, 1981). La nueva
nomenclatura basada en las aportaciones de las observaciones de la
pared con el MET, refuerzan todos estos puntos o0 conceptos
mencionados anteriormente, pudiéndose adicionar una casi ilimitable
experimentacién que se puede realizar con este maravilloso
instrumento cientifico, con el que se ha podido lograr la
identificacién gquimica cualitativa y cuantitativa; como ha sido
propuesto por Bonfante-Fasolo y Grippiolo (1984) en su "Cytochemical
and Biochemical Observations on the Cell Wall of the Spore of Glomus
epigaeum", donde identificaron las fibras de quitina, polisacaridos,
proteinas, esporopolenina y melanina dentro del modelo arqueado,
como, también, trabajos con isoenzimas (Chambers et al., 1996), vy
mas recientemente, la variacién dentro de los hongos endomicorrizicos
arbusculares, al ser examinados usando la amplificacidén de porciones
de los genes ribosomales y, subsecuentemente, el andlisis de la
secuencia que ha proporcionado una gran informacién sobre un nimero
de taxas (Bruns, Fogel y Taylor, 1990; White, Brons, Lee y Taylor,
1990; CGardes y Bruns, 1993; Simon, Lalonde y Bruns, 1992; Simon,
Levesque y Lalonde, 1992) . De esta manera, se demuestra una vez mas
la gran utilidad del MET, para la investigacidn de estos organismos,
desde nivel ultraestructural hasta el molecular, para conocer la
arquitectura fina, tanto de la pared de las esporas como del micelio

y, de este dltimo, de la manera como se describe a continuacifn.

3.4 Hifa Sustentora de la Espora.

3.4.1 Zona Superior del Embudo.

3.4.1.1 corte transversal.

Las obgervaciones realizadas en estos cortes, permitieron conocer
la ultramorfologia interna de las paredes que constituyen la parte
apical y basal de la llamada "hifa sustentora en embudo". Esta

estructura es de gran importancia taxondmica, particularmente para
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la identificacién de los géneros de los hongos arbusculares. No
obstante, los estudios a nivel ultraestructural son muy escasos. La
realizacién y obtencidén del seccionamiento de las estructuras, en
cortes ultrafinos es una tarea ardua y dificil, debido a: (1) la
orientacién de la estructura en el ultramicrotomo; y (2) la
dificultad para la obtencidén de cortes seriados debido a lo
siguiente: (a) el tamafioc muy pequeflo de las estructuras y la
dificultad para observarlas; y (b) la obtencién de buenos cortes
seriados (de gris a gris claro) ya que, estas son muy duras.

Los cortes obtenidos variaron del color dorado a plateado, siendo
los dltimos los mds numerosos, por lo que se podria decir que el
grosor fluctud entre 80 y 60 nm. La parte de esta estructura que
hace contacto con la espora, es la parte mas ancha del embudo, ¥y
tiene una forma que varia de redonda a ovalada, como una rosca O
dona, con un didmetro, aproximadamente, de 14 p, y con una pared de
un grosor que varia de 2.5 a 3 p (Fig. 37). Se pudo observar la capa
evanescente, aunque solo a intervalos, como en los casos anteriores.
La pared se observd laminada a 3 000 X, haciéndose notorias y claras
4 subcapas a 15 000 X. Las cuales sefialan en la pared una zona
interna constituida por 3 subcapas o laminas de, aproximadamente, 0.7
Jii cada una; lo gue da 2 u en total, y otra externa de 1 micra,
aproximadamente. Las laminas o subcapas de la zona externa se
diferencian notablemente, por ser mids compactas y electro-densas; en
tanto que en las laminas de la zona interna, se distinguen las

ultramicrofibrillas las cuales son electro-transparentes (Fig. 37).

Los resultados obtenidos revelaron informacién nueva e importante
sobre la ultramorfologia interna de la pared de la estructura llamada
"hifa sustentora en forma de embudo", encontrandose que, desde un
punto de vista cualitativo, esta estructura y la espora estan
constituidas del mismo material. En ella se observan las cuatro
laminas o subcapas gue constituyen la capa interna de la pared de la
espora. Por lo que podemos decir que el micelio externo se inicia,
en este caso, en la hifa sustentora, presentando casi las mismas

caracteristicas arquitectdnicas de 1las esporas o estructura de
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resistencia. Esta caracteristica refleja su funcidén de estructura
sustentora o sujetadora de la espora en desarrcllo; ya que de su
resistencia depende la sustentacién de la espora atn en contra de
procesos mécanicos o de fractura. Por otra parte, el contenido
citoplasmidtico se observé granular y adosado a la periferia de la
parte interna de la pared. El centro estd totalmente ocupado por
vacuolas vacias que, probablemente, contenian gotas lipidicas las
cuales, quizd, fueron extraidas por los solventes durante el

procesamiento para su posterior observacidn (Fig. 37).

3.4.2 Zona Inferior del Embudo.

3.4.2.1 Corte transversal.

Los resultados revelaron una estructura circular de,
aproximadamente, 7 pu de diametro, con una pared de 1.5 a 2 p de
grosor, cuyas caracteristicas quimicas son similares, desde un punto
de vista cualitativo. Ademas, el arreglo ultramorfolégico
proporciona informacién importante. A 3 000 X no se observa la capa
evanescente; la pared se presenta laminada. A 15 000 se observa con
claridad, que la pared presenta una zona externa y una interna; la
externa es multi-laminada, en tanto que la interna es compacta. En
7 cortes de diferentes esporas no se observd la capa evanescente
(Fig. 38).

Si comparamos los componentes ultramorfolégicos observados en la
patre superior de la pared de la hifa de sujecidén con los de la
inferior, (la cual tiene forma de embudo como es caracteristico en
el género Glomus), se distinguen aspectos muy importantes como son:
(a) la ultra-morfologia de la zona interna en ambas paredes la cual
es totalmente diferente; (b) el grosor de las paredes que es muy
diferentes, ya que la parte superior de la estructura, en forma de
rembudo", es dos veces mads gruesa que su parte inferior; (c) la
morfologia de 1las ultramicrofibrillas electro-transparentes se




observa diferente; en la parte superior, su morfoestructura se
aprecia a todo lo ancho de la pared, en tanto gque en la parte
inferior es poco visible debido a que el material es muy compacto;
y (d) el &rea citoplasmatica en la cual se aprecian diferencias
siendo mucho mayor en la parte inferior (Figs. 37 y 38; parte
superior e inferior de la estructura, respectivamente). Estos
resultados denotan un cambio ultra-morfolégico a lo largo de la
estructura de sostén, lo que denota, claramente, el inicio del
micelio externo a partir de la parte inferior de la estructura en
forma de embudo. ~ Este cambio puede corresponder a dos
caracteristicas wuy importantes: (1) el hecho de que la parte
superior de esta estructura sea el material mas resistente de todos
los materiales hasta el momento cortados; (2) el paso del citoplasma
es mucho mas angosto en esta parte, observandose mucho mias vacuolado;
y (3) las caracteristicas ultramorfoldgicas de ambas partes de la
estructura, denotan una funcidn figsiolégica diferente,
particularmente, entre la estructura de una morfologia de alta
resigstencia de la parte superior y la del inicio del cuerpo hifal

externo, con funcidén de transporte (Figs. 37 y 38).

3.4.3 Zona Central del Embudo.

3.4.3.1 Corte Oblicuo.

La ultraestructura morfoldégica de la pared de la parte media o
central de la estructura de sujecidn de la espora (en 5 cortes
obtenidos de 9 muestras) mostraron, a bajo aumento, (3000-8000 X) una
estructura redonda u ovoide en forma de rosca que, por el efecto del
corte oblicuo, se observd ovalada, de aproximadamente 6 a 7 y,
constituida por la capa evanescente y una pared con un gJgrosor
aproximado de 1.5 a 2 u, compacta en la que no se observan las
ultramicrofibrillas electro-transparentes. A 40 000 X 1las
observaciones en la pared permitieron distinguir dos zonas: (1) una

externa, donde se definen muy c¢laramente las ultramicrofibrillas
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electro-transparentes; y (2) otra interna multilaminada (Fig. 39).
A 110 000 X, se observaron caracteristicas muy importantes, ya que
la zona externa de la pared se encontrd constituida a su vez por 4
subcapas, multilaminadas, muy finas, entre las cuales se encuentran
embebidas las ultramicrofibrillas electro-transparentes, las cuales
son muy abundantes y finas por lo que, esta zona, se observd compacta
y homogénea a aumentos intermedios (de 20,000 a 50,000 X} pero, a
mayor aumento, (de 100,000 a 150,000) se denotan o delinean
claramente, 4 subcapas o ladminas (Fig. 40). Estas capas, miden de
ancho cada una de ellas, de la externa a la interna, aproximadamente:
200; 250; 400; y 200 nm, respectivamente, obteniéndose un didmetro
total, de la zona externa de la pared de, aproximadamente, 1 u (Fig.
40) . Por otra parte, la zona interna, estd constituida por 6 subcapas
cada una de ellas multilaminada, pero con muy distinta
electronegatividad, e intercaladas densas con claras, cuya anchura
de la externa a la mas interna es, aproximadamente, de 250; 50; 150;
50; 150; y 200 nm, respectivamente. El diametro total de la zona
interna de la pared fue, aproximadamente, de 1 micra es decir, gue
ambas zonas, externa e interna, son del mismo didmetro; sin embargo,
la ultra-morfologia es totalmente diferente y forman una pared de,
aproximadamente, 2 g de grosor (Fig. 40}. Las caracteristicas
ultramorfoldgicas llaman mucho la atencidén en varios aspectos: (a)
las capas laminadas, son gruesas y muy electro densas, intercaladas
con ldminas finas electro-transparentes; (b) conforme la laminacién
tiende hacia 1la parte interna, las subcapas electro densas
disminuyen; y (e) la subcapa mas externa y la mas interna, son
totalmente diferentes, ya que esta Ultima no presenta laminacién
electro-densa y, por tanto, tiene muy poca electro-densidad, en
comparacién con la subcapa externa la cual estad totalmente
multilaminada y con una muy fuerte electrodensidad (Fig. 40). Si se
analiza el total de la imagen de la pared, se observan dos aspectos
importantes: (1) en la zona externa de la pared, llaman la atencidn
los espacios o huecos donde se encuentran situadas unas estructuras
cuya forma varia de redonda a ovoide, parecidas a bacterias (Figs.
39-41); y (2) la ultramorfologia total recuerda las caracteristicas
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arquitecténicas de la capa interna de la pared de las esporas de
otras especies de Glomus (G. intraradices in:Rosendahl, J.C. et al.,
1994), las cuales tienen gran semejanza con la Figura 40, donde se
observa la hifa de sujecidn. Este hecho puede ser de suma
importancia en la taxonomia de los Glomaceae, ya que estas
caracteristicas o apreciaciones prodrian contribuir con informacién
nueva, debido a la similitud de estas dos estructuras diferentes,
pero homdlogas porque ambas son de resistencia y, filogenéticamente,
pudiera reconocer alguna coneccién entre las diferentes especies de
Glomus. La hifa sustentora o de sujecién, ademds de su anatomia, (la
cual, de por si, separa los géneros) su ultraestructura podria
diferenciar las especies contribuyendo a su identificacidn. Esta
estructura, a nivel é&ptico, proporciona una gran cantidad de
informacién ya que, a este nivel, se ha estudiado mucho su taxonomia
pero, a nivel ultramorfoldgico la informacién es mucho muy escasa.
De los 13 articulos existentes sobre ultramorfologia de la pared de
las esporas de los Glomaceae, solo uno tiene informacidn al respecto
y ésta es escueta. Por otra parte, a la altura de la estructura de
embudo, en el drea citoplasmatica, llama la atencidn la presencia de
estructuras esféricas electro-densas de dificil identificacién, pero
muy interesantes debido a su gran abundancia (las cuales aparecieron
en 5 cortes de 7 muestras diferentes, Fig. 41). Respecto a esto
Gltimo, Miller y Jeffries (1994), mencionan que, en seccidn
longitudinal, atravesando 1la hifa de sujecidn de 1la espora,
observaron bacterias en el lumen de la hifa de sujecidn, enpaquetadas
junto con el contenido celular. Por otro lado, en el presente trabajo
se observé un septo continuo con una capa electro-densa en el lado
interno de la pared interna. La separacién de las bacterias del
contenido de la espora es visible. A pesar de que éstas son la UGnica
informacién obtenida de esta estructura, es de gran importancia en
los dos aspectos mencionados: (1) que, en ambos trabajos, se observd
la presencia de bacterias libres y en paguetadas tanto en el
contenido celular como en el interior de la pared; y {(2) que en la
estructura de sujecidén de G. geosporum, se presentd un tabique de

separacién; en tanto que en la de este trabajo no lo hay o esta en
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desarrollo, probablemente debido a la temprana edad de la espora (1

mes) en comparacién con la edad de una espora madura (4 meses).

3.5 Micelio Externo.

3.5.1 Micelio Grueso.
3.5.1.2 Corte transversal.

El corte transversal del micelio externo, en este c¢aso
representado por dos tipos de hifas que constituyen el cuerpo del
hongo fuera de la raiz, fue de 1 p de didmetro o sean las llamadas
"hifas delgadas"; y de 5 u las que constituyen el grueso del cuerpo
llamadas "hifas gruesas". Estas Gltimas, que forman el "tallo" del
hongo mostraron, a 10 000 X, una pared constituida por una cubierta
delgada muy electrodensa y, por debajo de ésta, la pared mucho menos
electrodensa que la anterior, pero mucho mas gruesa. A 20 000 X, la
pared, se observa mds electro-densa, partiendo de la parte externa
hacia el centro; y de aqui a la parte mds interna se observd menos
electrodensa. A 40 000 X se observan, con una gran claridad, la
cubierta y la pared; la cubierta exterior es de, aproximadamente,
0.1 u, constituida de varias microfibrillas finas electro-densas,
apiladas y muy compactas (Fig. 42). Esta capa exterior parece tener
similitud con la capa evanescente de la espora, pero es mucho mas
delgada, fina y fragil ya gque, aunque se observa rodeando toda la
pared, solc se conservaron muy pocos fragmentos en todos los 15
cortes obtenidos de diferentes hifas de 5 p de diametro. La pared,
con un grosor de 1 micra, estd constituida en su interior por 6
subcapas de diferente grosor siendo, de la externa a la interna de,
aproximadamente: 80, 130, 170, 120, 270 y 230 nm de ancho,
respectivamente (Fig. 42). A 80,000 X en la pared de la hifa, se
observaron, perfectamente, las 6 subcapas o laminas que la forman
(Fig. 43). Las tres subcapas o laminas externas son dificiles de
diferenciar entre ellas, sin embargo, hay partes en las que se
observaron delimitadas por lineas mas electrodensas, que permiten




diferenciarlas. En tanto que las subcapas internas 4, 5 y 6, se
delinean perfectamente y se muestran menos electrodensas. Al
respecto, es importante hacer resaltar que en la pared total se
observan dos zonas: (1) la primera integrada por las tres primeras
subcapas, que constituyen la parte externa, las cuales son més
electro-densas que las tres que constituyen la zona interna; y (2)
tanto la parte interna como la externa se constituyen de tres
subcapas o laminas dispuestas en orden creciente por su grosor.
Estas caracteristicas nos permitieron diferenciar las dos zonas, la
parte externa y la interna. El1 interior de 1las l&minas esta
constituido por microfobrillas electro-transparentes dispuestas en
varias direcciones y entrecruzadas unas con otras, a manera de una
red, que constituyen el esqueleto filamentoso embebido en un material
electro-denso que es la matriz. Estos materiales ultraestructurales
son muy parecidos a los observados en el interior de la capa interna
de las paredes de sus esporas. Sin embargo, en este caso, la pared
de la hifa parece mostrarse mas compleja debido a: (1) la capa
externa que es mucho mas fina y muy facilmente desprendible o fragil,
en comparacidén a la hombloga evanescente de la espora; (2} la pared
de la hifa que presentd 6 subcapas en tanto que la espora 4; y (3)
el hecho de que en la pared de la hifa se haya delimitado una zona
externa y una interna por su diferente electrodensidad, aun cuando
ambas zonas hayan presentado el mismo grosor (1 micra).

Por otra parte, si correlacionamos ambas paredes, es decir, la de
la espora y la de la hifa, podriamos mencionar que: (1) los cortes
transversales de las esporas, observados desde 5,000 a 15,000 X son
muy parecidos a los cortes de la pared de la hifa observada con
aumentos de 15,000 a 30,000 X; ya que ambas estructuras presentaron
una capa externa electro-densa constituida de ultramicrofibrillas
dispuestas paralelamente, y formando laminas finas facilmente
desprendibles; las paredes se observaron gJgruesas Yy compactas,
constituidas por microfibrillas electrotransparentes dispuestas en
forma de una red dentro de una matriz electrodensa, de un material

amorfo; y (2) si comparamos los cortes tangenciales y los oblicuos




de las esporas, con aumentos de 20,000 a 30,000 X, con los
transversales de las hifas, pero con aumentos de 40,000 a 80,000 X,
podemos observar en ambos: (a) una disposicién laminar o subcapas en
el interior (4 en la espora y 6 en la hifa); (b) zonas electrodensas
(3 en la pared de la espora y 3 y 2 en la hifa) ; y (c) las
microfibrillas electro transparentes y densas que son de una
apariencia muy semejante (compdrece Fig. 32; 9-11 segun las
manecillas del reloj, vy la de la hifa, Fig. 43). De esta comparacidn
se puede concluir que desde un punto de vista cualitativo, no hay
diferencia en cuanto a su composicién y arreglo ultramorfolégico.
Estos primeros resultados indican, que las hifas de 5 pu constituyen
el tronco principal del hongo externo y son las que dan origen y
soporte a las esporas. El que no haya grandes diferencias puede
deberse a que esta estructura da origen a la pared de la espora y a
que el tiempo transcurrido a partir de que se inicia la expansioén de
la hifa para formar la espora y el inicio del desarrollo de la misma,
es tan solo de 1 mes. Por lo que, ambas, comparten muchas
caracteristicas. No obstante, tanto, el modelo arqueado en la capa
interna de la pared de las esporas, como el de la laminacidn de las
hifas son exclusivos, y su contenido es diferente existiendo, en la
espora, una alta concentracién de gotas lipidicas en el citoplasma
y el de la hifa con aspecto totalmente vacuolado y con el citoplasma
replegado en la periferia. En este caso, se distinguen dos
estructuras de forma esférica u ovoide, parecidas a bacterias de 1
a 1.5 p de didmetro, con una pared electrodensa y con un contenido
cuya apariencia varia de granular a reticular electro-densa (Figs.
42 vy 43). Al respecto, Bonfante-Fasolo (1984) menciona gque, en la
organizacién citolégica del hongo, las hifas poseen pequefios nicleos,
mitocondrias y grandes vacuolas. Usualmente contienen, también,
granulos de polifosfatos, goticulas de lipidos vy glucdégeno y, en
algunos casos, orgdnulos semejantes a bacterias, con funcidn ailin no
establecida. Bonfante-Fasolo (1987 y 1988) indica que la estructura
de la pared del hongo es de apariencia fibrilar siendo, en la mayoria
de los casos, semejante a las estructuras de las esporas, por lo que

su ontogénesis, tendria importancia como caracter taxondmico.




Nicolson, (1975) y Walker (1987), mencionan que el estudio de la
pared de las esporas de los HMA, a nivel de microscopia electrénica,

debe de tener una gran importancia taxondémica.

3.5.1.2.3 Corte Oblicuo.

Estos cortes, fueron obtenidos del micelio externo en una zona
alejada de las esporas y de las partes apicales de las hifas (sitio
donde se forman las esporas). Estas hifas que se encuentran entre
la raiz y las esporas, presentaron el mismo diametrc (5 u) y las
caracteristicas morfoldgicas externas antes mencionadas. Los cortes
fueron dificiles de obtener por el grado de dificultad en la
inclinacién, y por la dureza del material; sin embargo, debido a su
tamafic pequefioc fue mads facil que las esporas y que la hifa de
sujecidén. De los 11 cortes obtenidos de 7 diferentes muestras, 8
fueron de un color que varid del dorado al plateado (60-150 nm} y 3
del plateado al gris (50-90 nm).

Las observaciones de estos cortes, a 40 000 X, permitieron
detectar restos de 1la capa evanescente, igual a los descritos
anteriormente, y la pared multilaminada y compacta. A 60,000 X, se
observaron varios rasgos, uno de ellos es la ultramorfologia y
distribucidén de las microfibrillas electro-transparentes que se
obgservan en diferentes disposiciones, desde la parte mas externa a
la mds interna de la pared (Fig. 44; lado derecho). Por otra parte,
se pudo observar, claramente, que la pared estd constituida por 3
subcapas multilaminadas las cuales, de la mas externa a la mas
interna, son de, aproximadamente: B0O; 800; Yy 500 nm,
respectivamente; lo que dié un grosor de, aproximadamente, 2 u, y
reflejd el angulo de inclinacidén, ya gque esta pared es realmente la
mitad (1 micra). Sin embargo, esta inclinacién permitid una mayor
extensién del corte y, por tanto, una mayor drea de observacidn (Fig.
44; lado izquierdo)}. En relacidén a esto Gltimo, en esta misma Fig.
44 (suponiendo las manecillas del reloj) en la Fotomicrografia, de
las 3 a 6, en la capa mads externa, se observaron tres disposiciones
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o arreglos de las ultramicrofibrillas electro-transparentes, de las
cuales se distinguen, aproximadamente, 3 ldminas muy tenues (Fig. 44;
de 7-8 en el reloj). En la segunda subcapa (o intermedia) de la
pared, las ultramicrofibrillas electro-transparentes son mucho mas
abundantes y grandes, con tres disposiciones que delinean tenuemente
3 laminas (Fig. 44; situadas segun el reloj de 7-9). Y en la tercera
capa (o la maAs interna) las microfibrillas electro-transparentes se
observan, enmarafiadas situadas, segun el reloj de 3 a'6, y de 6 a 10,
y delineando 4 ‘laminas tenuemente(Fig. 44). En la parte interna, se
observé una linea muy electro-densa seguida de una electro-
trasparente y la tltima, electrodensa pero mucho mas delgada vy,
finalmente, el citoplasma (Fig. 44). Otro aspecto que llamo mucho
la atencién fue la presencia de bacterias, de forma esférica a oveide
de, aproximadamente, 0.5 pu con pared gruesa Yy electrodensa,
localizadas en cavidades o cavernas en las que se alojan dos o tres
bacterias; cuando el grosor del corte no las alcanza, en su lugar,

aparecen las cavidades vacias (Fig. 44).

Por otra parte, si analizamos las Fotomicrografias 43 y 44,
correspondientes al micelio externo dgrueso o "tronco", podemos
observar que la zona externa de la hifa, cercana a las esporas (Fig.
43) es la correspondiente a la primera capa externa {(de la hifa
central (Fig. 44), donde se observaron tres disposiciones diferentes
de las microfibrillas (de 3 a 6 en el "reloj"; Fig. 44) y su
posterior delineamiento tenue (7 a 8; Fig. 44). La capa central y
la mds interna, 800 y 500 nm, respectivamente (Fig.44), corresponde
a la zona interna de la Fig. 43. Es decir, que ambas estructuras son
congruentes y permiten observar el modelo arquitecténico, a diferente
angulo, lo que aporta una mayor informacién para el reconocimiento
del "Finger print" o "huella digital" del murograma de la pared del
micelioc externo. De esta manera, podemos explicar que la fina y
tenue laminacidén de la zona externa (Fig. 43) es debido al tamafio mas
fino de las microfibrillas electro-transparentes, con tres distintas
orientaciones (Fig. 44). La zona interna es mucho mas visible (Fig.

43) debido a gue las microfibrillas se obsevan de mayor calibre que
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las anteriores (Fig. 44); observdndose, perfectamente, 2 subcapas

laminadas y distinguiéndose tenuemente de 3 a 4 laminas.

3.5.2 Micelio Delgado.

3.5.2.1 Corte transversal.

Estos cortes pertenecen al cuerpo hifal externo llamado, en el
presente trabajc "hifas delgadas®, cuyo didmetro y grosor de la pared
son de, aproximadamente, 2 y 0.5 p, respectivamente. En la pared se
observé la capa evanescente , similar a la mencionada anteriormente,
la pared se observd dividida por una linea electro-transparente que
delimita la pared en, zona externa y zona interna; en esta Gltima se
observaron muy claramente las microfibrillas electro-transparentes
(Figs. 45 y 46). Aparentemente, la ultramorfologia de la pared de
estas hifas delgadas es menos complicada y su pared es mas delgada,
que las anteriores (5 u); sin embargo, guardan una gran similitud
(Figs. 42-44 y 45-46) lo que indica una continuidad ultraestructural
con sus pequefias variantes, de acuerdo al punto de localizacidn del
cuerpo del micelio externo (espora, hifa de sujecidn, hifa gruesa y
delgada) .

3.5.2.1.2 Corte oblicuo.

Se observd claramente, la capa evanescente y la pared finamente
multilaminada (ver cortes seriados Fig. 47 A y B}, con este &angulo
de corte, no se observd la linea divisoria antes mencionada. Sin
embargo, se observaron perfectamente las microfibrillas a todo lo
ancho de 1la pared y, por otro lado, llaman la atencidn las
estructuras esféricas electro densas, no identificadas (Figs. 45 y
46} . En la pared, a 180,000 X, se pudieron observar espacios
cavernosos o cavidades, que contienen estructuras esféricas,
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electrodensas de 300 a 600 nm (Fig. 48). Estas recuerdan, a las
estructuras encontradas también en cortes oblicuos del micelio
externo grueso (Fig. 44), por 1lo que pudiera existir alguna
correlacién, entre ambas estructuras y el tipo de bacterias gque se
albergan en su ultraestructura (Figs. 44 y 48). En cuantc a su
funcién y actividad fisiolégica, no hay suficiente informacidén sobre
la morfologia de la ultraestructura del micelio externo, debido a que
la mayoria de los estudios durante los dltimos 15 afios, han sido
enfocados a la estructura y ultra estructura de las espora. Los
trabajos, sobre el micelio son aln muy pocos por lo que falta mucha
informacién al respecto. 8§in embargo, en el presente trabajo queda,
de manera preeliminar, descrita la ultramorfologia de las hifas
principales del micelio externo, en la parte apical, desde el inicio
del desarrollo hasta la completa formacidén de la espora como una
estructura nueva de resistencia; en este caso, se tratd de esporas
tempranas (1 mes); la hifa de sujecidn o sustentora; y el cuerpo en
si (5 meses). De esta manera, se puede mencionar que la informacidn
obtenida, ademds de ser nueva en muchos aspectos, como lo relativo
a la pared y el crecimiento hifal, pretende contribuir al
conocimiento del estudio de la estructura de las paredes hifales
particularmente en las caracteristicas que pueden ser rasgos
especificos, con atributos para resolver los problemas taxondmicos,
asi como en los procesos asociados al crecimiento. La informacidn
publicada sobre la ultraestructura de las hifas sustentoras y micelio
externc es muy escasa. Asimismo, son muy pocos los articulos sobre
el estudio de esporas de Glomus estudiadas a través de diferentes
tipos de cortes. Es por lo tanto necesario realizar estudios que
incrementen la informacién sobre la ultraestructura y su crecimiento
que permitan aclarar, por lo menos, los 5 puntos importantes que a

contunuacién se indican:

(1) la arquitectura estructural y ultraestructural de las paredes y

su composicidn.

(2) la naturaleza quimica de 1los componentes de la pared, su




arquitectura molecular y sus relaciones quimicas.

(3) los procesos biosintéticos relacionados con la sintesis y el
transporte de precursores, la transferencia de los metabolitos

y su sitio final de incorporacidmn. .

(4) la regulacién e integracién de los procesos relacionados con la

diferenciacién de las paredes.

(5) variaciones de los aspectos antes mencionados en funcidn del

genoctipo, condiciones del medioambiente y edad.

1.2 La Colonizacidén en 13 Raiz.

1.2.1 microscopia optica.

La parte del hongo arbuscular que se desarrolla dentro de la raiz,
llamado micelic interno, estd constituido por tres estructuras que
son: (a) el cuerpo hifal del hongo con forma filamentosa y no
tabicado, cuya funcién es la difusidén y transporte de los
nutrimentos; (b) las vesiculas, que pueden no estar presentes, que
se forman de la divisién dicotémica de una hifa la cual se dilata y
adquiere una forma globosa; éstas tienen funcidén de almacenamiento
de nutrimentos para el hongo, las cuales, en algunas especies, pueden
llegar a transformarse en esporas internas; y (¢) los arbisculos que
gse forman en el interior de las células radicales a partir de una
hifa la que, por medio de miltiples y finas divisiones dicotdmicas
en el interior de la célula huésped, da origen a una estructura
arboriforme, la cual lleva a cabo la funcién de intercambio de
nutrimentos entre el hongo y la planta. Estas estructuras (descritas
por Abbott y Robson, 1984; y estudiadas por: Buwalda et al., 1984;
Cooper, 1984; Bonfante-Fasolo, 1984 y 1987; Bonfante-Fasolo vy
Fontana, 1985; Amijee, Stribley y Tinker, 1986; Lackie et al., 1987;
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entre otros autores) pudieron ser observadas con gran claridad,
después de aplicar la técnica de aclareo y tincidn a 1la raices
colonizadas (Figs. 49-52).

Aungue durante el desarrollo de la MA tienen lugar una serie de
cambios anatémicos y citoldgicos en la raiz, la expresién morfoldgica
de éstos, normalmente, no se detecta a simple vista. Quiza por ello,
la simbiosis ha sido ignorada en estudios sobre fisiologia de la
planta cuando, realmente, forma parte de la misma y el micotrofismo
es, para el vegetal, la forma habitual de adquisicidén de nutrimentos
minerales.

Los dos simbiontes conviven, biotréficamente de forma persistente,
mostrando un nivel de compatibilidad fisiolégica y morfoldgica
extraordinaria. El hongo solo coloniza la epidermis y el parénquima
cortical de la raiz con estructuras primarias, sin penetrar en la
endodermis ni en el cilindro wvascular. Ello indica un controel
especifico del biotrofismo (Figs. 51 A,B,C y 52).

Como resultado de la integracidén morfolégica del hongo y la raiz,
se desarrolla un componente importante del sistema de adquisicidn de
nutrimentos por la planta; una parte lo constituye la (fase
extrarradical de la MA, consistente en una red tridimensional de
hifas que coloniza el suelo en torno a la raiz, el llamado micelio
externo (ya estudiado anteriormente), y la fase intrarradical o
micelio intramatrical, al que se enfoca el siguiente estudio, y que
consite en hifas intercelulares e intracelulares, que pueden estar
ramificadas o no, vesiculas y arblsculos. Estas dos Ultimas
estructuras dieron origen al nombre anteriormente utilizado de MVA
(vesiculo-arbuscular) ya que, actualmente, lnicamente se considera
micorriza arbuscular (MA) por ser éste, el caracter mas constante
(Figs. 49-52).

La fase intrarradical o micelio interno, se desarrolla a partir
de la colonizacidén de la raiz después de que el tubo de germinacidn
de una espora o cualquier otro propagulo viable del hongo MA forma




un "apresorio" y penetra (Figs. 49 A-C).

El hongo, al establcer contacto con la raiz, expresa un mecanismo
de reconocimiénto mediante el ensanchamiento apical de la hifa que
tocé la superficie de la raiz, formando un punto de entrada llamado
"apresorio” a partir del cual se origina la hifa de penetracién
(Figs. 49 A y B). Al respecto, Harley y Smith (1983) mencionan gue
esta hifa puede pasar por los espacios intercelulares; lo normal es
que penetre la pared de las células epidérmicas o la de los pelos
radicales (Bonfante-Fasolo, 1984). Se sabe que el sitioc de
penetracién debe ser fisioldégicamente activo. Concretamente, el
hongo no penetra por heridas ni zonas en las cuales la raiz este
dafiada (Hayman, 1983). Los mecanismos de penetracidén del hongo en
la raiz no estan ain definidos. Se ha sugerido gue puede tratarse
de un proceso meramente mecdnico, mediante la presidén ejercida por
la hifa de penetracién. Sin embargo, la participacidén de enzimas
producidas por el hongo durante el proceso de penetracidn no puede
ser descartada; atGn cuando este hecho no se haya puesto de
manifiesto. Debido a que la produccién debe ser muy baja, por la
limitada capacidad saprofitica del hongo existen dificultades para
detectarlas (Harley y Smith, 1983). Sin embargo, también, hay que
tener en cuenta que, cuando se tratan paredes celulares con dosis
bajas de enzimas hidroliticas, se produce un incremento considerable
en la porosidad de las mismas sin dafiar su estructura (Baron-Epel et
al., 1988), Figs. 49 A-C,. La hifa de penetracidén se extiende,
avanza por entre las células de la epidermis o a través de ellas,
hacia la corteza de la raiz. En la zona mas externa de ésta el
honge, frecuentemente, forma "ovillos" intracelulares (de hifas no
ramificadas), que llenan el limen de la célula (Fig. 49 D}. Tanto
en este caso como en los demas tipos de colonizacidn intracelular,
el plasmalema de la célula colonizada no es perforado por el hongo,
sino que se invagina en torno a él, dando lugar al desarrollo de
interfases (Harley y Smith, 1983; Bowen, 1987; Schenk, 1991; vy
Sieverding, 1991). La hifa colonizadora alcanza la corteza media a
través de los espacios intercelulares o por pasoc de célula a cé&lula
y, una vez alli, se ramifica y crece longitudinalmente dilatando los
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espacios intercelulares (Figs. 49 E y F). Bonfante-Fasolo (1984)
menciona que estas hifas, usualmete llevan asociados restos de la
laminilla media, lo cual sugiere la participacién de un mecanismo
enzimdtico en la penetracidén del hongo.

Cuando el hongo alcanza la corteza interna continda
desarrollandose longitudinalmente y emite, con frecuecia,
ramificaciones laterales, algunas de las cuales penetran
intracelularmente para dar lugar a los arbisculos o vesiculas (Figs.
49 E, F y 50 A-D). Buwalda, Stribley y Tinker (1984) wmencionan que
las wvesiculas pueden ser intercalares o terminales e inter o
intracelulares, contienen gran cantidad de glébulos lipidicos y son
drganos de reserva {(Harley y Smith, 1983; y Bowen, 1984). En este
trabajo, se pudo observar el inicio de la formacidn de las vesiculas
a los 45 dias después del inicio de la colonizacién la cual ocurrid,
aproximadamente, a los 15 dias posteriores a la emergencia del
huésped (Fig. 49 F). Estas estructuras se observaron como glomérulos
de, 5y 12 u de didmetro, a manera de salientes laterales del hongo,
con un didmetro de 3 a 5 pu, y divisiones dicotémicas a intervalos
irregulares. Las vesiculas en desarrollc se observaron,
cualitativamente, en el interior de la célula huésped (Fig. 49 F).
Después de 40 dias de desarrollo, alcanzaron entre 30 y 40 u de
diametro; paralelamente, se inicia el desarrollo de las esporas en
el micelio externo {(de 15 a 20 dias antes del inicio de la floracidn
del huésped) observandose un efecto de hipertrofia en la pared del
huésped. La presidén que ejerce el crecimiento de la vesicula en el
ninterior" de la célula huésped, sobre sus paredes, se observd en
campo claro y contraste de fases, respectivamente (Figs. 50 A y B)
siendo mids notorio en el primer caso, donde se observd la pared mas
dilatada y curveada perdiendo la forma rectangular y adoptando una
semi ovoide a esférica, es decir: adgquiere la forma de la vesicula.
Por otra parte, el contraste de fases nos permitid observar dos
aspectos importantes: (1) el contenido de pequeilas vacuolas, esferas
o glébulos lipidicos, en el interior de la vesicula; y (2) el
contorno de la pared compacta y homogénea de las vesiculas.

A los 90 dias de desarrollo, es decir 30 dias mas, las vesiculas
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adquieren una forma totalmente esférica y sus diametros uniformes de,
aproximadamente de 40 p, es decir, mantiene el mismo diametro pero
su contenido es mucho mayor, desde el punto de vista cualitativo.
Asimismo, el nimero de estas vesiculas es mds abundante, ya que sé
encuentran colonizando la raiz del huésped en un 50%, y estan
distribuidas en forma de espiral en torno al eje vascular del huésped
{(Figs. 50 C y D y 51 A-C).

Paralelamente, las esporas en el micelio externo, que ya tienen
un mes de desarrollo, alcanzan un difmetro aproximado de 150 a 170
t, es decir, tres veces mas grande que las vesiculas del micelio
interno. Sin embargo, si comparamos las morfologias de ambas, las
esporas (figs 1-9) con las vesiculas (figs 50 A-D y 51 A-C) se podra
observar una gran similitud, desde un punto de vista cualitativo.
No obstante, seria de gran interés un estudic minusioso Yy
cuantitativo. Es de importancia, en este sentido, proponer un
estudio sobre los grados de similitud y/o difereiencias entre
estructuras andlogas y homélogas, refiriéndonos al micelio interno

y externo y a la génesis de las vesiculas y de las esporas.

Los resultados obtenidos sobre el desarrollo del micelio interno
coincidieron, en gran parte, con muchos otros modelos de colonizacidn
(Mosse, 1980; Harley y Smith, 1983; Bowen, 1984; Schenck, 1990;
Sieverding, 1991; y Gonzdlez, 1996), en cuantoc a lo siguiente: (1)}
el tubo de germinacidén; (2) formacién del aprescrio; (3) hifas de
penetracién; (4) extensién del hongo; (5) formacidén de ovillos; (6)
desarrollo de arbasculos; (7) vesiculas; (8) crecimiento paralelo del
micelio externo y (9) formacidén de esporas. En cuanto a la sincronia
del desarrollo del ciclo bioldégico, desde el punto de vista
histomorfoldgico, en las tres fases: lag, exponencial y meseta,
coincide con los trabajos de Bethlenfalvay et al. (1982 a y b);
Hayman (1982); Smith (1988); y Giovannetti, Avio y Salutini (1990),
respecto a la esporulacidén gque se desarrolla paralelamente a la
floracién (Benthlenfalvay et al., 1982 a y b; y Sieverding, 1991)}.
Al respecto, Gogala (1991) menciona que las investigaciones sobre el
papel de las hormonas en el desarrollo y funcionamiento de las




micorrizas conduce a plantear dos interrogantes: (1) la determinacidn
de su papel en el metabolismo, crecimiento y desarrollo del hongo
micorrizico heterotréfico, y (2} la determinacién de su funcidn en
la morfologia de la raiz, en el crecimiento de la planta entera y su
relacién con los cambios internos causados en el metabolismo de la
planta hospedera. Las hormonas influyen en el trasporte de agua,
iones, carbohidratos, entre otros. Pero los niveles hormonales son
influenciados por estogs factores asi como por otros organismos del
suelo, su actividad metabdlica y, también, por factores medio-
ambientales como son luz y temperatura (Allen, Moore y Christensen,
1980) . De esta menera, podemos mencionar que, en cuanto al
desarrollo de la colonizacidn, se ha avanzado mucho en los UGltimos
20 afiogs, pero atn falta mucho por estudiar. Asimigmo, el
reconocimiento de modelos © patrones de colonizacidn quiza ayuden
también, a la identificacién de los HA.

1.2.1.2 Corte transversal.

La observacidén de la raiz colonizada permitidé reconocer la
distribucidén de los diferentes componentes estructurales del micelio
intrarradical. Los cortes muestran el xilema y floema que forman el
cilindro vascular y, en en la periferia, el pericambium gque esta
debajo de la endodermis. Toda esta zona se observd sin colonizacidn,
al igual que la corteza interna, en tanto que la corteza media y
externa se mostrd colonizada por tres tipos de estructuras fingicas
diferentes: (a) micelio interno no ramificado, ramificacidn principal
del hongo; (b) vesiculas, reservorio energético; y (¢} micelio
interno ramificade con funcidén de intercambio de nutrimentos
(arblsculos). Todas estas estructuras (con funcidén especifica) se
encuentran rodeadas por el plasmalema de la planta hospedera (Fig.
52) .

La morfologia estructural de la pared de las tres estructuras

internas es diferente, como lo son sus funciones; el micelio interno
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no ramificado, que forma el cuerpo del hongo con forma cilindrica de,
aproximadamente, 5 i de didmetro, mostrd dos tipos de paredes; una
compacta, homogénea con una fuerte tincidén y otra con una zona
interna con pliegues bien definidos u ondulaciones, poco teiiida,
rodeada por una zona externa menos dgruesa y fuertemente tefiida.
Llamaron la atencién las hifas en forma constrefiida, con apariencia
de ocho, lo que podria indicar dos aspectos: (1) que la parte angosta
se encuentra situada entre la pared de dos células radicales; y (2)
que la hifa se esté dividiendo dicotdémicamente (Fig. 52). Por otro
lado, observaciones cuidadosas sobre este Ultimec punto nos
permitiéron distinguir, de 3 a 4 wmorfologias diferentes: (1) las
constrefiidas con una pared homogénea; (2) individuales con pared
gruesa y homogénea; (3) individuales con pliegues gruesos en la
parte interna y (4) pequefios anillos muy juntos unos de otros con
paredes muy delgadas que podrian ser las hifas de los arbusculos
(Fig. 52). Las vesiculas ocupan tanto la parte de la corteza media
como externa, son esféricas de, aproximadamente, 40 u con una pared
compacta, homogénea, y con un groser de 1.5 a 2 u. Ademas, se pudo
observar en las vesiculas vacias (es decir que perdieron todo su
contenido lipidico durante el procesamiento) que tienen una menbrana
interna flexible. Al respecto, este material fue muy dificil de
tratar en cada uno de los pasos del procesamiento para MET. Por tal
motivo, muchos de los primeros cortes obtenidos no presentaron
completas todas las paredes de las celulas huésped, asi como el
plasmalema. No obstante, al comparar estos resultados con los
trabajos de Scannerini y Bonfante-Fasolo, (1982); Bonfante-Fasolo,
(1984 y 1987); Bonfante-Fasolo y Fontana, (1985) coinciden, en gran
parte, en este ultimo aspecto y con la mayoria de la morfologia de
la estructuras del hongo; con excepcién de los pliegues observados
en este trabajo. Estas consideraciones dan una idea de lo complejo
gue puede ser un estudio de esta naturaleza, dque permita realizar
comparaciones morfoestructurales. Falta mucho por -estudiar para
tener un orden de secuencia y la sistematizacidn morfoestructural que
permita un mejor entendimiento de la relacidn morfo-fisioldgica de
la micorriza arbuscular, la cual es el grupo mas complejo dentro de
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las micorrizas, debido a la fase interna de su micelio intramatrical,

al mismo tiempo conectado con la fase extramatrical.

3.6 Micelio Interno.

3.6.1 Hifas internas.

3.6.1.2 Corte transversal.

Las hifas internas observadas (por el MET), se localizaron en la
parte central de la corteza de la raiz de la planta hospedera. Los
cortes de color del dorado al plateado (de 60 a 90 nm) permitieron
observar aspectos importantes que no pudieron apreciarse, a nivel
éptico (1000 X) ya que a 50,000 X las hifas internas no ramificadas
presentaron un didmetro, aproximado, de 3.5 pu, esféricas con un
grosor de pared, aproximadamente de 0.5 pu; ésta y el citoplasma
aparentan tener la migsma electro-densidad al grado de confundirse
observandose una continuidad (Fig. 53). Su citoplasma mostrd,
algunas veces, organelos (nicleos y mitocondrias) pero, mas a menudo,
resaltaron glébulos pequefios muy electrodensos distribuidos en todo
el citoplasma, siendo prominentemente grandes las &reas vacuoladas
(Fig. 53).

La colonizacién profunda por las hifas de Glomus sp, ocurrid
cuando éstas lograron penetrar a la raiz del huésped por entre las
células epidérmicas y se desarrollaron en toda la corteza dentro de
los espacios intercelulares. Grupos de hifas fueron encontrados,
frecuentemente, entre las células causando una importante dilatacidn
de los espacios intercelulares. Estos resultados coinciden con los
de Kinder y Brown, (1976); Cox, Sanders Tinker y Wild, (1976);
Ronfante, (1978); Nemec, (1980), y Gianinazzi, Morandi y Dexheimer,
(1981) en lo que respecta a: (i) la colonizacidn; (ii) el diametro
de las hifas de 2 a 4 pu; (iii) la carencia de la capa exterior
evanescente; (iv) en su 1lugar, la existencia de una interfase

electro-transparente, rodeada del plasmalema del huésped; (v} el
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grosor de la pared del hongo de 0.1 a 0.5 pu; (vi) una pared
homogénea, compacta, con microfibrillas electro-trasparentes
embebidas en una matriz electro-densa y amorfa; (vii) abundantes
particulas de glucégeno en el citoplasma del hongo; (viii) presencia
de microorganismos parecidos a bacterias en el interior de algunas
esporas; (ix) grandes areas vacuoladas y, (x) en la electro-densidad
del citoplasma. Los resultados aqui descritos, a nivel
ultraestructural, sobre la organizacidn citolégica del enddéfito son
similares a muchos otros resultados obtenidos con otras plantas como
cebolla (Cox y Sanders, 1974) y tabaco (Kaspari, 1975)}. La mayoria
de los rasgos de los hongos arbusculares aseptados son realmente muy
comunes en todos estos tipos de asociacidén. Muchas areas dotadas con
organelos, usualmente, alternan con grandes Areas vacuoladas; a
menudo, contienen glébulos densos, posiblemente, de polifosfato; de

igual manera, la presencia de bacterias es, también, similar.

Por otra parte, si comparamos la imagen gue nos da el microscopio
éptico con la del microscopio electrdénico de transmisidn (Figs. 52
y 53; respectivamente), podremos observar aspectos muy importantes:
en el primer cago, parecen observarse diferentes morfologias en lo
que pudiera ser la zona interna de la pared del hongo. Sin embargo,
el MET permite reconocer y delimitar al citoplasma el cual aparece
replegado hacia la periferia de la pared interna, debido a la gran
vacuolacién central; el MET permite delimitar perfectamente, también
a las mitocondrias , estructuras parecidas a bacterias, los gréanulos
de glucdgeno, y la apariencia general del citoplasma granular y
electro-denso (Fig. 53).

Si comparamos los cortes del micelio externo (Figs. de la 10 a la
16) con los del interno (Fig. 52) encontraremos una gran semejanza
de la estructura a nivel de microscopia optica, por lo que diriamos
gue, ambos micelios, son iguales anatdmica o estructuralmente. 8in
embargo, el MET nos reveld entre ambos, una ultramorfologia
diferente, con cambios profundos que reflejan una adaptacidn ultra-
morfofisiolégica (Figs 42 - 44 y 53); por ejemplo: (a) el micelio




externo tiene una pared dos veces mds gruesa que la del interno (la
cual es de 3 pu), con una organizacién mas complicada ya dque se
observan de 5 a 6 capas multilaminadas en las que se distingue la
zona externa de la interna y la capa evenescente en la parte
exterior; esta arquitectura corresponde a una estructura de
resistencia, probablemente, debido a que estd en contacto con el
"suelo"; y (b) el micelio interno con un didmetro menor y una pared
de la mitad del grosor que la del externo, y sin un arreglo
multilaminar complejo sino, més bien, con una textura amorfa, carente
de la capa externa evanescente; por lo que su morfologia se relaciona
con una estructura de difusién, debido a que estd en el interior de
la raiz "nicho ecolégico", es decir, se encuentra en un medio mas
estable. Y, por otro lado, el aspecto citoldgico el cual, en ambos,
es distinto (figs. 42 externo y 53 interno). En el micelio interno
se infiere una gran actividad "metabélica" debido a las grandes areas
vacuoladas, la presencia de mitocondrias, granulos de glucdgeno y un
citoplasma denso. Estos resultados coincide con lo mencionado por
Bonfante-Fasolo (1987 y 1988). Si se considera la MA desde su
origen, el primer punto a describir seria la espora, cuya pared
celular, relativamente gruesa (de 5 a 15 pu), posee un elevado
contenido en quitina, casi un tercio de su biomasa, mientras que
solamente una pequefla fracccidén son aminoazicares en forma no
acetilada. La quitina en las esporas estd integrada en fibrillas
organizadas, seglin los diferentes modelos de tipo tridimencional
(Bonfante-Fasolo y Schubert, 1987). Cuando las esporas germinan, las
hifas que se originan tienen paredes gruesas con estructura compleja,
donde la quitina sigue siendo el componente fundamental. Una vez que
las hifas intracelulares estan dentro de la raiz, sus paredes se
tornan mucho mds delgadas y, en las hifas ramificadas de los
arbusculos, las paredes son aun mucho mads delgadas y menos complejas.

_9%0_.
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3.6.2 Arbusculos.

3.6.2.1 Corte transversal.

Debido al corte, los arbilisculos se observaron como pequenos
anillos de 1 a 1.5 u de didmetro, muy cercanos entre si, con
separaciones de, 100 a 300 nm. En la pared, que tiene un grosor de
100 a 150 nm, se observan con gran claridad las ultramicrofibrillas
electrotransparentes. Las caracteristicas citoplasmaticas son muy
parecidas a las antes descritas; no obstante, hay wuna mayor

vacuolacién y presencia de mitocondrias (Fig. 54).

3.6.2.1.2 Corte longitudinal.

Las observaciones de 1las ramas de los arbisculos (de
aproximadamente 500 nm de didmetro} a 80, 000 X indicaron que el
citoplasma se encuentra totalmente vacuolado; probablemente, debido
a una alta actividad metabdlica y a la pared extremadamente delgada
(aproximadamente de 62 nm); estas caracteristicas se relacionan con
una actividad de difusién o permeabilidad (Fig. 56), y coinciden con
las descritas por Bonfante-Fasolo, (1987 y 1988); Bonfante-Fasolo y
Schubert, (1987); Bonfante-Fasolo, Marzachi y Testa, (1986), cuya
informacién ha sido revisada a profundidad. Estos autores mencionan
que las hifas intracelulares tienen una pared similar al micelio
extramatrical pero, estructuralmente, mucho mds sencilla, ya que la
pared de las ramas mds finas de los arblisculos se hacen mucho mas
delgadas (50 nm) conforme penetran mas en la raiz, perdiendo su
estructura fibrilar para pasar a ser amorfa. Por otra parte,
Bonfante-Fasolo, (1988 y 1994) mencionan que en las paredes de los
arbiisculos no se detectan cadenas de quitina, pero si de oligdmerocs
de N-acetilglucosamina, precursores de la quitina. Esta informacidn
obtenida utilizando técnicas de afinidad ultraestructural (Bonfante-
Fasolo, Vian y Testa, 1986), suéiere que, probablemente, en las
paredes de las ramas mas finas del arbisculo no ocurre la
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polimerizacién de la quitina . Por otro lado, Grandmaison, Benhamou,
Furlan y Visser, (1988) confirman la simplificacién estructural del
hongo, en lo relacionado al descenso en la formacién de quitina,
cuando ésta pasa de un medio de preservacidn y resistencia mecéanica
(espora) a otro relacionado con procesos de transferencia de
nutrimentos (arbdsculo). Bonfante-fasolo, Berta y Fusconi, (1987)
dicen que las ramas del arblisculo son, de hecho, las estructuras
apicales del hongo, mientras gque otras hifas intracelulares no
ramificadas y las intercelulares pueden considerarse la parte basal
del mismo. Por ello, en lo referente a la polimerizacidén de la
quitina, podria interpretarse como problema de tiempo para la llegada
de la informacidn desde la "base" al "&dpice" del hongo, como ocurre
en el caso de hongos en vida libre, Bonfante-Fasolo, (1987) y Lackii,
Garrioca, Peterson y Bowley, (1987). Estos autores agregan gue hay
evidencias de que el hospedero afecta a la morfogénesis del hongo;
en el caso de las micorrizas. Concretamente, sugieren gque la planta
podria modular la produccién de enzimas tales como la gquitinasa.
Finalmente, Bonfante-Fasolo (1987) indican que esta enzima, cuando
es producida por hongos, controla el crecimiento y la ramificacién
de los mismos mientras que, producida por la planta, puede controlar
el ataque de hongos patdgenos, puesto que se ha demostrado la
presencia de quitinasa tanto de origen flngico como vegetal. En la
MA parece 16gico asociar su presencia a los fendmenos de ramificacidn
y pérdida de estructura fibrilar caracteristica del arbusculo. Por
lo tanto, los cambios en la estructura y arquitectura de la pared
del hongo, el desarrollo de interfases y la redestribucidn de las
actividades enzimdticas tienen su mdxima expresidén en el arbusculo.
Tales cambios estédn relacionados con el intercambic de nutrimentos
entre ambos simbiontes, y son una consecuencia de las relaciones
celulares a elevado nivel de compatibilidad e integracidn de la
fisiologia que se establecen entre ambos organismos. Sin embargo,
Gianinazzi y Gianninazzi, (1978), manifiestan al respecto que, tanto
el "disparo” de la formacién de arbilsculos como la diferenciacidn del
micelio segin el tipo de tejido colonizado, indican fendmencs de

reconocimiento cuyas bases moleculares se ignoran. Diez afios
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después, Panu y Bonfante-Fasolo (1988) mencionan gque cada vez se
presentan mis evidencias, generalmente indirectas, de que en los
fendmenos de reconocimiento hongo-célula hospedera, estan implicadas
actividades enzimdticas y "seflales" moleculares que regulan dichos
procesos, de los cuales se posee aln muy pocas evidencias

experimentales directas.

VII Conclusiones.

(1) Las observaciones con las técnicas de microscopia de 1luz,
permitieron la caracterizacién morfolégica de los componentes de la
endomicorriza arbuscular, tanto en condiciones naturales como en
preparaciones permanentes. Esta misma metodologia fue adecuada para
evaluar la pureza del aislado del HMA y el control de su calidad y
viabilidad.

(2) La MEB, fue muy Gtil para revelar, con detalle, la morfologia y
textura de la superficie de las esporas y esporocarpos, asi como la
morfologia de las hifas sustentadoras. Fue especialmente importante
observar, en esporas fracturadas, las capas que integran su pared.
No obstante, las imagenes obtenidas no permiten caracterizar la

especie de los ejemplares.

(3) Para el estudio anatdmico de las esporas, se logrd obtener cortes
finos y ultrafinos de estos propagulos, utilizando cuchillas de
cristal. La revelacidn de este hecho radica en que, en la literatura,
se considera que el corte de estructuras quitinosas como son las

esporas, es posible solamente con cuchillas de diamante.

{4) La observacidén de cortes ultrafinos a diferentes angulos de
inclinacién, permitidé apreciar la organizacidn ultraestructural de
las microfibrillas electrotransparentes, lograndose obtener la
arquitectura completa del armazdén quitinoso de la capa interna de la
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pared de las esporas.

(5) Con el estudio anatdémico con MET, fue posible detectar un modelo
arqueado en la organizacién de las ultramicrofibrillas, diferente a
los hasta ahora indicados en la literatura para Glomus mosseae. Este
hallazgo, logrado con aumentos > 50.000 y < 110,000 X en cortes
oblicuos, nos da una "huella dactilar o finger print" diferente a lo
esperado para esta especie de Glomus.

{6) Se encontraron diferencias profundas en la ultraestructura y
grosor de la pared de las hifas de los micelios interno y externo,
acordes con la funcidén de cada uno de ellos. Las hifas del micelio
interno poseen una pared mids delgada, con una ultraestructura
fibrilar laxa la cual, a nivel de los arbusculos (hifas muy
ramificadas), se adelgazan notablemente y se transforman de fibrilar
a amorfa. Por otra parte, las hifas del micelio externo muestran una
pared considerablemente mas gruesa, con una ultraestructura mas
compleja, parecida a la de las esporas, aungue con un menor grado de
complejidad, donde la quitina es, también, el componente fundamental,
integrada en microfibrillas electrotransparentes, incluidas en una
matriz electrodensa (la quitosana) y organizadas en modelos

tridimensicnales.

(7) La morfologia ultraestructural del micelio externo, puede ser de
gran valor taxondmico. Ya gque las hifas, ademas de procesarse y
cortarse mucho mas facilmente, presentaron conformasiones o
arquitecturas muy bien definidas e identificables, en cuanto al
nimero de subcapas presentes y el tipo de laminacién dentro de las

subcapas.
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Esporas de Glomus sp. con un mes de desarrolleo (presentaron
un dié&metro entre 150 a 170 i) crecidas en suelos
calcimagnésicos, a partir de Chloris gayana, "Rhodes grass"
planta hospedera altamente micotrdfica, bajo condiciones de
invernadero.

Fig. 1. Raices micorrizadas por Glomus sp. (R} en las que se observan
los conjuntos de los esporocarpos de color blanco traslicidos (Es)
y las esporas de color amarillo brilloso (E). (Fotomicrografia

estereoscépica, 20 X; campo oscuro y luz incidente).

Fig. 2. Se puede observar en la pared de la espora la capa externa
llamada evanescente (Ce), y el grosor de la capa interna de la pared
(Ci), asi como la superficie de la espora cacarisa (Fotomicrografia
dptica, 300 X; campo claro con luz polarizada, montadas en alcohol

polivinilico en lactoglicero en relacién 1:3).

Fig. 3. Se observan claramente las hifas (H) que forman el micelio
externo (Me), el citoplasma presenta vacuolacidn, y las paredes del
micelio de un color pardo se delimitan muy bien. En tanto que la
espora se observa de color pardo oscuro translicido (E) y, a través
de ella, se distingue el contenido interno formado de muchas gotitas
de lipidos (L). (Fotomicrografia éptica, 40 X; campo claro y montadas
en alcohol polivinilico, previamente fijadas en FAA).

Fig.4. Se observa la hifa de sujecidén (Hs), con caracteristicas
cristalinas y refringentes, con forma que varia de embudo a recta.
La espora es de color amarillo (E) y con un contenido interno
saturado por glébulos lipidicos (pero con poca diferenciacidén de sus
contornos) observables tenuamente en la periferia (Fotomicrografia

estereoscopica, 40 X; campo oscurc y luz reflejada, fijadas en FAA).
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Fig.5. Se observan los glébulos lipidicos (L) muy claramente en el
interior de la espora (E). Esta tGltima de color amarillo rojizo
debido a la prueba del bromurc de tetrazolio. (Fotomicrografia
dptica, 40 X; campo claro, con reaccidén previamente al bromuro de

tetrazolic durante 75 hrs; 40% viables y montadas en agua).

Fig. 6. La hifa sujetadora (Hs) resalta con gran claridad, entre ésta
y la espora hay un tabique de color café oscuro. La superficie de
la espora se torna de café pardo a oro brillante (Fotomicrografia
estereoscépica, 40 X; campo claro y luz reflejada, fijadas en FAA).

Fig. 7. En el Aangulo superior izquierdo, se observa claramente la
hifa de sujecién en forma de embudco (Hs). En tanto que, del lado
derecho, se aprecia perfectamente la pared de la espora, la cual esta
constituida por la capa evanescente (Ce) cuya caracteristica es
transliicida, y por debajo de ésta, se observa la capa interna (Ci)
compacta y aparentemente dividida en zona externa e interna de color
marrdén, y, en el citoplasma, se aprecia la huella de los gldbulos
lipidicos (Fotomicrografia Optica, 1000 X; campo claro, montadas en
lactofenol con glicerina en relacidn 2:1).

Fig. 8. "Squash" de 30 ejemplares de esporas ¢gue muestran 1la
homogeneidad del cultivo monospérico de Glomus sp. en el que se
perdidé el contenido interno, por el tratamiento, pero a cambio de
esto se delinean claramente el grosor de las paredes del hongo
{Fotomicrografia oOptica, 50 X; campo claro, montadas en
lactoglicerol) .

Fig.9. Se observa el micelio externo (Me} ramificado dicotomicamente
cuyas caracteristicas se mostraron turgentes, cristalinas vy
refringentes en la periferia. La espora se observa amarilla y opaca
(Fotomicrografia estereoscdpica, 50 X; campo oscuro y luz reflejada,
fijadas en FAA).
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Cortes de la pared de esporas de Glomus sp. observadas con
el microgcdpio Sptico.

Figs. 10-12. Cortes longitudinales que permiten observar el contorno
globoso de las esporas (E). La hifa de sujecién (Hs) se observa
recta en las esporas cuyo didmetro fue de 130 a 150 g y, en forma de
embudo, en las de 150 a 170 u. Las hifas de sujecién, fluctian de 10
a 14 p, de dismetro, en el punto de unidén entre ésta y la espora. A
partir de la hifa de sujecidn, se desarrolla la espora
incrementdndose la acumulacién de gotas lipidicas (L) en el interior
de la espora. No obstante, solo se observa la huella de las gotas
lipidicas, debido a que su extraccién se llevdé a cabo con solventes
orgénicos. Sin embargo, se aprecian gotas de diferentes didmetros
y una vacuolacién mucho mas intensa en las esporas de menor tamafio.
La pared en ambas esporas se observa homogénea y compacta, con un
grosor de 3 u. Ailn en contraste de fase no fue posible observar la
capa externa llamada evanescente. Fig. 13, y 1l4. Corte transversal
y oblicuo; respectivamente. En los tres tipos de corte se observa,
una pared compacta y homogénea. (Fotomicrografia &ptica, 150 X; campo
claro, Fig. 10 contraste de fases; de ejemplares procesados para MET;
tincién azul de tolouidina 5%).

Fig. 15 y 16. Cortes transversales del micelio externo (Me), en el
que se observa el contorno de las hifas que varia de redondo a
ovalado, con didmetro de 1 (Hd) y 5 u {(Hg), constituido por, una, dos
y hasta tres capas, siendo la interna ondulada y la externa algunas
veces se observa desgastada y/o rota (Fotomicrografia &ptica, 150 X
en campo claro, Fig. 15 contraste de fases; de ejemplares procesados

para MET; tincién azul de tolouidina 5%)
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Observacién de la topografia de la pared de esporas de
Glomus sp. con Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB).

Fig. 17. Caracteristicas topograficas del micelio externo (Me)
constituido por: (a) hifas apicales (Ha) con esporas recién formadas
(Erf) que forman un esporocarpo (Es). La espora madre (Em}, permite
observar el rdpido crecimiento de la espora madre, comparada con las
recien formadas en el esporocarpo cuya diferencia es de 30 dias; en
la superficie de la pared de la espora se observa la capa bacteriana
(Cb); (b) hifa de sujecidén o sustentora en foma de embudo (Hs); ¥y
finalmente (c) hifas gruesas (Hg de 5 p) y delgadas (Hd de 2 u) con
divisiones dicotémicas, las hifas pueden llegar a formar cordones
hifales (CrH) pegados por su mucilago a la materia organica (Mo).
(Micrografia Electrdnica de barrido, 300 X; de ejemplares procesados

para MEB recubiertas con oro}.

-

Fig. 18. Parte apical de la hifa "gruesa" con forma de embudo (Hs)
de la que se forman o se originan las esporas (Erf), estas Ultimas
presentan paredes lisas y, ademas se observa una dgran zona del
micelio externo en la que se puede apreciar tanto las hifas de 5 (Hg)
como las de 2 u (Hd) de diémetro. (Micrografia Electrdénica de
barrido, 1000 X; de ejemplares procesados para MEB recubiertas con

oro) .

Fig. 19. Esporocarpo (Es) constituidos por, aproximadamente, 80
esporas recien formadas, de 40 pu de diametro, con la hifa de
suejecién en forma de embudo (Hs); este Ultimo y la forma de la
espora son igual a la de la espora madre. (Micrografia Electrdnica
de barrido, 450 X; ejemplares procesados para MEB recubiertas con

oro) .

Fig. 20. Espora madre, totalmente esférica, mostrando la capa
evanescente externa (Ce) y la capa interna (Ci) por debajo de ella
(Micrografia Electrénica de barrido, 500 X; ejemplares procesados
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para MEB recubiertas con oroj.

Fig. 21. Se observa la pared de la espora (en su grosor total) la
cual contiene una capa microbiana (Cb). (Micrografia Electroénica de

barrido 1000 X; ejemplares procesados para MEB recubiertas con oro).

Fig. 22 y 23. Caracteristicas topograficas de la pared de la espora.
Se observan la capa externa (Ce), la cual se muestra incompleta o con
grandes grietas y, por debajo de ésta, la capa interna (Ci) de la
pared de la espora en la gue se observan pequefias grietas y un menor
contenido de materia orgédnica adosada a ella, asi como también la
poblacién micobiana es menor que en la capa externa o evanescente.
Fig. 23. Hifa sustentora o sujetadora de la espora en forma de embudo
(Hs}); la parte ancha y la delgada son de 20 y 15 u de diametro,
respectivamente. (Micrografia Electrénica de barrido, 2000 y 1500 X;
respectivamente, de ejemplares procesados para MEB recubiertas con

oro) .
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Cortes de la pared de las esporas del esporocarpo de Glomus
sp. observadas con Microscopia Electrdnica de Transmisidn
(MET) .

Figs. de la 24 a la 26. Corte transversal de las esporas donde se
observan remanentes de la capa externa (Ce) y el grosor no homogéneo
asi como la arquitectura compacta de la capa interna de su pared
(Ci}; el contenido interno rico en glébulos lipidicos (L) y el
citoplasma electro-denso (C) . (Micrografia Electrdénica de
Transmisién, 10,000; 16,800; vy 16,800 X, respectivamente; de
ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% vy

uranilo 5%).

Figs. 27 y 28 . Corte oblicuo se observa la capa interna de la pared
muy compacta y electrodensa. Siendo poco visibles las
ultramicrofibrillas electrotransparentes (quitina), y el interior de
la espora se observa claramente las huellas de 1los lipidos.
(Micrografia Electrénica de Transmisidén, 17,000; vy 26,000 X,
respectivamente; de ejemplares procesados para MET y contrastados con

plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 29. Corte longitudinal, la capa interna presenta un aspecto
alveolado de las ultramicrofibrillas electrotransparentes.
(Micrografia Electrénica de Transmisidn, 17,000 X, respectivamente;
de ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% y

uranilc 5%) .
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Cortes de la pared de la espora de Glomus sp. obsgervadas con

Microscopia Electrdnica de Transmisidén (MET).

Fig. 30. Corte longitudinal, se observa la capa evanescente (Ce)
constituida por varias capas electrodensas y la capa interna (Ci) con
una apariencia arquitecténica alveolar, formada por el arreglo de las
ultramicrofibrillas electro-transparentes (Micf) que constituyen el
esqueleto de la pared. (Micrografia Electrdnica de Transmisidn,
35,000 X; de ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo
0.3% y uranilo 5%).

Fig. 31. Con este dngulo de inclinacidn, la capa externa de la pared
de la espora se observd compacta y muy electrodensa COn un grosor de
0.3 u; en tanto que la capa interna presents un grosor de 2 a 2.5 o,
No obstante, lo mds importante fue el aspecto ultramorfolégico, el
cual pierde la forma alveclar, antes descrita, y en su lugar se torna
homogénea, observandose muy claremente 1las ultramicrofibrillas
electrotransparentes de manera muy fina, atravesadas unas con otras,
formando una red que forma el esqueleto, de la capa interna, que se
encuentra embebide en una matriz electrodensa, poco abundante vy
amorfa. (Micrografia Electrdénica de Transmisidén, 80,000 X; de
ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% vy

uranilo 5%) .

Fig. 32. Corte oblicuo tangencial del casquete superior de la pared
de la espora. En el &angulo superior derecho de la parte externa de
la espora, se observan fragmentos de la capa evanescente (Ce}, muy
electro-densa y de constitucién fribrilar. De la capa interna (Ci),
se observan cuatro arquitecturas diferentes. Para ubicar las zonas
de la espora usaremos la direccidén de las manecillas del reloj, de
tal manera que el contenido de la capa interna (localizado de las 12
a las 3) mostrd una apariencia totalmente fibrilar, donde las
ultramicrofibrillas electro-transparentes se encuentran en gran
abundancia, con diferentes grosores y longitudes, y con apariencia

enmarafada. En ésta sobresalen dos zonas diferenciables: (a) una




externa donde las ultramicrofibrillas electro-transparentes se
observan mas pequefias formando una red fina; y (b) otra interna
caracterizada por presentar ultramicrofibrillas electro-
transparentes, de mayor calibre, en disposicidn longitudinal Yy,
aparentemente, en la misma direccidén. En lo que respecta a la zona
de las 6 a las 9 (segun el reloj), 1la capa evanescente estd
practicamente ausente; la capa interna pareceria estar constituida
de tres subcapas, la externa se observé granular y delgada (0.3 u)
una central menos electrodensa y del doble de grueso gue la primera
vy, finalmente, una interna con un grosor de 0.6 p mds elctro-densa
y con ultramicrofibrillas electro-transparentes mucho mas visibles.
En tanto que de las 9 a las 11, se puede observar fragmentos de la
capa evanescente (Ce). La capa interna (Ci) parece estar constituida
por 3 subcapas diferentes, comn un contenido de un material amorfo
compacto, en el que no se observa las ultramicrofibrillas electro-
transparentes, como se observaron en su contraparte (Micrografia
Electrdénica de Transmisidén, 30,000 X; de ejemplares procesados para

MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 33. Se observan, en detalle, las fibrillas electro densas de
la capa evanescente {Ce) con forma de espiculas y, por debajo de
édata, las ultramicrofibrillas electro-transparentes {Micf; de
quitina) gque constituyen el esqueleto de la pared. (Micrografia
Electrénica de Transmisién, 50,000 X; de ejemplares procesados para

MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).
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Cortes oblicuos de la pared de la espora observados en el
MET.

Fig. de la 34 a la 36. Se observa la capa evanescente (Ce) con grosor
que varidé de 1 a 1.5 u, aparecen las estructuras ovoides parecidas
a bacterias (b), que se encuentran incluidas en ésta. Se pudieron
observar dos carcteristicas: (1) en cilertas regiones de la parte
basal, se observan los filamentos laminares muy electro densos; y (2)
en la mayor parte, se observé de aspecto granular y menos
electrodensa (Fig. 34; angulo superior). La capa interna (Ci),
muestra 4 subcapas, con caracteristicas ultramorfoldgicas muy bien
diferenciadas, respecto al arreglo de 1las ultramicrofibrillas
electro-transparentes (Micf) que constituyen el esqueleto de la capa

interna de la pared crean la laminacién.

La primera subcapa o ldmina es la mds externa, y tiene un grosor
aproximadamente de 800 nm y es menos electrodensa que la parte
interna. Las ultramicrofobrillas electro-transparentes (Mcf) se
observaron en posiciones longitudinal y radial, formando una red muy
fina, embebida en una matriz electro-densa y escasa. También se
pudieron observar, en el centro de esta subcapa, paguetes de
ultramicrofibrillas electro-transparentes dispuestos en forma
longitudinal y paralelos, donde la matriz es tanto mas abundante como
visible; esta zona es diferente en sus extremos (Figs. 34-36). Lo
antes observado nos indica como la conformacidén de esta subcapa va
cambiando, desde la parte midg externa hasta la mas interna. Sin

embargo, ésta se distingue totalmente de la siguiente subcapa.

La segunda subcapa presentd un grosor aproximado de 450 nm., donde
las microfibrillas electro-transparentes (Mcf), se observaron en

disposicidén de semi-arqueada a arqueada (SbcAh).
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La tercera subcapa, con un grosor aproximado de 900 nm, las
microfibrillas (Mcf) estdn dispuestas en forma arqueada (Sbca),
siendo los extremos de sus arcos mds electro-densos y las partes
apicales o curvadas electro-transparentes, donde se definen muy bien

las ultramicrofibrillas de, aproximadamente, 15 nm.

La cuarta y dltima subcapa esté separada de la trecera, por una
gran cantidad de microfibrillas dispuestas paralela Yy
longitudinalmente, obervandose una zona fuertemente electrodensa, que
permite ver claramente las microfibrillas. Después de esta zona
lineal electrodensa, la cuarta subcapa o lamina se observa similar
a la primera ain en el grosor (800 nm). Considerando las cuatro
subcapas, el grosor total de la pared fue de 3 u. (Micrografia
Electrénica de Transmisidn, 70,000; 87,000; y 80,000 X,
respectivamente; de ejemplares procesados para MET y contrastados con
plomo 0.3% y uranilo 5%).
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Cortes de la pared de la hifa de sujecidén (Hs) observados
en el MET.

Fig. 37. Corte transversal de la zona superior del embudo, esta
estructura, hace contacto con la espora, y corresponde a la parte mas

ancha del embudo, con forma de una rosca o dona y diametro de 14 u;

el grosor de la pared varia de 2.5 a 3 pu. Se puden observar
remanentes de la capa externa o evanescente (Ce). En la capa interna
(Ci) se obhservan 4 subcapas. El contenido citoplasmatico (C) se

observé granular y adosado a la periferia de la parte interna de la
pared. El centro estd totalmente ocupado por vacuolas vacias que,
probablemente, contenian gotas lipidicas las cuales, quizé, fueron
extraidas por los solventes durante el procesamiento para su
posterior observacién. (Micrografia Electrdnica de Transmisidén a
15,000 X; de ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo
0.3% y uranilo 5%).

Fig. 38. Corte transversal de la zona inferior del embudo. Se
observa como una estructura circular de, aproximadamente, 7 pu de
didmetro, con una pared de 1.5 a 2 g de grosor. En la pared se
distingue una zona externa (Ze) y una interna (Zi); la externa es
multi-laminada, en tanto que la interna es compacta. (Micrografia
Electrénica de Transmisidn, 15,000 X; de ejemplares procesados para

MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 39. Corte Oblicuo de la parte central del embudo. Se observa
de forma ovalada de aproximadamente 6 a 7 g. En la parte externa se
localiza la capa evanescente (Ce). La capa interna (Ci), con un
grosor aproximado de 1.5 a 2 u, y de aspecto, compacto donde se
observan tenuemente las ultramicrofibrillas electro-transparentes
(Micf; de quitina). Se presenta un marcado cambio en el area total
del citoplasma, comparando con las Figuras 37 y 38 ya que, en este
caso es, aproximadamente, de 3.5 a 4 u, es decir, casi el triple que




la parte superior de la estructura (Fig. 37) y uno y medic mas gque
la parte inferior (Fig 38). A 40 000 X las observaciones permitieron
distinguir dos zonas en la capa interna: (a) una externa (Ze), donde
se definen, muy claramente, 1las ultramicrofibrillas electro-
transparentes; y (b) otra interna (Zi) multilaminada (Micrografia
Electrénica de Transmisién, 40,000 X; de ejemplares procesados para
MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 40. Corte Oblicuo de la parte central del embudo. Se observan
algunas caracteristicas importantes, ya que la zona externa de la
capa interna se encontrdé constituida por 4 subcapas a su vez,
multilaminadas, muy finas, entre las cuales se encuentran embebidas
las ultramicrofibrillas electro-transparentes, muy abundantes y finas
por lo que, esta zona, se observo compacta y homogénea. Estas capas,
tienen un grosor, cada una de ellas, de la externa a la interna
aproximadamente de: 200; 250; 400; y 200 nm, respectivamente,
obteniéndose un grosor total, en la zona externa (Ze) de,
aproximadamente, 1 pu. La zona interna (Zi) estd constituida por 6
subcapas cada una de ellas multilaminada, pero con muy distinta
electronegatividad, e intercaladas densas con claras, Cuyo grosor,
de la externa a la mas interna es, aproximadamente, de: 250; 50; 150;
50; 150; y 200 nm, respectivamente. El didmetro total de la zona
interna fue, aproximadamente de 1 micra, es decir, que ambas zonas,
externa e interna, son del mismo grosor; sin embargo, la ultra-
morfolégia es totalmente diferente y forman una pared de,
aproximadamente, 2 pu de Jrosor (Micrografia Electrodnica de
Transmisién a 110,000 X; de ejemplares procesados para MET y
contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).
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g. 41. Se observan estructuras parecidas a bacterias aisladas y
paquetadas distribuidas en el citoplasma de la parte central del
budo. (Microfotografia electrdnica de Transmisidén 100,000 X; de
emplares procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% vy

anilo 5%).
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Cortes del Micelio Externo grueso observados por MET.

Fig. 42. Corte transversal de la pared de la hifa. Se observan la
cubierta y la pared; la cubilerta exterior (Ce) es de,
aproximadamente, 0.1 u, constituida de microfibrillas finas electro-
densas, apiladas y muy compactas. Esta capa exterior parece tener
similitud con la capa evanescente de la espora, pero es mucho mas
delgada, fina y fragil. La pared interna (Ci), con un grosor de 1 f,
esti constituida en su interior por 6 subcapas de diferente grosor
siendo, de la externa a la interna de, aproximadamente: 80, 130, 170,
120, 270 y 230 nm de ancho, respectivamente. En el citcplasma (C)
se pueden observar wunas estructuras con formas ovoides de,
aproximadamente, de 1 a 1.5 g de didmetro parecidas a bacterias. Fig.
43. Se obgervaran las 6 subcapas o laminas que la forman. Las tres
laminas externas son dificiles de diferenciar entre ellas, sin
embargo, hay partes en las que se observaron delimitadas por lineas
mas electrodensas, que permiten diferenciarlas. Las subcapas
internas; 4, 5 y 6, se delinean perfectamente y se muestran menos
electrodensas. En la pared total se observan dos zonas: (1) las tres
primeras subcapas, gue constituyen la parte externa, son mas electro-
densas que las tres que constituyen la pared interna; y (2) tanto la
parte interna como la externa se constituyen de tres subcapas 0
laminas dispuestas en orden creciente por su grosor. El interior de
las laminas esté constituido por microfobrillas electro-transparentes
dispuestas en varias direcciones y entrecruzadas unas con otras, a
manara de una red, que constituyen el esqueleto filamentoso embebido
en un material electro-densc gue es la matriz (Micrografia
Electrénica de Transmisidn, 40,000 y 80,000 X respectivamente; de
ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% y
uranilo 5%).

Fig. 44. Corte oblicuo donde destaca la laminacidén junto con las
cavidades que contienen bacterias (Cvb) e, igualmente, se pueden
observar las bacterias (b) y las ultramicrofibrillas electro-
transparentes (Micf). (Micrografia Electrénica de Transmisidén a
60,000 X; de ejemplares procesados para MET y contrastados con plomo
0.3% y uranilo 5%).
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Cortes del Micelio Externo delgado observados por MET.

Fig. 45 y 46. Corte transversal que muestra el didmetro de la hifa
y el grosor de la pared de, aproximadamente, 2 y 0.5 .,
respectivamente. En la pared se observa la capa externa (Ce) y la
pared se observa dividida por una linea electro-transparente que
delimita la pared en, zona externa (Ze) y zona interna(Zi); en esta
dltima se observan las microfibrillas electro-transparentes.
(Micrografia Electrdénica de Transmisién, 45,000 y 110,000 X,
respectivamente; de ejemplares procesados para MET y contrastados con

plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 47 A y B. Corte Oblicuo se observa la capa externa (Ce) y la
pared finamente multilaminada, con este &dngulo de corte no se observo
la linea divisoria antes mencionada, pero se observan tenuemente tres
subcapas y las microfibrillas electro-transparentes. {(Micrografia
Electrdnica de Transmisién, 120,000 X, respectivamente; de ejemplares

procesados para MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).

Fig. 48. En la pared se observan tres subcapas con espacios
cavernosos o cavidades (Cvb), que contienen estructuras esféricas,
electrodensas de 300 a 600 nm parecidas a bacterias. (Micrografia
Electrdénica de Transmisién, 180,000 X; de ejemplares procesados para

MET y contrastados con plomo 0.3% y uranilo 5%).
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Observaciones de Microscopia &6ptica de la colonizacidn
interna de la raiz huésped.

Fig. 49 A. Extensidén del tubo germinativo (Tg), en el que se observa
el contacto con la superficie de la raiz y la formacidn del apresorio
(Ap) . (Fotomicrografia optica, 350 X; tincidén con azul de tripan) .

Fig. 49 B. Se observa la hifa de penetracidn (Hp) y el inicio de la
extensién por la parte externa de la corteza de la raiz
(Fotomicrografia éptica, 300 X; tincidn con azul de tripan).

Fig. 49 C. Desarrollo simulténeo del micelio interno (Mi) y externo
(Me) en la raiz (Fotomicrografia éptica, 250 X; tincién con azul de
tripén) .

Fig. 49 D. Detalle del desarrollo inicial del micelio interno. Se
observan los ovillos contorneados (Ov). (Fotomicrografia éptica, 270
X; tincién con azul de tripan).

Fig. 49 E. Desarrollo inicial de la colonizacidn del hongo arbuscular
Glomus sp. después de dos meses de la germinacibén de la planta
huésped, donde se observa perfectamente el micelio interno (Mi) vy
ovillos (Ov). (Fotomicrografia oéptica, 200 X; tincidén con azul de
tripan) .

Fig. 49 F. El micelio interno (Mi) con ramificaciones dicotémicas y
el inicio de la formacién de las vesiculas (VE). Después de tres
meses de la germinacién de la planta huésped. (Fotomicrografia
dptica, 220 X; tincidn con azul de tripan).

Figs. 50 A-D. Vesiculas con un mes de desarrollo. En la primera
figura se observa el micelio internc (Mi) y la hipertrofia de la
parde celular del huésped (Pc), causada por la vegicula del hongo en
crecimiento, y en la segunda figura se observa el contenido de 1la
vesicula (Fotomicrografia optica, 200 X campo claro y contraste de
fases, respectivamente; tincidén con azul de tripan).
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Figs. 51 A-C. Se observa el inicio de la llamada "fase meseta"' que
corresponde, aproximadamente, el 50% de colonizacién de la raiz y al
primer mes de la esporulacién del hongo. Después de cinco meses de
la germinacién de la planta huésped. Observe el micelio interno (Mi)
constituido por vesiculas (V) dispuestas en forma de espiral al
cilindro vascular (Cv). (Fotomicrografia Sptica, 180, 200 y 250 X,
respectivamente; tincidén con azul de tripan).
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Cortes transversales de la raiz colonizada y observada con

Microscopia 6ptica y electrénica de transmisidn.

Fig. 52. Se observa al centro el cilindro vascular (Cv) constituido
por el Xilema (Xi) y Floema (Fl), en la periferia la endodermis (En)
y por fuera de ésta el parénquima cortical colonizado por el micelio
interno del hongo formado por hifas intra e intercelulares (Hi},
vesiculas (V), y arbisculos (Ar). (Fotomicrografia éptica, 500 X; de
ejemplares procesados para MET; tincidén azul de tolouidina 5%) .

Fig. 53. Se observa una de las hifas intercelulares (Hi) de forma
circular cuyo didmetro es de 3.5 u, con un grosor de pared de 0.5 u;
ésta y el citoplasma aparentan tener la misma electro-densidad al
grado de confundirse observandose una continuidad. Su citoplasma
muestra nicleos (Ncl) y mitocondrias (M) pero, mas a menudo, resaltan
glébulos pequefios muy electrodensos (Ged) distribuidos en todo el
citoplasma (C), siendo prominentemente grandes las dreas vacuoladas
(Vo) . (Micrografia Electrénica de Transmisidn, 50,000 X; de
ejemplares procesados para MET; contrastadas con plomo 0.3% y uranilo
5%) .

Figs. 54. Se observa el corte transversal de las ramas de un
arblsculo (Ar), los cuales aparecen como pequefios anillos de 1 a 1.5

¢ de didmetro, muy cercanos entre si, con separaciones de, 100 a 300

nm. En la pared (P), que tiene un grosor de 100 a 150 nm, se
observan con gran claridad las ultramicrofibrillas
electrotransparentes (Mcf). Las caracteristicas citoplasmaticas (C)

son muy parecidas a las antes descritas; no obstante, hay una mayor
vacuolacién (Vec) y presencia de mitocondrias (M)}. (Micrografia
Electrdnica de Transmisidn, 85,000 X; de ejemplares procesados para

MET; contrastadas con plomo 0.3% y uranilo 5%).

137 .
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Fig. 55. Se observa un corte longitudinal de la rama principal del
arblisculo (Ar), cuyo didmetrc es de 500 nm, gue muestran un
citoplasma (C) totalmente vacuolade (Ve) y una pared (P)
extremadamente delgada de 62 nm en la que se observan claramente las
ultramicrofibrillas electro-transparentes (Mcf), extremadamente £inas

y laxas. Estas caracteristicas se relacionan con una actividad de
difusién o permeabilidad, probablemente, debido a una alta actividad
metabbélica (Micrografia Electrénica de Transmisidn, 80,000 X; de

ejemplares procesados para MET; contrastadas con plomo 0.3% y uranilo
5%) .
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