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RESUMEN

La micorriza arbuscular (MA) es una asociacién simbidtica entre las raices de la
mayoria de las plantas y hongos del filo Glomeromycota. Uno de los métodos de
produccion de los hongos micorrizicos arbusculares es mediante el cultivo in vitro,
el cual permite obtener inéculos libres de contaminantes. Esta estrategia brinda las
condiciones adecuadas al hongo en su etapa pre-simbidtica permitiéndole su
posterior establecimiento con raices transformadas. En este trabajo se evaluaron
los pardmetros de desarrollo miceliar de cinco hongos formadores de micorriza
arbuscular (HFMA), Funneliformis mosseae UK115, Claroideoglomus etunicatum
NE102, Gigaspora rosea FL105, Gigaspora margarita WV205A y Rhizophagus
intraradices UT126; empleando el medio basal Strullu-Romand (MSR) enriquecido
con el flavonol quercetina, el anadlogo de la estrigolactona 1-metil-2-oxindol y
glucosa. Se realizé un disefio experimental unifactorial, donde se consideraron 9
tratamientos y 6 repeticiones para cada uno de los tratamientos. Las fuentes de
variacion resultantes se sometieron a una prueba de Tukey (P-valor < 0.05).
Inicialmente, G. margarita WV205A fue el género que presentd diferencias
estadisticamente significativas en la longitud hifal frente a las demas especies.
Luego de 71 dias de incubacion el tratamiento I' (caja Petri = compartimento
proximal: medio M1 sin raiz/ compartimento distal: medio MSRSS -sin sacarosa-
con 5 esporas), de 8 tratamientos mas (C+, C-1, C-2, I, II, lll, II" y III"), present6 un
efecto positivo estadisticamente significativo en el desarrollo miceliar de G.
margarita WV205A con respecto al control positivo (caja Petri = compartimento
proximal: medio MSR con raiz/ compartimento distal: medio MSRSS -sin
sacarosa- con 5 esporas), obteniendo valores totales (Media * desviacion
estandar, n = 6) de germinacion de 93+10%, presencia de 14+2 grupos de células
auxiliares, presencia de 557 agrupaciones de células auxiliares y de 84.3+3 mm
de longitud hifal. La composicibn del medio M1 propuesto (Medio MSR +
guercetina 5 yuM + 1-metil-2-oxindol 2.5 nM + glucosa 8.2 g/L) permite un aumento
en los pardmetros de desarrollo miceliar en estado presimbiético en comparacion

con los valores obtenidos en el control positivo con medio MSR.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal (AM) are a symbiotic association between the plant roots
and fungi of the phylum Glomeromycota. The in vitro cultivation method for
arbuscular mycorrhizal fungi production allows the generation of an inoculum free
contamination. The aim of this strategy is to find the conditions for the fungus
development in its pre-symbiotic stage, allowing subsequent establishment with
transformed roots. In this work several mycelial growth parameters were evaluated
including percentage of germination, number of hyphal branches, number of
clusters of auxiliary cells and hyphal length of five spore forming arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF): Funneliformis mosseae UK115, Claroideoglomus
etunicatum NE102, Gigaspora rosea FL105, Gigaspora margarita WV205A y
Rhizophagus intraradices UT126; using Strullu-Romand medium (MSR) as basal
medium enriched with flavonol quercetin, the analog strigolactone 1-methyl-2-
oxindole and glucose. Single factor experimental design was performed,
considering 9 treatments of 6 replicates each. The resultant sources of variation,
was analyzed using Tukey test (P-value <0.05). Initially G. margarita WV205A was
the gender with significant differences in the hyphal length compared with the
others. After 71 days of incubation treatment I' (with M1 medium and root absent)
compared with the other 8 treatments alnayzed (C +, C-1, C-2, I, II, lll, II' and Il *).
The results obtained to G. margarita WV205A with the treatment I' are the
following: germination values (mean + standar deviation, n = 6) of 93+10%,
clusters of auxiliary cells presence of 14+2, number of hyphal branches of 55+7
and hyphal length of 84.3+3. In addition we found that the proposed M1 medium
composition (MSR médium + 5 yM quercetin + 2.5 nM metil oxindole + 8.2 g/L
glucose) allowed an increase in mycelial development parameters in the pre-

symbiotic state in comparison with the values obtained with the MSR medium.



1. INTRODUCCION
1.1.Contexto ecolégico de la micorriza

La microbiota del suelo esta constituida por una amplia diversidad de
microorganismos que influyen en el crecimiento de las plantas. Las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) (Zhang, et al.,
2004), las bacterias fijadoras de nitrogeno (Franche et al., 2009) y los hongos
formadores de micorriza arbuscular (HFMA) (Alarcén et al., 1999), son algunos de
los microorganismos que desempefian roles importantes en la rizosfera de cada
planta (Manoharachary, et al., 2006). La rizosfera se considera un ambiente
dindmico en el cual se presenta una acumulacion de microorganismos, los cuales
son influenciados por exudados radicales tales como aminoacidos y amidas,
enzimas, esteroles, azucares, vitaminas, taninos, entre otros (Pinton et al., 2007).
Estos exudados influyen en el crecimiento y la actividad de la rizosfera,
traduciéndose en interacciones positivas o0 negativas para el desarrollo de la
planta (Atlas y Bartha, 2001).

En la rizosfera, algunos hongos establecen asociaciones con las raices de las
plantas. Estas simbiosis mutualistas se denominan micorrizas. El micelio del
hongo, sirve a la planta como puente entre la raiz y los nutrientes del suelo que
son poco accesibles para ésta (Sanchez y Velasquez, 2008). La micorriza
incrementa la absorcion de nutrientes de la planta, debido a que el micelio puede
explorar un mayor volumen de suelo alcanzando micrositios edaficos poco
accesibles para las raices (Johnson y Gehring, 2007). Asimismo, la planta recibe
otros beneficios de esta simbiosis como tolerancia al estrés hidrico (Ruiz Lozano,
2003), tolerancia a la toxicidad por metales pesados (Gohre y Paszkowski, 2006) y
exclusién de patogenos edaficos (Vierheilig et al., 2008). Existen siete tipos de
micorriza que han sido descritos hasta ahora: arbuscular, ectomicorriza,
ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y las micorrizas de las
orquideas. De estos tipos, la micorriza arbuscular y la ectomicorriza son las mas

abundantes y diseminadas en los suelos (Siddiqui et al, 2008).



No obstante, son los hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA) los que
presentan mayor abundancia en los ecosistemas edaficos del planeta, dando
como hecho que, alrededor del 90% de las plantas terrestres presenten este tipo
de asociacion simbidtica (Montafio et al., 2007). Las caracteristicas bioldgicas de
los HFMA han originado su implementacién en la agricultura como biofertilizantes
para mejorar la productividad y los rendimientos en cultivos agricolas (Janos,
1980; Diederichs, y Moawad, 1993; Azcon Aguilar y Barea, 1997). El principal
beneficio que la planta recibe es el aumento en la captacion de nutrientes
inmoviles en el suelo, especialmente el fosforo (P) (Jakobsen, 1999). De igual
forma, los HFMA aumentan la acumulacion de nitrégeno (N) en los tejidos de las
plantas como resultado de la mineralizacién del N organico del suelo (lbijbijen et
al., 1996). También, su interaccion con otros organismos del suelo mejora el
ciclaje de nutrientes y su obtencién por la planta. Un ejemplo de esto es la fijacion
biologica de nitrogeno, efectuada por Rhizobium, la cual se ve aumentada cuando
la planta esta co-colonizada con HFMA (Xavier y Germida, 2002). Su rol ecolégico
es de vital importancia y constituye un componente integral en los ecosistemas;
actualmente tiene aplicaciones significativas en sistemas de agricultura sostenible
(Schreiner y Bethlenfalvay, 1995).

1.2.La asociacién micorrizica arbuscular

Dentro del 90% de la plantas terrestres que forman la asociacibn micorrizica
arbuscular se incluye muchas especies de importancia agricola (trigo, maiz, arroz,
cultivos forrajeros, arboles frutales, algoddn) y horticola (rosas, petunias, lirios,
claveles) (Smith y Read, 1997). La micorriza arbuscular representa una de la
simbiosis mas antiguas, reportando su presencia, hifas y arbusculos en fosiles de
Aglaophyton provenientes del periodo Devonico (Pirozynski y Dalpe, 1989; Remy
et al., 1994). Igualmente, trabajos moleculares basados en los genes que codifican
para el RNA ribosomal 18S (rADN) realizados por Simon y colaboradores (1993)
sugieren que los Glomeromycetes surgieron hace 450 millones de afios atras,
siendo clave esta simbiosis para la colonizacion terrestre de las plantas. Se ha

estimado que los HFMA son los hongos mas abundantes y ubicuos en los suelos



agricolas, con una biomasa total entre 4.4 a 51.8% de la biomasa total de los

microorganismos del suelo (Olsson et al., 1999).

Debido a su naturaleza biotrofica de los HFMA, la culminacion de su ciclo de vida
depende de la habilidad para colonizar una planta hospedera, cesando su
crecimiento después de un periodo de alrededor de 4 semanas de cultivarlos en
ausencia de la planta, siendo variable en cada especie de HFMA, la edad de la
espora y el tipo de medio de cultivo (Mosse, 1962; Bécard y Pfeffer, 1993; Hepper
1983; Mosse, 1988; Bonfante y Perotto 1995; Bonfante y Bianciotto 1995).
Actualmente, su cultivo en ausencia de planta hospedera, no se ha logrado, lo que
ha dificultado su produccién en masa e implementacion en sistemas de cultivo a
gran escala (Jarstfer y Sylvia, 1992). No obstante, se han podido crecer en cultivos
monoxénicos (cultivo de dos organismos en simbiosis, en este caso: HFMA y
hospedero) con explantes de raiz (Diop et al., 1994) y con raices transformadas
(Pawlowska et al., 1999). Las raices transformadas son obtenidas mediante la
infeccion de Agrobacterium rhizogenes, el cual posee un plasmido Ri T-DNA
(Root-inducing Transfer-DNA) que induce la proliferacion de raices in vitro sin

necesidad de aplicar fito-hormonas al medio de cultivo (Bécard y Fortin, 1988).

El proceso de colonizacion fungica que lleva a cabo el HFMA en las raices de la
planta, se caracteriza por tener distintos estados que contienen una serie de
cambios morfolégicos y genéticos complejos en la totalidad del hongo (que se
discutirAn mas adelante en detalle): germinacién de esporas, diferenciacion hifal,
formacion del apresorio, penetracion de la raiz, crecimiento intercelular, formacion
del arbusculo y el transporte de nutrientes. Con base en esto, es importante hablar
de los cambios celulares estructurales y metabolicos que lleva a cabo el HFMA,

para efectuar la colonizacién de una planta.

1.3.Germinacion de esporas

Generalmente, las esporas que se encuentran en el suelo estdn en formas
latentes o activas. Si éstas se encuentran activas, las condiciones fisicoquimicas

del ambiente, pueden desencadenar su germinacion; pero Si se encuentran



latentes, aunque las condiciones ambientales sean adecuadas, éstas no
desencadenan una subsecuente germinacion. Este suceso aun no es claro, pero
algunos autores sugieren que se debe a las reservas de nutrientes en el
citoplasma (Maia y Kimbrough, 1998). Asimismo, se ha sugerido que factores
como el pH, la temperatura, los nutrientes organicos e inorganicos, algunos
microorganismos y los exudados radicales, desempefian un papel importante en la

germinacion de las esporas.

La germinacion de la espora inicia con la formacion del tubo germinativo, el cual
puede variar, dependiendo del género. Para el caso de Glomus, su germinacion se
da por recrecimiento al final de las hifas mas viejas (Mosse, 1959; Walker et al.,
1995). En contraste, para los géneros Scutellospora, Gigaspora y Acaulospora, el
tubo germinativo emerge directamente desde la pared de la espora. Las
estructuras germinativas se han descrito como compartimentos periféricos densos
gue contienen citoplasma y muchos nucleos, que surgen a partir de tubos
germinales que presionan a través de las capas externas de la pared de la espora
(Mosse, 1970a; 1970b). También, las esporas pueden tener otra estrategia para
incrementar la probabilidad de colonizacion en el hospedero, esta estrategia es la
germinacion multiple, la cual se define como la habilidad de la espora para
germinar varias veces y producir tubos germinativos sucesivos, cuando los tubos

germinativos iniciales han sido rotos (Koske, 1981).

Los tamarfios de las esporas de HFMA pueden llegar a variar entre 22 um y 1050
um de didmetro (Oehl et al.,, 2008). Para la familia Gigasporaceae se han
reportado valores que superan los 200 um, lo que las convierte en unas de las
esporas mas grandes que existen. En su interior se almacena una abundante
cantidad de lipidos, carbohidratos y una pared que contiene quitina y en algunos
casos B 1,3-glucano (Lemoine et al., 1995). Se han estimado intervalos entre 800
a 35000 nucleos, dependiendo de la especie (Hosny et al., 1998). Experimentos
realizados por Sanders (2004, 2005), demostraron que los nacleos de Glomus

intraradices, G. etunicatum y probablemente también los de Scutellospora



castanea, son haploides, lo que indica que no existe variacién en la ploidia, lo que

hace suponer que es un caso frecuente en todos los HFMA.

1.4.Generacion del micelio presimbiotico

Cuando estan en el suelo, las esporas del micelio extra-celular (MEC) germinan
creciendo desde las hifas involucrando la division nuclear (Bianciotto et al., 1995),
el uso de glucogeno, el uso de lipidos de reserva (Bago et al.,, 1999) y la
produccion de una limitada cantidad de ramificacion de micelio cenocitico (sin
septos). En ese evento de germinacién, los nucleos que se encuentran en la
espora, migran a lo largo de la hifa hasta la zona apical del tubo germinativo
(Bécard y Pfeffer, 1993), e inician la replicacién del ADN vy la division celular para
iniciar la sintesis de nuevo micelio (Bianciotto et al., 1995). Es en esta parte donde
las reservas de lipidos, proteinas y glucégeno son empleadas para el crecimiento

del hongo y la busqueda de un nuevo hospedero (Bonfante et al., 1994).

En ausencia de hospedero, el crecimiento de la hifa cesa, debido a la falta de
moléculas sefial producidas por la raiz, las cuales estimulan el crecimiento y la
ramificacion hifal (Besserer et al., 2006). Se sabe que cuando la espora germina
cerca de la raiz, el acido graso 2-hidroxitetradecanoico (20H-C14:0) induce la
elongacion de ramificaciones hifales laterales (Nagahashi y Douds, 2011). A una
distancia mas cercana a la raiz, pero sin contacto directo, la percepcion de
estrigolactonas radicales por parte del HFMA, desencadena una ramificacion mas

compleja, generando un mayor numero de eventos de ramificacion.

A raiz de esto, el HFMA libera unas moléculas sefal caracteristicas, como los
Myc-lipo-quito-oligosacaridos (Myc-LCOs, Myc-Lipo-Chito-Oligosaccharides) y los
oligbmeros de quitina (CO4/5, Chitin Oligomers), las cuales inducen en la planta
una serie de respuestas encaminadas a la preparacién para la simbiosis. La raiz
produce mondmeros de cutina, los cuales inducen la diferenciacion de la hifa a
hifopodio, el cual le permite al HFMA aferrarse con firmeza a la pared de la célula

epidermal vegetal y penetrarla (Figura 1). Cuando el hifopodio inicia la
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penetracion de la epidermis, éste atraviesa el cortex (células corticales),
intercelularmente y continua produciendo moléculas sefiales hasta penetrar las

células corticales y formar los arbusculos (Schmitz y Harrison, 2014).

Espora de HFMA

Myc-LCO/ = Micelio extra-celular
Cco4/5

~
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Flavonol/
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Micelio inter-celular
Célula cortical
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Figura 1. Proceso de colonizacién del HFMA. Myc-LCO = Myc-Lipo-Chito-Oligosaccharides, CO4/5
= Chitin Oligomer 4/5 (ilustracion Uribe-Lépez, 2016).

Con respecto a la sintesis de lipidos, se ha observado que durante la germinacién
y crecimiento del tubo germinativo de esporas de G. caledonium, se genera una
acumulacion de lipidos, con incremento de acidos grasos libres y lipidos polares, y
una disminucion de lipidos neutros (Beilby y Kidby, 1980). El contenido total de
lipidos incrementa desde 45% de peso seco, en esporas no germinadas a 55% y
75% de peso seco, en esporas germinadas, en 7 y 14 dias respectivamente
(Beilby y Kidby, 1980). En el metabolismo de carbohidratos se ha visto la actividad
de enzimas de las vias metabdlicas centrales, tales como la glicdlisis, el ciclo de

los &cidos tricarboxilicos, la via de las pentosas fosfato y la gluconeogénesis



(Hepper et al., 1986; Saito, 1995). Asimismo, se ha visto un rapido incremento en
la concentracion de ATP, evidenciando la presencia de actividad en la cadena

respiratoria en G. caledonium (Beilby y Kidby, 1982).

1.5.Moléculas sefial del HFMA y los receptores de la planta

Como se menciond, se sabe qué tipo de moléculas son producidas por el HFMA
para inducir la respuesta especifica de la simbiosis en el hospedero: Myc-LOCs y
CO4/5, estas moléculas son llamadas colectivamente factores Myc, los cuales,
son compuestos basados en quitina que son reconocidos por la planta para iniciar
la simbiosis (Maillet et al., 2011). Los Myc-LOCs son compuestos con estructura
muy relacionada a los factores Nod presentes en la nodulacién de Rhizobium vy
tienen un efecto positivo en la induccion de raices laterales y su colonizacion
(Maillet et al., 2011). Asimismo, los CO4/5 han sido identificados como moléculas
sefial que inducen las oscilaciones de Ca* de las células corticales y su

produccion es estimulada por compuestos radicales como las estrigolactonas.

Este tipo de respuesta por parte de la planta, es muy interesante e incluso se ha
comparado con el rapido flujo de entrada de Ca®", que ocurre en la respuesta a
hongos fitopatégenos debido a la inmunidad desencadenante de MAMPs (microbe
associated molecular patterns) o MIT (MAMPs triggered immunity), en respuesta a
la quitina presente en la pared celular del hongo (Navazio et al., 2007). Incluso en
el proceso de acomodaciéon del HFMA en la célula cortical, las plantas deben
prepararse constantemente para hacer frente a las interacciones dafinas que un
microorganismo dado pueda desencadenar; ésto lo efectia mediante el
reconocimiento de las MAMPs. No obstante, la planta y el HFMA han desarrollado
estrategias conjuntas para favorecer la simbiosis, sin poner en peligro la respuesta

innata contra los fitopatégenos (Jones y Dangl, 2006).

1.6.Colonizacion de la célula cortical: La formacion del Aparato Pre-
Penetracion (PPA)

La célula cortical es muy activa cuando la hifa del HFMA ha ingresado al apoplasto

(espacio intercelular) de las células corticales y empieza a preparar el ambiente



para el paso del micelio intracelularmente (Genre et al., 2005). Como
consecuencia de la estimulacion bioquimica y mecanica de la hifa, las células
corticales dan origen a la formacion de un aparato de prepenetracion (pre-
penetration apparatus, PPA). Este PPA es una estructura subcelular formada por
un ensamblaje denso de reticulo endoplasmatico, microtubulos, actina y organelos
como el aparato de Golgi. EI PPA predetermina el paso subsecuente de la hifa en
crecimiento, a través de la planta y se forma después de la formacion del hifopodio
(Harrison, 2012).

La formacién del PPA es precedida por la migracion del nucleo de la célula
epidérmica vegetal hacia el punto de ingreso de la hifa. Luego de esto, el nlcleo
lidera el desarrollo del PPA a través del citoplasma de la célula cortical generando
una invaginacion. Alrededor de la invaginacién, se reacomodan los microttubulos y
microfilamentos del citoesqueleto, que junto con densos depdsitos del reticulo
endoplasmatico, forman un tubo hueco dentro del PPA, el cual conecta el sitio
terminal de direccion del nucleo, con el sitio de contacto del apresorio (Siciliano et
al., 2007; Genre et al., 2008). Una vez que el “tunel transcelular” esta completo, la
hifa del hongo penetra la célula hospedera. Sin embargo, las moléculas sefial que

desencadenan la formacion del PPA aun se desconocen (Figura 2).
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Figura 2. Establecimiento de la colonizacion y formacion del arbUsculo (ilustracién Uribe-L6pez,
2016).

Al contacto directo de la pared del hongo con la membrana de la célula vegetal, se
le llama membrana perifungica. Ya cuando las hifas han alcanzado las células del
cortex, las hifas empiezan a diferenciarse en estructuras altamente ramificadas
llamadas arbusculos, los cuales son el principal sitio de translocacion de nutrientes
entre el HFMA y la raiz de la planta (Harrison, 2012). La membrana de la planta
circunda el arbusculo, esta interaccion se denomina membrana periarbuscular
(periarbuscular membrane, PAM) y contiene transportadores de fésforo inorganico
(Pi), que transportan el Pi que libera el HFMA a la célula vegetal (Kobae y Hata,
2010). Trabajos realizados por Helber y colaboradores (2011) localizaron un
transportador de hexosa fungico en el arbusculo, pero también fue hallado en la
hifa intercelular, lo que sugiere que la recepcion de fuente de carbono del hongo
no ocurre especificamente via PAM. Después de 4 o 5 dias, el arbusculo
comienza a degenerarse y debido a la desaparicion intercelular del hongo, la

célula vegetal retorna a su estado pre-fungico (Brown y King, 1991). Esto da la
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oportunidad a la célula vegetal de ser, eventualmente, viable para una nueva
colonizacion (Pumplin y Harrison, 2009). Debido a que la hifa continda su
crecimiento a través del cortex radical, la generacion de arbusculos en la células
corticales no cesa, llegando a crear una matriz de células colonizadas con
arbusculos en una variedad de estados de desarrollo. Por otro lado, en el exterior
de la raiz el HFMA genera una red de micelio extrarradical, el cual capta los
nutrientes desde la rizosfera y sirve de puente para trasladar dichos nutrientes a la

planta hospedera (Javot et al., 2007).

La evidencia que se tiene hasta ahora sobre la interaccién del HFMA y la planta ha
sido muy relacionada con la asociacién simbidtica que lleva a cabo Rhizobium al
generar los nddulos en la raiz de las leguminosas (Olah et al., 2005). No obstante,
la informacion sobre la respuesta inicial y como el HFMA amortigua la respuesta a
la defensa de la planta adn son poco claras. Algunos trabajos que se han
publicado en los ultimos 3 afios pueden llegar a marcar un punto de partida para
un mejor entendimiento de esta relacion. La identificacion de la posible proteina
efectora secretada por el HFMA que actta en el nucleo (Kloppholz et al., 2011) es
especialmente importante y marca el camino para estudios futuros potenciales.
Asimismo, la explotacion del efector fungico de HFMA es una molécula prospecto
a investigar a raiz de la reciente publicacion del genoma de Rhizophagus

irregularis (Tisserant et al., 2013).

1.7.La nutricién del HFMA y su comunicacion con la planta

A partir del genoma fungico del HFMA R. irregularis (DAOM 197198) publicado en
mayo de 2013 por Tisserant y colaboradores (2013) se ha abierto un nuevo
periodo de estudio de los HFMA's. Para el caso de R. irregularis, se conocen
alrededor de 445 genes implicados en el metabolismo del carbono y el flujo de
este elemento, desde la planta hacia el hongo. Estos genes incluyen
transportadores de monosacéaridos presentes en el micelio intra-radical y la
maquinaria enzimatica para convertir el carbono en forma asimilable para el

micelio extra-radical (Pfeffer et al., 1999). La forma en que la planta le provee el
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carbono al HFMA es en forma de hexosas y principalmente como glucosa
(Solaiman y Saito, 1997).

La base de la nutricién del hongo en la asociacidon micorrizica se encuentra en el
flujo del carbono y el HFMA lo debe obtener de la planta al ser incapaz de
obtenerlo del suelo (Daza et al., 2006). El estudio realizado por Schaarschmidt y
colaboradores (2006), sugiere que la planta envia sacarosa al apoplasto donde es
convertida a hexosa por una invertasa acida secretada por la planta. Esta
hipétesis ha sido confirmada para G. intraradices (DAOM 197198) por Tisserant y
colaboradores (2012) al reportar que no secreta este tipo de invertasa. Este
modelo de transporte de hexosas via transportadores fungicos, también se ha
reportado en hongos ectomicorrizicos (Plett y Martin, 2011). Luego los
transportadores de monosacaridos (MTS) importan la hexosa al HFMA para luego

ser convertida a trehalosa, glucégeno y lipidos (Bago et al., 2000).

Los compuestos que son producidos por la raiz, son sustancias analogas a las
presentes en las interacciones Planta-Rhizobium y Planta-Agrobacterium. Estos
son compuestos fendlicos, como los flavonoides y los acidos fendlicos, y han sido
evaluados en esporas germinadas axénicamente (Nagahashi et al., 1996; Douds
et al., 1996). Un ejemplo de esto son los isoflavonoides formononetina y la
biochanina A, que estimulan el desarrollo miceliar en algunas especies de Glomus
(Nair et al., 1991). Otro tipo de compuestos evaluados son las estrigolactonas, las
cuales, son responsables de la ramificacién hifal (Akiyama et al., 2005) la
germinacion de la espora (Parniske, 2005), las modulaciones en la fisiologia

fungica y la actividad mitocondrial (Besserer et al., 2006).

Las estrigolactonas son lactonas terpenoides derivadas de los carotenoides, las
cuales actian como moléculas sefal en la comunicacion que lleva a cabo la planta
con el HFMA en la rizosfera (Akiyama y Hayashi, 2006). En concentraciones de
pM y nM, las estrigolactonas inducen la ramificacién del micelio, estimulan la
germinacion de la espora y activan respuestas celulares relacionadas con el

metabolismo energético de las mitocondrias del HFMA (Besserer et al., 2008).
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Este hecho ha llevado a sugerir que existe un sistema de percepcion sensible a

las estrigolactonas, presente en los HFMA.

Trabajos realizados por Akiyama y colaboradores (2010) han demostrado que la
union del anillo C de la lactona triciclica con el anillo D butenolido-metilo mediante
enlace enol-eter, es esencial para desencadenar la ramificacion hifal. No obstante,
se encontré que este enlace no necesariamente tiene que ser enol-eter, pudiendo
ser reemplazado por otros enlaces como son el imino-eter o el alcoxi. A partir de
Lotus japonicus se han obtenido fracciones de exudados de raiz y de los cuales
se ha aislado e identificado como un inductor de la ramificacion del micelio la

estrigolactona (+)-5-desoxistrigol (Akiyama et al., 2005).

Asimismo, Foo y colaboradores (2013) demostraron que al mutar los genes para la
biosintesis de estrigolactonas CCD8 y CCD7 (carotenoid clevage dioxygenases,
CCDs) en la arveja, se perdia la capacidad de desarrollar la simbiosis con el
HFMA. Este resultado evidencia la importancia que tienen las estrigolactonas
como sefial mediadora de la asociacion micorrizica. Por otro lado, se ha
encontrado que en Petunia hybrida estd presente un transportador ABC
denominado PDR1, el cual refleja ser necesario para la colonizacion del HFMA en
la raiz (Kretzschmar et al., 2012). Esta conclusién se obtuvo al realizar analisis de
expresion y mutacién de PDR1, resultando como un exportador de estrigolactonas

especifico para las raices (Kretzschmar et al., 2012).

1.8.Produccién de micorriza

La produccién de HFMA a gran escala tiene sus limitantes, debido a que las
condiciones biotréficas obligadas de los HFMA hacen dificil el desarrollo de
metodologias de produccion a gran escala que sean eficientes en costo y que
originen un ino6culo de HFMA de alta calidad, homogéneo entre lotes y sin
contaminantes (Budi et al., 1999). Existen tres diferentes técnicas de produccion
de HFMA a escala comercial que se pueden clasificar como sigue: la clasica, en la

gue se utiliza una mezcla de sustrato constituida por arena/suelo a diferentes
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proporciones (Gryndler et al., 2003; Douds et al., 2005). La segunda son aquellos
sistemas de cultivo libres de sustrato (suelo) o hidropdnicos y aeroponicos
(Mohammad et al., 2000; Tajini et al., 2009). Y finalmente los sistemas de cultivo in
vitro, que se basan en el uso de plantulas o cultivo de raices transformadas (Voets
et al.,, 2005;). De los tres, el primero es de bajo costo, pero la calidad de los
propagulos (es decir espora, raiz micorrizada y/o hifas) es baja y los otros dos
generan inéculos limpios pero su costo de produccion es mucho mas alto,
limitandose a ser implementados, generalmente, solo en investigacion (ljdo et al.,
2010).

La busqueda de alternativas para la produccion en masa de HFMA ha llevado a
explorar otras metodologias en bioprocesos. Es asi como Nuutila y colaboradores
(1995) implementaron el uso de cultivos sumergidos en un biorreactor a pequefa
escala para la produccién de HFMA. En este trabajo, se utilizaron raices de fresa
(Fragaria ananassa) para el crecimiento de Glomus fistulosum, obteniendo 3.07
gL™ en peso seco de raiz micorrizada. De igual forma, la investigacion realizada
por Jolicoeur y colaboradores (1999) demostré que G. intraradices puede ser
producido tanto en caja de Petri, como en un biorreactor de columna de burbujeo
tipo airlift; asociandolo con raices transformadas de zanahoria (Daucus carota).
Los resultados revelaron que la maxima produccién de esporas en el biorreactor
airlift, fue menor que la producida en cajas de Petri; obteniendo 12,400 + 800
esporas/planta, en contraste con 30,000 + 11,500 esporas/planta en un periodo
experimental de 12 semanas. No obstante, a pesar de que la produccién en
biorreactor fue mas baja, la posibilidad de escalar el proceso de cultivo de HFMA

en cajas de Petri seria compleja.

Hasta ahora, el cultivo de HFMA en cultivo monoxénico ha sido extensamente
estudiado, no obstante, los intentos por producir un cultivo axénico (es decir, el
HFMA en ausencia de raiz), han sido transitorios, debido a que se logra un
crecimiento de la hifa germinal a un grado muy limitado (Hepper y Smith, 1976;
Hepper 1979, 1981, 1987) y se hace necesaria la presencia de la raiz para la

culminacién del ciclo de vida del HFMA (Bago y Bécard, 2002). Este reto
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experimental, ha terminado por generar conclusiones acerca de las condiciones
saprofitas del hongo; definiéndolo como un organismo de condiciones saprofitas
escasas (Bago y Bécard, 2002). Por lo tanto, solo entendiendo la naturaleza de la
relacion biotréfica que establece el HFMA con la raiz de la planta, se podria llegar
a obtener un cultivo axénico. En este sentido, abordando el suministro de distintos
nutrientes al medio de cultivo, puede dar indicios de los requerimientos
nutricionales para obtener un desarrollo miceliar y una subsecuente esporulacion

del hongo.
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2. HIPOTESIS

Un medio de cultivo basal ausente de raices y enriquecido con glucosa, un
flavonol y un analogo de estrigolactona, mejora los parametros de desarrollo
miceliar a partir de esporas de hongos formadores de micorriza arbuscular

(HFMA), en comparacién con un medio de cultivo basal con presencia de raiz.

3. OBJETIVOS
3.1.0Objetivo General

Comparar la produccion de micelio de hongos formadores de micorriza arbuscular
(HFMA) en un medio de cultivo basal ausente de raices y enriquecido con glucosa,
flavonoles y estrigolactonas, con respecto a un medio de cultivo basal con

presencia de raiz.

3.2.0bjetivos Particulares

» Disefiar un medio de cultivo enriquecido basado en distintas concentraciones
de glucosa, flavonoles y estrigolactonas para el desarrollo miceliar de esporas
de HFMA.

* Evaluar el efecto de diferentes medios de cultivo enriquecidos con distintas
concentraciones glucosa, flavonoles y estrigolactonas en el porcentaje de

germinacion y la longitud hifal de esporas de HFMA en ausencia de raices.

 Evaluar el efecto de dos medios de cultivo enriquecidos con distintas
concentraciones de glucosa, flavonoles y estrigolactonas en ausencia de
raices, sobre el crecimiento y desarrollo miceliar de esporas de HFMA, con

respecto a un medio basal con presencia de raices.

17



4. ANTECEDENTES

El primer trabajo relacionado con el cultivo in vitro de HFMA fue publicado en 1962
(Mosse, 1962). Sus resultados probaron como el cultivo dual (monoxénico) de
esporas de Endogone sp. cultivado con raices de Trifolium pratense var.
parviflorum (trébol rojo) permitia un mayor desarrollo de las plantulas, en contraste
con las raices no micorrizadas. Luego Mosse y Hepper (1975) establecieron la
asociacion de Glomus mosseae con cultivos de segmentos de raiz de
Lycopersicum esculentum (tomate) y T. pratense. Este trabajo fue pionero al
demostrar, por primera vez, que esporas de HFMA podian colonizar segmentos de
raiz en un medio de cultivo basado en nutrientes minerales. Asimismo, en la
década de los 80’s, Strullu y Romand (1986, 1987) consiguieron restablecer la
asociacion de segmentos de raices micorrizadas, de varias especies de micorriza
con cortes de raices de Fragaria ananassa (fresa), Allium cepa L. (cebolla) y
tomate. Sus resultados demostraron que no solo se podian emplear las esporas
de los HFMA para asociarlas a raices, sino, también, otro tipo de propagulos

infectivos como las raices colonizadas por micelio.

La implementacién de técnicas in vitro para el estudio de la asociacion micorrizica
entre el HFMA y la raiz hospedera y la produccion de un cultivo axénico, han
llevado a optimizar la transformacién genética natural de Agrobacterium
rhizogenes (Riker et al., 1930), para generar cultivos de raices que permitan el
desarrollo del micelio y la subsecuente esporulacion. Ensayos llevados a cabo por
Mugnier y Mosse (1987) para colonizar raices de Convolvulus sepium,
transformadas con Ri T-DNA (Raiz-inductor, DNA de Transferencia), expusieron
un nuevo método de generacién de raices colonizadas a partir de esporas del
HFMA Glomus mosseae. No obstante, a pesar de haber logrado una total
colonizacion de las raices, la esporulacion del hongo no ocurrié. No fue sino hasta
1988 (Bécard y Fortin, 1988) que se logré una esporulacion in vitro usando raices
de zanahoria (D. carota) colonizadas con Glomus intraradices.
Subsecuentemente, Bécard y Piché (1989a, 1992) demostraron que la

esporulacion se ve correlacionada con la reduccion de ciertos nutrientes presentes
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en el medio de cultivo, como son el CO; y los flavonoles. Asimismo, la adicion de
aminoacidos, compuestos de azufre, acidos organicos, vitaminas y exudados
radicales, pueden llegar a intensificar el desarrollo de la hifa germinativa (Hepper,
1984; Strullu y Romand, 1986).

Este tipo de trabajos han conducido a la produccion del HFMA en condiciones
monoxénicas con Optimos resultados de crecimiento y produccién de biomasa
fungica. Un particular ejemplo es el de Diop y colaboradores, el cual reporté por
primera vez una produccién significativa de esporas (10° y 10° esporas/caja de
Petri) Glomus sp. (Diop et al., 1994). No obstante, y aln con los resultados que se
han obtenido hasta ahora, el cultivo axénico de un HFMA completando su ciclo de
vida no se ha logrado (Douds 2002; Gadkar et al., 2006). Estudios empleando
medios de cultivo con extracto y exudados radicales han mostrado estimular al
hongo en el desarrollo de su micelio (Hepper, 1984). Sin embargo, los medios de
cultivos implementados para realizar cultivos monoxénicos como el medio mineral
minimo (M) (Chabot et al., 1992a) o el medio Strullu-Romand (MSR) (Declerck et
al., 1996), han dado indicios del desarrollo del micelio en sus primeras horas en
caja de Petri, al igual de sus requerimientos nutricionales para su desarrollo. Se
sabe que, es posible obtener cerca del 90% de germinacién de las esporas de
HFMA en cultivo axénico, incluso en un medio de cultivo como el agar agua, el

cual no posee ninguan nutriente mineral u organico (Azcon-Aguilar et al., 1986).

Basado en los resultados que se han visto en el estudio de cultivos monoxénicos,
se ha recolectado informacion que da una via para el planteamiento del cultivo
axénico de HFMA. Durante la formacion del micelio no simbidtico (hifa
germinativa) se forman unas estructuras denominadas “estructuras absorbentes
ramificadas” (BAS, por sus siglas en inglés branched absorbing structures), estas
estructuras son transitorias, con un rango de vida entre 5y 7 dias (Bago et al.,
1998), tiempo tras el cual el citoplasma se retrae y el micelio se septa. En
contraste con el micelio simbidtico, las BAS pueden absorber nutrientes del medio
rapidamente (Strullu et al., 1997), tales como fésforo y nitrogeno (Bago et al.,

1996), incrementando la supervivencia de la espora y dandole un potencial
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crecimiento saprofito Esta caracteristica de las BAS, han llevado a compararlas,
tanto en su desarrollo, como en su morfologia, con los arbuUsculos presentes en el
micelio simbidtico, lo que plantea una homologia entre ambas estructuras (Bago y
Cano, 2005). Esta idea respalda el hecho de que las esporas, no necesitan la
presencia, ni el contacto directo con la raiz hospedera para germinar. Asimismo,
como se plante6 anteriormente, los exudados radicales y concentraciones de CO;
cercanas al 2% estimulan la germinacién y crecimiento del micelio (Poulin et al.,
1993; Buée, 2000).

Teniendo como fundamento estas evidencias experimentales, se plantea
comparar la produccién de micelio de HFMA en un medio de cultivo ausente de
raices con respecto a un medio de cultivo con presencia de raices transformadas,
el cual esta suplementado con los nutrientes minerales y/o los exudados radicales

necesarios para llegar a obtener un cultivo axénico con desarrollo miceliar.
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5. METODOLOGIA

5.1.Procedencia del material biolégico

5.2.Esporas de HFMA
Se adquirieron esporas de las especies Funneliformis mosseae (UK115),
Claroideoglomus etunicatum (NE102), Gigaspora rosea (FL105), Gigaspora
margarita (WV205A) y Rhizophagus intraradices (UT126) del INVAM (International
Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi, Morgantown,

USA,; http://invam.caf.wvu.edu/). Las esporas venian almacenadas en crioviales

con agua (4°C). Las esporas fueron inmediatamente desinfectadas segun la
metodologia de desinfeccion citada por Bentivenga y colaboradores (2013), con
algunas modificaciones (detalles en seccion 5. Metodologia, apartado 1.15) en los
tiempos de desinfeccion y la concentracion de antibidticos. Al final, las esporas
fueron almacenadas en tubos Eppendorf conteniendo agua destilada estéril a 4
°C.

5.3.Raices de Cichorium intybus
Las raices de achicoria comun (ChicoreyA4NH, Cichorium intybus) transformadas

con Agrobacterium rhizogenes fueron adquiridas en el GINCO (Glomeromycota in

vitro Collection, http://www.mycorrhiza.be/ginco-bel/index.php). Este material fue

proporcionado en cajas de Petri (90 mm de didmetro) conteniendo medio de
cultivo MSR (Modified Strullu-Romand, Declerck et al., 1998). La composicion del
medio MSR en mg/L de agua destilada es la siguiente: MgSO,4- 7H,0, 739; KNOs3,
76; KH,POy4, 4.1; Ca(NO3), - 4H,0, 359; NaFeEDTA, 8; KCI, 65; MnSO,4- 4H,0,
2.45; ZnS0O, - 7H,0, 0.29; H3BO;3;, 1.86; CuSO, - 5H,0, 0.24; (NH)sM07024 -
4H,0, 0.035; Na,MoO, - 2H,0, 0.0024; vitaminas (clorhidrato de tiamina, 1,
clorhidrato de piridoxina, 0.9; acido nicotinico, 1; pantotenato de calcio, 0.9;
cianocobalamina, 0.4; biotina, 0.9); sacarosa, 10,000 y phytagel 3000. El pH fue
ajustado a 5.5 y luego se esterilizé sin la solucion de vitaminas a 121 °C, por 15
minutos. Después de la esterilizacion del medio, la solucién de vitaminas fue
esterilizada por filtracion y se adicioné al medio de cultivo a 40°C en camara de
flujo laminar. Hecho esto, el medio se sirvid en cajas de Petri llenandolas con 35
mL por caja.
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Las raices fueron sub-cultivadas cada 3 semanas en medio MSR de la siguiente
forma: desde una caja de Petri madre, se corté una seccion de 2 x 2 cm de medio
conteniendo raices saludables, ramificadas y turgentes. Luego, se puso la seccion
de agar cortada en la superficie de una nueva caja de Petri conteniendo medio
MSR. Finalmente, se cubri6 la caja de Petri y se selld con rollo de envoltura de
plastico transparente. Las cajas de Petri conteniendo los cortes de la caja madre,

se incubaron a 27 °C en oscuridad.

5.4.Desinfeccion y criopreservacion de esporas
5.4.1. Desinfeccion de esporas
La desinfeccion de esporas (para las 5 especies de HFMA) se llevé a cabo en
camara de flujo laminar. Las esporas fueron transferidas a un tubo Eppendorf
estéril de 1.5 mL. Inicialmente, se realizé un enjuague con 1 mL de agua destilada
estéril y se mezclé suavemente por un minuto, pasado este tiempo el tubo fue
centrifugado (centrifuga 5804 R- Eppendorf, USA) por 1 min a 2000 g y 4°C.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante con una micropipeta estéril de 1000
uL. Este paso se realizé por triplicado . La desinfeccion fue llevada a cabo con
dos soluciones. Primero, se desinfecto depositando una alicuota de 1 mL de
Cloramina T ° (cloramina T 2% + 2 gotas de Tween 20, esterilizada por filtracion)
con agitacion suave durante 15 min °. Luego de esto los tubos fueron
centrifugados por 3 min, a 2000 g y 4°C, y el sobrenadante fue descartado.
Después, las esporas se lavaron con 1 mL de agua destilada estéril, se
centrifugaron por 1 min a 2000 g a 4°C (centrifuga 5804 R- Eppendorf, USA) y se
descartd el sobrenadante una micropipeta estéril. Este proceso de enjuague se
realizé por triplicado ¢. La segunda desinfeccién se realizé, de la misma forma, con
1 mL de solucién de antibidticos (estreptomicina 0.4% y Kanamicina 0.2% °,
esterilizada por filtracién) durante 15 min " y con 3 enjuagues sucesivos de 1 mL
de agua destilada estéril 9. Las esporas se almacenaron a 4°C en agua destilada

estéril.

Observacion: las modificaciones realizadas de la metodologia de Bentivenga y

colaboradores (2013) para la desinfeccion de esporas son las siguientes: a. Se
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usaron 3 enjuagues en lugar de 2 enjuagues, b. Se us6 una solucién conteniendo
cloramina T 2% + 2 gotas de Tween 20, en lugar de dos soluciones separadas
Tween 20 0.05% vy cloramina T 2%, c. Se cronometraron 15 min de agitacion en
lugar de 20 min, d. Este paso no se hace en la metodologia base, e. Se usaron los
antibioticos estreptomicina 0.4% y kanamicina 0.2% en lugar de estreptomicina
0,2% y gentamicina 0.1%, f. Se cronometraron 15 min de agitacién en lugar de 20

min, g. Este paso no se hace en la metodologia base.

5.4.2. Criopreservacion de esporas
Se seleccionaron entre 400 y 500 esporas de cada especie HFMA para la

criopreservacion. La metodologia se baso en la reportada por Declerck y Angelo-
Van Coppenolle (2000) con modificaciones. En camara de flujo laminar, se
tomaron las esporas desde el tubo Eppendorf con una micropipeta de 1000 uL y
se colocaron en una caja de Petri estéril. Luego, se adicioné alrededor de 10 mL
de alginato de sodio (20 g/L) estéril (121 °C, 15 min) para sumergir las esporas.
Mediante estéreo-microscopio se realizo la separacion de las esporas en grupos
de 10, 20 6 30. Con pipeta de 1000 pL, se tomaron los grupos individuales de
esporas y se realizd el goteo de éstas en una solucion de CacCl, estéril a una
distancia de 10 cm. Luego de realizar el goteo, las perlas de alginato se
mantuvieron en la solucién de CaCl, en agitacion suave durante 30 min. Pasado
este tiempo, las perlas de alginato se dejaron secar en una caja Petri con papel
filtro estéril a 15 °C, toda la noche. Ya secas las perlas, fueron transferidas a una
solucion de trehalosa 0.5 M y se incubaron durante 24 h a 4°C. Como ultimo paso,

las perlas de alginato se transfirieron a crioviales y se almacenaron a -70 °C.

5.5.Multiplicacion y mantenimiento de raices de C. intybus

El traspaso de las raices se realiz6 en medio de cultivo MSR segun Strullu y
Romand (1986). En camara de flujo laminar se hizo la limpieza de todas las
superficies con etanol al 70%, asi como de todo el material que ingres6 a la
camara y los medios de cultivo. Todo dentro de la camara se sometié a
esterilizacion bajo luz UV por 20 min. Luego de esto, se flameo el escalpelo y las

pinzas, estando enjuagados con etanol al 95% y de una de las cajas se corto la
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seccion de raices que estuvieran finas, ramificadas y de color blanco. El fragmento
de raiz que se tomd fue puesto en el centro de la caja de Petri presionando
suavemente la raiz, tratando de que quedara en intimo contacto con el medio y
con cuidado de no maltratar el tejido meristematico (Figura 3). De cada caja de
Petri se iniciaron 4 nuevos cultivos de raices y cada 3 semanas se realiz6 la

transferencia a nuevo medio de cultivo.

Figura 3 Foto representativa del paso de una raiz de achicoria a un nuevo medio de cultivo MSR.

5.6.Prueba de germinacion de esporas en 12 medios de cultivo
5.6.1. Disefio del medio de cultivo

Se planteé como medio de cultivo basal el medio MSR, el cual es un medio
ampliamente usado para el cultivo in vitro de HFMA (Fortin et al., 2002). A partir de
los componentes y concentraciones iniciales del medio MSR, se propuso adicionar
dos componentes (compuestos secundarios de plantas) al medio de cultivo, una
fuente de flavonol (quercetina o biochanin A) y un andlogo de estrigolactona (1-

metil-2-oxindol o &cido indol propionico), y adicionar glucosa como otra fuente de
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carbono (inicialmente el medio usa sacarosa). Ademas, se evalud un licuado de
raiz de zanahoria (D. carota) en lugar de los compuestos secundarios. Basado en
esto, se idearon 12 medios de cultivo con variacion en las concentraciones de los

anteriores componentes (Tabla 1).

Reactivo M1 |M2|M3|M4|m5|[M6|[M7|M8| M9 | M10 | m11 | M2
Medio base MSR
Glucosa (g) 8.28 4.14 12.43
Quercetina (uM) 5 1 - - 125(25|25|25]| - - 2.5 2.5
Biochanin A (uM) - - 511 - - - - - -
Metil oxindol (nM) 25(25(25|25| 5| 1 - - - - 2.5 2.5
Ac. indol propiénico (nM) - -l -l -1 -1-1]15]1 - -
Licuado de raiz (zanahoria) - - - - - - - - | 1% | 0.60%

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo planteados. M = medio. Se evaluaron 12 medios.
Se us6 como control positivo el medio MSR y como un segundo control el medio Phytagel agua (no
mostrado en la tabla, composicién: 3 g/L de Phytagel).

5.6.2. Obtencién del licuado de raiz

Se licuaron tres zanahorias (D. carota) en 300 mL de agua destilada estéril. Luego
de esto, se distribuy6 el licuado en tubos de 30 mL y se centrifugé a 15,000
revoluciones (Centrifuga refrigerada de super alta velocidad Thermo Scientific™
Sorvall™ LYNX 6000, rotor de angulo fijo Fiberlite™ F21-8 x 50y, USA) por 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se paso6 por varios filtros de 100 pm, 50 um y 25
pum, finalmente se esterilizé con un filtro de 0.22 um. El extracto se almacené a -20

°C en alicuotas de 10 mL en Falcon de 15 mL.

5.6.3. Evaluacion de la germinacion y la longitud hifal de esporas de
HFMA

Se evalué el porcentaje de germinacién y la longitud hifal, de 5 especies de HFMA
(F. mosseae UK115, C. etunicatum NE102, G. rosea FL105, G. margarita WV205A
y R. intraradices UT126) en 12 medios de cultivo diferentes (tratamientos).

Empleando una microplaca de 24 pozos (Multiwell Tissue Culture Plate FALCON
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3047), se evaluaron los 12 medios de cultivo. Se coloc6 1 mL de cada medio de
cultivo por pozo, de tal forma que cada microplaca tenia dos pozos por medio de
cultivo (ver Figura 4a). Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones (5 microplacas). Se
sembré una espora de HFMA por pozo. Las esporas se seleccionaron bajo el
estéreo-microscopio procurando que fueran de color blanco, crema o amarillas, sin
colapso aparente de la pared y que su tamafio fuera similar (Ver Figura 4b).
Como control se utilizé una microplaca adicional con 10 pozos conteniendo medio
MSR (Medio 13, ausente de flavonoles, analogos de estrigolactonas y glucosa) y
10 pozos conteniendo Phytagel-agua, (Medio 14 -M14-, Sigma-Aldrich, USA). La
Incubacién se realizé a 27°C, a una concentracion constante de CO, al 2%; en
ambiente oscuro. El periodo experimental fue de 30 dias. Las variables respuesta
fueron la longitud hifal y el porcentaje germinacién. La toma de datos se realiz6
mediante analisis de imagenes bajo un microscopio invertido Olympus I1X51 y el

programa de analisis de imagenes FIJI (basado en ImageJ).

Microplaca con 12 medios de cultivo Microplaca control

e 29 700 0@ _
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Figura 4. Esquema del disefio experimental de la fase 1 a. En cada pozo se sembré 1 mL de
medio. Cada color indica un medio de cultivo diferente y los circulos que presentan rayas
diagonales indican un cambio en la concentracién del flavonol o de la estrigolactona (ver tabla 1).
b. Fotografia del estado de las esporas de G. margarita WV205A para el montaje experimental.

5.7.Prueba de desarrollo miceliar en presencia/ausencia de raices de
Cichorium intybus

Se seleccionaron los dos medios de cultivo que presentaron una mayor longitud
hifal para G. margarita WV205A (medios M1 y M2 como se explicara en resultados
y discusion). A partir de estos se llevo a cabo la evaluacion del desarrollo miceliar
empleando cajas de Petri de dos compartimentos y se usaron 9 tratamientos. (ver
Tabla 2).

Para el tratamiento | (usando el medio M1) el compartimento proximal se llené con
25 mL del medio de cultivo enriqguecido M1 mientras que el otro compartimento
distal se llené con 15 mL de medio de cultivo basal MSR sin sacarosa (MSRSS)
(Tabla 2). Luego de la solidificaciéon de los medios, se inclind la caja de Petri con
el fin de generar una pendiente hacia el compartimento proximal y se puso 1 mL
de medio MSRSS en el compartimento distal (basado en St-Arnaud et al., 1996;
Pfeffer et al.,1999). En el compartimento distal se depositaron 5 esporas de G.
margarita WV205A a una distancia de 1 cm entre ellas y en el proximal se ubicé la
raiz de C. intybus, tratando de que tuviera 4 cm = 1 de longitud. Para los demas

tratamientos los medios se adicionaron de la misma forma (Figura 4).
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Presencia de raiz Ausencia de raiz

Proximal Distal Proximal Distal
Tratamiento (25 mL) (15 mL) | Tratamiento (25 mL) (15 mL)
I M1 MSRSS I M1 MSRSS

Il M1 MSR I M1 MSR
1 M1SS MSRSS lnr M1SS MSRSS
C+ MSR MSRSS C-1 MSR MSRSS
C-2 MSRSS MSRSS

Tabla 2. Planteamiento de tratamientos para la evaluacion del efecto en el desarrollo miceliar. M1=
medio 1 (Medio MSR + quercetina 5 yM + metil oxindole 2.5 nM + glucosa 8.2 g/L), MSR=medio
Modificado Strullu-Romand, MSRSS= medio MSR sin sacarosa, M1SS= medio M1 sin sacarosa.
Tratamientos LIl,III 'y C+ (control positivo) se realizaron en presencia de raiz. Tratamientos I',1I',lII’,
C-1y C-2 (control 1y 2) se realizaron en ausencia de raiz.

Las cajas de Petri se incubaron en posicion invertida a una concentracion
constante de CO; al 2% en oscuridad, con 27 °C. El periodo experimental fue de
71 dias (los datos se tomaron los dias 3, 6, 10, 13, 17, 30 y 71). Las variables
respuesta fueron longitud hifal, nmero de agrupaciones de células auxiliares ,
porcentaje de germinacion y numero de ramificaciones hifales. Cada caja de Petri
tuvo seis replicas, considerando cada caja de Petri como una unidad experimental.
Este procedimiento se realizdé de igual forma para el medio de cultivo el M2. El
experimento completo se realizé por duplicado con dos lotes diferentes de esporas

provenientes del INVAM.
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Figura 5. Esquema del experimento de la fase 2.

5.8.Andlisis estadistico
El experimento de la fase 1 tuvo un disefio experimental unifactorial (medio de

cultivo), donde se consideraron 14 tratamientos y 10 repeticiones para cada uno
de los tratamientos. Las variables respuesta fueron el porcentaje de germinacion
de las esporas y la longitud hifal del tubo germinativo. Los datos obtenidos se
evaluaron mediante un analisis de varianza (ANOVA, distribucién F) y una prueba
de Tukey (P-valor < 0.05). Los datos recolectados se analizaron mediante el
paquete estadistico GraphPad Prism 6.0 y se expresan como media * desviacion

estandar.

El experimento de la fase 2 tuvo un disefio experimental unifactorial
(presencia/ausencia de raiz de C. intybus),donde se consideraron 9 tratamientos y
6 repeticiones para cada uno de los tratamientos. Las variables respuesta fueron
el porcentaje de germinacion de las esporas, la longitud hifal del tubo germinativo,
el nimero de eventos de ramificacién y el numero de agrupaciones de células

auxiliares. Los datos resultantes se evaluaron mediante un andlisis de varianza
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(ANOVA, distribucion F) y una prueba de Tukey (P-valor < 0.05). Este experimento
completo se realiz6 dos veces (dos réplicas) y con esporas de lotes diferentes
provenientes del INVAM. Los datos recolectados se analizaron mediante el
paquete estadistico GraphPad Prism version 6.0 y se expresan como Media +
Desviacion Estandar. Los valores expresados en este texto para la discusion,
hacen referencia al primer experimento de la fase 2, no a su réplica (fase 2 Rep.).
Los resultados obtenidos en la réplica no presentaron variacion con respecto al

primer experimento (Anexos).

6. RESULTADOS

6.1.Efecto de los 12 medios de cultivo planteados sobre la germinacién y
longitud hifal de esporas de las 5 especies HFMA

Durante el experimento de la fase 1 (Seccién 5.8), el porcentaje de germinacion
de las esporas fue significativamente mayor (F = 41.84, P < 0.0001) en G.
margarita WV205A, con respecto a F. mosseae UK115, C. etunicatum NE102, G.
rosea FL105 y R. intraradices UT126. Los medios en los que G. margarita
WV205A presentd un mayor porcentaje de germinacion fueron el medio M1y M2
(88.9+0.33% y 87.5+0.35%, respectivamente) (Tabla 3). Ademas de esto, se
encontré que las esporas que crecian en estos dos medios (M1 y M2) presentaban

mayores longitudes hifales con respecto a los otros medios (Tabla 3).

6.2.Porcentaje de contaminacién en los medios de cultivo planteados

Durante el experimento de la fase 1 (Seccién 5.8), el proceso de
descontaminacion empleado permiti6 obtener valores bajos de porcentaje de
contaminacion de esporas de C. etunicatum NE102, R. intraradices UT126, G.
rosea FL105, y G. margarita WV205A (0+0%, 0.7£1.7%, 4.2+4.5% y 2.8+3.4%,
respectivamente). EI maximo porcentaje de contaminacién se presentd en las

esporas de F. mosseae UK115 con un valor de 22.2% (Figura 6).
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Media | DS

n
s  F.mosseae UK115 222 | 50 | 6
e C. etunicatum NE102 0.0 00 | 6
R. intraradices UT126| 07 | 1.7 | 6
40+ m G roseaFL105 42 | 45| 6
G. margarita WV205A| 28 | 34 | 6
222+50
30+ &
5 I
Q
S 20~ t
8 41:+45 27:33
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Figura 6. Porcentaje de contaminacion de F. mosseae UK 115, C. etunicatum NE 102, R
intraradices UT126, G. rosea FL 105 y G. margarita WV205A. DS = Desviacion estandar, n =
unidad experimental.

6.3.Desarrollo miceliar de esporas de G. margarita WV205A en
presencia/ausencia de raiz

Durante el experimento de la fase 2 (seccion 5.12), se determiné el desarrollo
miceliar de G. margarita WV205A mediante la evaluacion de las variables
respuesta longitud hifal, porcentaje de germinacion, nimero de agrupaciones de
células auxiliares y numero de agrupaciones de células auxiliares. Asimismo, el
experimento se realizd por duplicado sin tener diferencias en los resultados de

cada experimento (anexos).
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Germinacion (%)

Longitud del tubo germinativo (mm)

Medio de G. rosea G. margarita F.mosseae  C.etunicatum R.intraradices
cultivo _ _ - _ - _ , - ,
Media DS Media DS Media DS Media DS Media DS G.rosea G.margarita F.mosseae C.etunicatum R.intraradices

M1 1250 035 8889 033 60.00 055 1250 035 1667 041 46 425.6 13 1.6 0.3
M2 2222 044 8750 035 2500 050 2222 044 1429 038 31 376.8 13 0.2 0.2
M3 1429 038 7778 044 4000 055 1111 033 1667 041 31 97.4 1.0 1.2 0.3
M4 2500 046 7778 044 7500 050 1000 032 1429 038 57 71.0 0.4 13 0.4
M5 1250 035 8000 030 000 0.00 1429 038 1111 033 35 108.4 0.0 0.3 0.2
M6 1111 033 7000 048 4000 055 1667 041 1111 033 34 136.8 0.3 0.4 0.3
M7 2222 044 6667 050 7500 050 0.00 000 16.67 041 30 130.2 1.4 0.0 0.1
M8 1111 033 6667 050 2000 045 000 000 1111 033 36 121.0 0.7 0.0 0.1
M9 2500 046 8000 042 5000 058 2222 044 000 000 27 133.0 0.4 0.5 0.0
M10 1111 033 8000 042 3333 052 000 000 000 000 24 133.0 13 0.0 0.0
M11 1111 033 5556 053 5000 058 1111 033 000 0.00 01 106.8 1.0 0.8 0.0
M12 11.11 033 3333 050 6667 058 0.00 000 2222 044 15 102.4 1.2 0.0 1.4
Control  16.67 041 40.00 052 66,67 058 0.00 000 16.67 041 34 198.1 0.9 0.0 0.5

Phytagel  14.29 038 3000 048 66.67 058 1250 035 1667 041 37 166.5 0.7 0.7 0.6

Tabla 3. Valores de longitud y germinacion de esporas de G. rosea FL105, G. margarita WV205A, R. intraradices UT126, F. mosseae UK115y C.
etunicatum NE102. DS = desviacion estandar. M1 = Medio 1, M2 = Medio 2, M3 = Medio 3, M4 = Medio 4, M5 = Medio 5, M6 = Medio 6, M7 =
Medio 7, M8 = Medio 8, M9 = Medio 9, M10 = Medio 10, M11 = Medio 11, M12 = Medio 12. Incubacién durante 30 dias a 28 °C con CO, al 2%.
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6.4.Elongacion del tubo germinativo de esporas de G. margarita WV205A

Durante el experimento de la fase 2 (seccién 5.12), para los tratamientos que
emplearon el medio M1 (n = 6 cajas de Petri = 6 unidades experimentales), se
evidencio que no hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
longitud hifal entre las esporas del tratamiento I'y | (F = 1.77, P < 0.1), 84.3£3 mm
y 84.6£2 mm, respectivamente (Figura 7a). Asimismo su comparacion con el
CONTROL POSITIVO no mostré diferencias significativas (F = 1.77, P < 0.1)
(87+1 mm), equiparando las longitudes hifales en los tratamientos (Figura 7a). Por
otro lado, la longitud hifal lograda usando el medio M2 tuvo diferencias
significativas (F = 71.9, P < 0.0001), siendo mas baja la desarrollada en | (67.3+13
mm) contrastado con el CONTROL POSITIVO (87+1 mm). Igualmente, los demas
tratamientos presentaron valores de longitud hifal significativamente méas bajos (F
=71.9, P <0.0001) en comparacion al CONTROL POSITIVO (Figura 7b).

6.5.Germinacion de las esporas de G. margarita WV205A

Durante el experimento de la fase 2 (seccidén 5.1.22), en presencia del medio M1,
para los tratamientos | y I, los valores del porcentaje de germinacion de esporas
(n = 6 cajas de Petri = 6 unidades experimentales) fueron de 70£10 % y 93+10 %,
respectivamente. El porcentaje de germinacion generado en I’ fue superior a todos
los demas tratamientos, evidenciando diferencias estadisticamente significativas
(F = 10.48, P < 0.0002) con respecto al CONTROL POSITIVO (63+15 %). Cabe
destacar que la implementacién del tratamiento |, a pesar de no tener diferencias
con el CONTROL POSITIVO, revel6é un porcentaje de germinaciéon ligeramente
mayor (Figura 8b). En comparaciéon con los valores obtenidos en los tratamientos
usando el medio M2, ninguno de los tratamientos presentd diferencias
estadisticamente significativas (F = 1.8, P < 0.13) con respecto al CONTROL
POSITIVO (Figura 8c).

Por otro lado, al realizar la cinética de germinacion en el medio M1 durante los 71
dias de cultivo, se evidencié una germinacion del 20% a partir del tercer dia de
incubacion, caracterizada por una fase de crecimiento rapida, seguida de una fase
estacionaria hasta el dia 71 (Figura 8a).
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6.6. Ramificacion de las esporas de G. margarita WV205A

Durante el experimento de la fase 2 (seccién 5.1.22), el nimero de ramificaciones
hifales (n = 6 cajas de Petri = 6 unidades experimentales) fue significativamente
superior (F = 48.5, P < 0.0001) en el tratamiento I’ (55+7) empleando el medio de
cultivo M1. Asimismo, se evidencié el efecto del incremento en la ramificacién, por
parte de los componentes de este medio en el tratamiento | (32+8) con respecto al
CONTROL POSITIVO (16+4) (Figura 9a). Con respecto al medio M2, ninguno de
los tratamientos present6 diferencias estadisticamente significativas (F = 1.7, P <
0.15) comparados con el CONTROL POSITIVO, alcanzando valores de

ramificacion cercanos a este tratamiento (Figura 9b).

6.7.Generacion de células auxiliares a partir de las esporas de G.
margarita WV205A

Durante el experimento de la fase 2 (seccidon 5.1.22), se determind el nimero de
agrupaciones de células auxiliares presentes en cada caja de Petri (unidad
experimental). De acuerdo a los valores obtenidos usando el medio M1 con el
tratamiento I', se evidencié un aumento estadisticamente significativo (F = 126.8, P
< 0.0001) en la generacion de este tipo de estructuras (14+2) con respecto al
mismo tratamiento en presencia de raiz | (9+1) y el CONTROL POSITIVO (8+1)
(Figura 10a). Caso contrario se vio en los valores de los tratamientos evaluados
con el medio M2, donde no se presentaron valores superiores al control, teniendo

diferencias estadisticamente significativas (F = 30.7, P < 0.0001) (Figura 10b).
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Figura 7. Longitudes hifales de G. margarita usando el medio M1 (a) y M2 (b). Tratamiento

CONTROL POSITIVO (C+) = MSR/MSRSS, Tratamiento | = M1/MSRSS, Tratamiento Il =
M1/MSR, Tratamiento Il = M1SS/MSRSS, Tratamiento C-1 = MSR/MSRSS, Tratamiento C-2 =
MSRSS/MSRSS Tratamiento I' = M1/MSRSS, Tratamiento II' = M1/MSR, Tratamiento IlII' =

M1SS/MSRSS. Columnas negras = presencia de raiz, columnas blancas y grises = ausencia de
raiz. El andlisis estadistico se realizé con prueba de Tukey (p<0.05).
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G. margarita WV205A en medio M1
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Figura 8. Cinética del porcentaje de germinacién (a) de G. margarita con respecto a cada
tratamiento durante 71 dias de incubacién. La gréfica del comportamiento cinético ilustra la
evolucion en el porcentaje de germinacion en una réplica experimental. El porcentaje de
germinacion de G. margarita usando el medio M1 (b) y M2 (c). Tratamiento CONTROL POSITIVO
(C+) = MSR/MSRSS, Tratamiento | = M1/MSRSS, Tratamiento Il = M1/MSR, Tratamiento Ill =
M1SS/MSRSS, Tratamiento C-1 = MSR/MSRSS, Tratamiento C-2 = MSRSS/MSRSS Tratamiento
I' = M1/MSRSS, Tratamiento II' = M1/MSR, Tratamiento IlI' = M1SS/MSRSS. Columnas negras =
presencia de raiz, columnas blancas y grises = ausencia de raiz. El analisis estadistico se realizd
con prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 9. Nimero de Ramificaciones Hifales de G. margarita usando el medio M1 (a) y M2 (b).
Tratamiento CONTROL POSITVO (C+) = MSR/MSRSS, Tratamiento | = M1/MSRSS, Tratamiento
Il = M1/MSR, Tratamiento Ill = M1SS/MSRSS, Tratamiento C-1 = MSR/MSRSS, Tratamiento C-2 =
MSRSS/MSRSS Tratamiento I' = M1/MSRSS, Tratamiento II' = M1/MSR, Tratamiento IlII' =
M1SS/MSRSS. Columnas negras = presencia de raiz, columnas blancas y grises = ausencia de
raiz. El andlisis estadistico se realizé con prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 10. Namero de Agrupaciones de Células Auxiliares de G. margarita usando el medio M1 (a)
y M2 (b). Tratamiento CONTROL POSITIVO (c+) = MSR/MSRSS, Tratamiento | = M1/MSRSS,

Tratamiento Il = M1/MSR, Tratamiento Ill = M1SS/MSRSS, Tratamiento C-1 = MSR/MSRSS,
Tratamiento C-2 = MSRSS/MSRSS Tratamiento I' = M1/MSRSS, Tratamiento II' = M1/MSR,
Tratamiento III' = M1SS/MSRSS. Columnas negras = presencia de raiz, columnas blancas y grises

= ausencia de raiz. El analisis estadistico se realizé con prueba de Tukey (p<0.05).

38



7. DISCUSION

7.1.Efecto de los 12 medios de cultivo en la germinacion y longitud hifal
de las 5 especies de HFMA

En el experimento de la fase 1 (Seccién 5.8), la germinacién de las esporas se vio
afectada por los medios de cultivo, siendo G. margarita WV205A el HFMA que
tuvo una mayor germinacion en comparacion con los demas HFMA (Tabla 3). Se
ha visto que G. margarita puede germinar en condiciones ambientales adversas,
esto debido a la gran cantidad de energia que puede acumular la espora en su
interior y que le permite tener multiples germinaciones y mayor desarrollo micelial
en el momento en que se encuentra buscando un hospedero (Souza et al., 2005).
Dado que, cultivar a los HFMA a nivel in vitro es retarlos a un ambiente al que no
estan acostumbrados, su desarrollo en el medio de cultivo se va a ver limitado
tanto por la composiciéon de medio (Hepper y Jakobsen, 1983; Hepper, 1984,
1987; Azcon-Aguilar et al., 1999), como por la especie de HFMA (Fortin et al.,
2002). Para el caso de las otras 4 especies evaluadas su germinacion fue inferior
a la de G. margarita WV205A.

Asimismo, aungue se sabe que la exposicion de las esporas de HFMA a exudados
provenientes de raices hospederas estimulan cambios morfologicos del micelio
como la germinacion, la elongacién y la ramificacion; no siempre se tiene el mismo
efecto, dependiendo de la especie de HFMA, y de la concentracion y tipo de
compuesto evaluado (Nagahashi y Douds, 1999, 2000; Akiyama et al., 2005,
2010). Para el caso de C. etunicatum y G. rosea flavonoles como el Miricetin y la
quercetina tienen un efecto positivo en el desarrollo hifal, no obstante en
Gigaspora gigantea presenta un efecto negativo. Para el caso de F. mosseae
Giovannetti y colaboradores (1996) reportaron una fuerte ramificacion hifal de las
esporas por influencia de los exudados de albahaca dulce (Ocimum basilicum) a
bajas concentraciones. No obstante, también se ha observado la inhibicién de la
germinacion de esporas de G. etunicatum y G. macrocarpum en presencia de la
isoflavona Formononetin a concentracion de 2.5 pM y un efecto positivo de la

quercetina a 2.5 uyM (Tsai y Phillips, 1991). Aungue en estos trabajos se han tenido
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resultados positivos y algunos negativos con estas especies, en nuestro
evaluacion experimental el porcentaje de germinacion y la longitud hifal de G.
margarita WV205A fue superior sobre las demas especies presentando diferencias
estadisticamente significativa (Tabla 3). A raiz de esto, se opt6 por evaluar en la
fase 2 a G. margarita WV205A.

7.2.Efecto de los tratamientos en la longitud hifal de G. margarita WV205A

En el experimento de la fase 2 (seccién 5.12), la longitud hifal de G. margarita
WV205A en su estado presimbiotico mostr6 un efecto comparable con el
CONTROL POSITIVO en los tratamientos | (Proximal:M1 con raiz/Distal:MSRSS)
y I (Proximal: M1 sin raiz/Distal: MSRSS) (Figura 7a). Las concentraciones de los
tipos de compuestos implementados en el medio M1 (flavonol: quercetina y un
analogo de estrigolactona: metiloxindol) han sido reportadas como compuestos
gue estimulan el desarrollo del tubo germinativo e incrementan la longitud hifal de
las esporas de micorriza arbuscular (Nagahashi y Douds, 1999; Buée et al., 2000,
Besserer et al., 2006; Besserer et al., 2008). No obstante, se ha sugerido que a
bajas concentraciones su efecto es mas importante en el desarrollo hifal del hongo
(Baptista y Siqueira, 1994; Akiyama et al., 2010). Para el caso de los flavonoles, el
efecto puede ser variable teniendo resultados negativos en el desarrollo hifal
(Vierheilig et al., 1998). Datos reportados por Scervino y colaboradores (2009) han
mostrado que ciertas flavonas incrementan la longitud hifal en G. margarita y la

inhiben en G. rosea.

La respuesta frente a estos compuestos establece que el aumento en la longitud
hifal es estimulado por la presencia de ambos compuestos (flavonol y analogo
estrigolactona) no obstante, no es un fenémeno general, ya que depende de la
concentracion utilizada y de la especie de hongo evaluado (Gianinazzi-Pearson et
al., 1989; Tsai y Phillips, 1991; Nair et al., 1991; Chabot et al., 1992; Kape et al.,
1992; Poulin et al., 1993; Baptista y Siqueira, 1994; Vierheilig et al., 1998). En
nuestro caso, a pesar de la ausencia de raiz en el tratamiento I’ usando el medio

M1, la longitud hifal que alcanzaron las esporas germinadas fue comparable con el
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CONTROL POSITIVO y el tratamiento | (Figura 7a). Se han reportado longitudes
hifales entre 10 y 26 mm de longitud para especies de G. margarita y G. rosea
después de 14 dias de incubacion en experimentos llevados a cabo por Scervino y
colaboradores (2005), donde las esporas fueron evaluadas con diferentes
flavonoides y su efecto en el desarrollo miceliar. Estos resultados contrastan con
los nuestros, ya que en ausencia de la raiz el micelio de la espora germinada se
desarrolla logrando valores comparables a los tratamientos en presencia de raiz
(figura 7a). Particularmente tres de los flavonoides (luteolina, crisina y morin) que
evaluaron también tuvieron efecto en el nimero de ramificaciones (10 eventos de
ramificacion) y la formacion de células auxiliares (5 grupos de células auxiliares)

en las esporas de G. margarita (Scervino et al.,2005).

Por otro lado, y aun cuando las esporas alcanzaron estas longitudes (tratamiento I:
84+2.6 mm, Il: 58+4.2 mm, llI: 16£10 mm, I': 84+3 mm, II": 45+10 mm, IlI': 23+£3.3
mm, CONTROL POSITIVO: 87+1.5 mm, C-1: 14+8 mm y C-2: 12+3 mm) usando
el medio M1, la septacion del micelio se observé en algunas partes usando el
tratamiento I', teniendo solo algunas zonas de su micelio con actividad
citoplasmatica. Esto fue evidente al observarse movimiento del transporte celular,
luego del periodo de incubacién. Esta actividad indicaria un estado latente con
retraccion gradual del citoplasma, diferente a lo ocurrido en los otros tratamientos
donde la septacién del micelio fue generalizada aun en los tratamientos donde
estaba presente la raiz (Figura 11 y 12). Dado que la raiz necesita de la presencia
de sacarosa para su metabolismo, ésta se convierte en otro factor que afecta la
longitud hifal del HFMA. Estudios realizados por D'Souza y colaboradores (2013)
corroboran esta hipotesis al reportar que altas concentraciones de sacarosa (10
g/L), pueden inhibir el desarrollo de la hifa resultando en una disminucion de la
longitud hifal en R. irregularis. Esto se debe a que la sacarosa actua prolongando
el evento de formacion del apresorio, conduciendo a una baja tasa de germinacion
(Bécard y Fortin, 1988) y reduciendo el desarrollo de la hifa (Carr et al., 1985). Lo
gue puede estar influenciando la baja tasa de desarrollo miceliar en los

tratamientos Il (Proximal: M1 con raiz/Distal: MSR) y II' (Proximal: M1 sin
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raiz/Distal: MSR), los cuales presentan concentraciones de sacarosa de 10 g/L

(seccion 5.3y Tabla 1).

Figura 11. Espora de G. margarita en el tratamiento | usando medio M1. La flecha sefiala los
septos en uno de los tubos germinativos.

Figura 12. Hifa germinativa G. margarita en el tratamiento MSRFEG/ MSRSS. La flecha sefiala los
septos en la punta de la hifa y la retraccion del citoplasma.
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En el experimento de la fase 2 (seccién 5.12), la evaluacion del medio de cultivo
M2 (Medio MSR + quercetina 2.5 pM + 1-metil-2-oxindol 2.5 nM + glucosa 8.2 g/L)
evidenciéo que existen diferencias estadisticamente significativas de todos los
tratamientos con respecto al CONTROL POSITIVO (tratamiento |: 67+13 mm, Il
397 mm, lll: 2626 mm, I': 42+7 mm, II': 355 mm, III": 21+2.4 mm, CONTROL
POSITIVO: 87+1.5 mm, C-1: 1448 mm y C-2: 12+3 mm), debido a que ninguno
alcanzé longitudes hifales cercanas al valor del CONTROL POSITIVO, siendo el
valor mas alto de longitud el del tratamiento | (Figura 7b). Dado que la Unica
diferencia entre el medio M1 y el M2 es la concentracion de quercetina
suministrada (5 uM y 1 pM, respectivamente), es posible que al ser mas baja, no
esté teniendo efecto en el estado presimbidtico del hongo. Se ha reportado que la
concentracion de flavonoles a la que es expuesta una espora, también puede
acarrear efectos menos estimulantes en su desarrollo (Souza et al., 2005). Para el
caso de la quercetina, se han publicado trabajos que muestran diferentes efectos
en el crecimiento hifal, donde algunos autores reportan estimulo positivo en la
germinacion y desarrollo hifal de esporas de HFMA (Becard et al., 1992; Kape et
al., 1992; Bel-Rhlid et al., 1993; Vierheilig et al., 1998), siendo mas estimulante en
especies de Gigaspora que en especies de Glomus. Estudios previos han
evaluado el efecto de exponer esporas de G. margarita a concentraciones de
guercetina de 10 uM (Poulin et al., 1993, 1997) con efectos positivos en el
desarrollo hifal y con efectos negativos a concentraciones de 50 uM (Baptista y
Siqueira, 1994). Para Glomus etunicatum y Glomus macrocarpum se ha evaluado
el efecto de la quercetina en intervalos de concentracion entre 1 y 2.5 uM con
efectos positivos, no obstante experimentos in vitro con R. intraradices han
demostrado que el crecimiento hifal no se ve afectado por este flavonol (Manthey y
Buslig, 1998). Dado esto, la concentraciéon de 5 uM probablemente genera mejor

efecto que a bajas concentraciones para nuestras condiciones experimentales.

7.3.Efecto de los tratamientos en el porcentaje de germinacién de G.
margarita WV205A

En el experimento de la fase 2 (seccion 5.12), el porcentaje de germinacion

alcanzado por las esporas evaluadas en el medio M1 (93+10%) con el tratamiento
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I” (proximal:M1 sin raiz/distal: MSRSS) present6 un valor mayor con respecto a los
demas tratamientos (tratamiento I: 70+10% , II: 60+£12%, IlI: 63£115%, II': 53+16%,
lII': 60+£17%, CONTROL POSITIVO: 63+15%, C-1: 33+16% y C-2: 26+10%), e
incluso con respecto a los tratamientos evaluados con el medio M2 (Figura 8b y
8c). Los exudados radicales que genera la raiz se encuentran estrechamente
ligados al desarrollo del hongo en estado presimbiético (Giovannetti et al., 1993;
Pinior et al., 1999) y la ramificacion hifal es considerada como el evento previo a la
colonizacion de la raiz por parte del HFMA (Giovannetti y Sbrana, 1998). No
obstante, algunos compuestos volatiles producidos por la raiz pueden inhibir la
germinacion y desarrollo hifal del tubo germinativo de la espora bajo condiciones
axénicas (El Atrach et al., 1989; Schreiner y Koide, 1993). Un ejemplo de esto es
el reportado por Oba y colaboradores (2002) donde habla sobre la inhibicion del
desarrollo presimbidtico de G. margarita generado por exudados radicales de
plantas del género Lupinus. Esto da una evidencia de la posible inhibicion en la
germinacion debido a la generacion de exudados y compuestos volatiles por parte
de la raiz, resultado en un efecto variable. Asi mismo, la composicion del medio
puede estar generando un ambiente donde la raiz no esté sintetizando
compuestos que estimulen la germinaciéon, de tal forma que ejerza un efecto

negativo (Pawlowska et al., 1999).

Con respecto a la cinética del porcentaje de germinacion, se evidencié que G.
margarita WV205A presenta una tasa de germinacion acelerada en los primeros
13 dias de incubacion, siendo estadisticamente significativa en el tratamiento I’ en
contraste con los demas tratamientos y alcanzando una fase estacionaria de
germinacion pasados 30 dias de incubacion. Resultados similares han sido
reportados por De Souza y Declerck (2003) para otro miembro de la familia
Gigasporaceae, como lo es Scutellospora reticulata. En esta especie, la
germinacion de esporas inicio al tercer dia de la incubacion del cultivo, obteniendo
después de un mes un 59% de germinacion en medio de cultivo agar-agua. En
nuestro caso, transcurrido un mes de cultivo, el porcentaje de germinacion
obtenido es del 33+16%, 63+15% y 93+10%, al usar medio MSRSS (MSR sin

sacarosa), medio MSR y medio M1, respectivamente. En contraste, nuestros
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resultados evidencian un efecto positivo estadisticamente significativo a lo largo de
la cinética de crecimiento usando el tratamiento I, con respecto a los demas

tratamientos.

7.4.Efecto de los tratamientos en el numero de ramificaciones hifales de
G. margarita WV205A

La ramificacion hifal es un proceso que se ha descrito como un evento de
reconocimiento ante las sefiales bioquimicas de la raiz de la planta generadas en
forma de exudados (Giovannetti et al., 1996). Nuestros resultados muestran que el
namero de ramificaciones hifales en el tratamiento I' (usando el medio M1), es
significativamente superior a los demas tratamientos e incluso con respecto al
CONTROL POSITIVO (Figura 9a) cuando se usan concentraciones de quercetina
5 uM y 1-Metil-2-oxindol 2.5 nM. Esto contrasta con la bibliografia que cita que
cuando la espora percibe compuestos como las estrigolactonas o los flavonoles,
comienza a generar su hifa germinativa consumiendo una parte de su energia
interna para formar pequefias ramificaciones, induciendo la mitosis en las hifas,
aumentando la ramificacion y el area de exploraciéon (Nagahashi y Douds, 1999,
Buée et al., 2000). No obstante al no tener un contacto directo con la planta, a las
pocas semanas la hifa retrae su citoplasma, septando el micelio para iniciar un
periodo de latencia y reservar energia para una posterior germinacion (Koske,
1981; Beilby y Kidby, 1980).

En nuestro caso, al adicionarle estos compuestos al medio, se estimula la
ramificacion de la hifa del hongo permitiéndole explorar una mayor superficie en el
tratamiento I' y manteniendo esta exploracién, sin retraer completamente el
citoplasma de todo el micelio, durante 71 dias. Este resultado se presento6 de igual
forma en la réplica de la fase 2 (experimento fase 2 Rep.) Asimismo, esto
concuerda con el resultado obtenido en el tratamiento |, usando el medio M1,
donde la hifa genera un mayor niamero de ramificaciones hifales estadisticamente
significativas con respecto al CONTROL POSITIVO (Figura 9a). Esto hace pensar
gue en lugar de ocurrir un efecto sinérgico significativo entre los exudados de la

raiz y los compuestos adicionados al medio de cultivo, la hifa gastaria energia solo
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en crecer y ramificarse escasamente en direccién a la raiz. De esta forma, los
compuestos funcionarian como un interruptor metabdlico: aumentando la tasa
respiracion y la actividad mitocondrial, antes de la ramificaciéon (Akiyama et al.,
2005; Tamasloukht et al., 2003)

7.5.Efecto de los tratamientos en el numero de agrupaciones de células
auxiliares de G. margarita WV205A

Es de notar que la ocurrencia de eventos de diferenciacién fangica como la
formacion de células auxiliares (Figura 13, 14 y 15) solo se observé en algunos
tratamientos tanto del medio M1 como del medio M2, siendo mas abundantes en
los tratamientos I' (proximal:M1 sin raiz/distal: MSRSS) y | del medio M1
(proximal:M1 con raiz/distal: MSRSS) (Figura 10a y 10b). Esto indicaria que bajo
las condiciones de cultivo de estos 2 tratamientos, la actividad de diferenciacion
fungica se vio mas estimulada. La aparicion de células auxiliares se ha
relacionado con el almacenaje de lipidos, ya que suponen un rol como estructura
de reserva de estos compuestos (Pearson y Schweiger, 1993) y una fuente de
almacenaje de carbono, el cual es usado para la iniciacién y desarrollo de la
espora (Pearson y Schweiger, 1994; de Souza y Declerck, 2003, 2005). También
se ha hipotetizado sobre su funcion reproductiva (Pons y Gianinazzi-Pearson,

1985), pero su funcion celular ain no es muy clara (Bonfante y Bianciotto, 1995).
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Figura 13. Célula auxiliar de G. margarita WV205A en tratamiento |, usando medio M1. 200x

Figura 14. Célula auxiliar de G. margarita WV205A en tratamiento. I, usando medio M1. Aumento
100x
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Figura 15. Célula auxiliar de G. margarita WV205A en tratamiento I', usando medio M1. Aumento
100x

Este tipo de estructras solo se presentan en los géneros Scutellospora y
Gigaspora y cuando se forman estas estructuras en cultivo in vitro generalmente
se da la subsecuente formacion de BAS (branched absorbing structure).
Asimismo, es interesante resaltar que al principio de la germinacion (3 dias) y a lo
largo del tiempo de incubacién del cultivo (50 dias) las células auxiliares se
mantienen activas con un constante movimiento del material citoplasméatico
indicando actividad metabdlica. Dado que estas estructuras se consideran
estructuras de reserva, se hipotetizaria un almacenaje de carbono por parte del
hongo, no obstante queda la incognita si es carbono propio o del medio de cultivo.
Recientes estudios acerca del flujo del carbono en el micelio externo de Glomus
sp. (DAOM 197198) han llevado a dilucidar que es capaz de tomar azucares del
medio de cultivo mediante el transportador de monosacaridos MST2 (high-affinity
monosaccharide transporter2) (Helber et al., 2011), el cual también tiene afinidad

por la xilosa, constituyente de las paredes celulares de las plantas.
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8. CONCLUSIONES

Se establecieron 12 medios de cultivo modificados, de los cuales los medios
M1 (composicién: MSR + quercetin 5 uM + 1-metil-2-oxindol 2.5 nM + glucosa
8.2 g/L) y M2 (composicion: MSR + quercetin 2.5 uM + 1-metil-2-oxindol 2.5 nM
+ glucosa 8.2 g/L) mejoraron el porcentaje de germinacién y la longitud hifal de
las esporas de G. margarita WV205A en su estado pre-simbidtico. Las otras
cuatro especies, F. mosseae UK115, C. etunicatum NE102, G. rosea FL105 y
R. intraradices UT126 no presentaron un desarrollo hifal estadisticamente
significativo. Este resultado permiti6 verificar cual especie de HFMA
presentaba un mejor estimulo en el desarrollo del tubo germinativo en un
periodo experimental de 31 dias. Asimismo, permitié6 seleccionar dos medios
de cultivo apropiados para el cultivo de las esporas de G. margarita WV205A.
De esta forma, se evidencié que la composicion del medio de cultivo estimulo

la germinacién de esporas de G. margarita WV205A.

El tratamiento I’ (Proximal: M1 sin raiz/Distal: MSRSS) usando el medio M1
mejor6 el porcentaje de germinacion, la longitud hifal, el numero de
ramificaciones y el nimero de células auxiliares de G. margarita WV205A en
su estado pre-simbidtico, en comparacion con los valores obtenidos en el
control positivo en presencia de raiz. Los resultados experimentales confirman
un efecto positivo de la composicion del medio de cultivo (M1) en el desarrollo
del micelio de G. margarita WV205A. AlUn en ausencia de raiz, el micelio de G.
margarita WV205A migré al compartimento proximal y exploré durante un
periodo experimental de 71 dias de cultivo sin retraccion citoplasmatica, siendo
replicable en dos experimentos completamente independientes. No obstante,

pasado este periodo las hifas empezaron a septarse y a retraer su citoplasma.

Es destacable que empleando el tratamiento I’, se formé un mayor nimero de
agrupaciones de células auxiliares (estructuras de almacenamiento de
carbono) en el micelio de G. margarita WV205A, en comparacion con el control
positivo (presencia de raiz). Esto evidencia una actividad citoplasmatica y

metabdlica presente en las hifas cercanas a las células auxiliares.
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9. PERSPECTIVAS

Dado que el tratamiento I’ (proximal: M1 sin raiz/distal: MSRSS) empleando
el medio M1 estd estimulando la produccion de células auxiliares y la
funcién biolégica y capacidad de infectividad de éstas no es clara; es
pertinente determinar por qué se esta dando la formaciéon de células
auxiliares en ausencia de simbiosis y si el carbono almacenado dentro de

ellas proviene de la energia propia de la espora o del medio de cultivo.

Implementar el medio de cultivo M1 en cultivos monoxénicos (HFMA-Raiz)
para evaluar la produccion y el subcultivo de la simbiosis, con el fin de
comparar el ciclo de vida del hongo con respecto a su crecimiento en medio
cultivo MSR

Implementar el medio de cultivo M1 en cultivos monoxénicos (HFMA-Raiz)
liquidos para evaluar produccion y subcultivo de la simbiosis, comparada

con el crecimiento en medio cultivo MSR liquido.

Implementar una metodologia de cultivo in vitro mediante el uso de plantas
autotroficas de Medicago truncatula usando el medio M1 y compararla con

su cultivo en medio MSR, con el fin de optimizar la produccién de esporas.
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