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Los aislados EndoGm1 (Rhodotorula), EndoGm4, EndoGm¢6 (Pseudomonas aeruginosa), EndoGm13 vy

EndoGm14 coincidieron en promover las tres variables.

El desarrollo radical en las plantulas de arroz promovido por estos microorganismos-asociados puede

estar influenciado por la excrecién de sustancias promotoras del crecimiento vegetal como el acido

indol acético u otro compuesto durante el crecimiento de los microorganismos.

Por la conocida influencia de los com puestos inddélicos en el crecimiento de las rafces de las plantas

(Egamberdieva, 2008), se realizaron ensayos cualitativos de produccién de indol por los 15

microorganismos-asociados aislados (Tabla 10). La mayoria de los aislados que estimularon el

crecimiento de las raices respondieron positivamente a la prueba del indol (Figura 15).

Tabla 10: Produccién cualitativa de indol por los microorganismos-asociados (15), utilizando el

reactivo de Kovacs (Cortés, 2001).

EndoGm 1
Frndunci:’m++++++—++|-+—++-
de indol

Figura 15: Determinacién cualitativa de la producciéon de indol. Los tubos, de izquierda a derecha tienen
cultivos de Escherichia coli, control positivo (ATCC 25922); 9C, control negativo (Loiret, 2001); EndoGm

(6, 8, 13, 5 que si producen indol (halo rojo en la superficie del medio) y EndoGm7 que no produce indol);
blanco sin cultivo.

Existié una estrecha coincidencia entre algunos microorganismos-asociados que promovieron las tres
variables analizadas (peso seco,nimero y longitud) y la produccién de indol cualitativa, por lo que se
determind cuantitativamente las cantidades de la hormona posiblemente responsables de la respuesta;
segln la metodologia de Selvakumar et al. (2008) (Tabla 11).

Los valores mas elevados de concentraciéon de indol fueron observados en los aislados EndoGm6 (P.
aeruginosa), EndoGm12 (D.acidovorans), EndoGm8 (P.aeruginosa) y EndoGm5 (P.aeruginosa) con

-1
rango de 1,5 a 3,02 mg.mL .
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El aislado EndoGm6 (P. aeruginosa), cuyos resultados fueron positivamente relevantes para las tres
variables fisiol6gicas evaluadas (Fig. 12, Fig. 13 y Fig. 14), produjo indol (Tabla 10, Fig. 15) y la

- .z - . . - ’ - -1
determinaci6n cuantitativa (Tabla 11) en presencia de tript6fano en el medio fue de 1,5 mg.mL . Se
conoce que las hormonas a bajos niveles inducen estimulaciéon (Egamberdieva, 2008), siendo el valor
de concentracion en presencia de triptéfano en el medio la mitad de la concentracién del aislado del
mismo género y especie EndoGmb5.

Tabla 11: Produccién de indol cuantitativa en presencia y ausencia de Triptéfano en el medio.

M icroorganism os- Concentracién de indol Concentracién de indol
asociados (mg.m Lrl)en presencia (mg.m Lrl)en ausencia
de Triptéofano en el de Triptéofano en el
medio de cultivo medio de cultivo
EndoGm3 0,85 0,46
EndoGm5 3,02 1,07
EndoGm6 1,5 0,26
EndoGm7 0,62 0,39
EndoGm8 2,2 0,075
EndoGm10 0,6 0,19
EndoGm12 1,9 -0,17

De formageneral,en todos los microorganismos-asociadosensayadoslos valores mas pequefios fueron
observados en ausencia de Triptoéfano en el medio de cultivo (Tabla 11). EIl aislado EndoGmb5
(Pseudomonas aeruginosa) se destac6é con los mayores valores de concentracién de esta hormona. En
las Figs. 13 y 14 se aprecia que la incidencia de esta bacteria-asociada en plantulas de arroz es inferior
al control, por tanto con altos niveles de la hormona no se consiguié una estimulacién mayor.

4.7- Efecto de los microorganismos-asociados, aislados de esporas desinfectadas de Glomus
mosseae (INCAM -2) sobre la germinacién y el crecimiento hifal del hongo micorrizégeno en
condiciones in vitro

El enfrentamiento de las esporas de G. mosseae y microorganismos-asociados tuvo un interés especial
y fue conocercomo actuaban los microorganismos-asociados sobre el desarrollo de la especie de HM A
de donde se aislaron. Se trabajé en un sistemade crecimientodonde se pusieranen contacto las esporas
y los microorganismos-asociados.

Para el trabajo in vitro con las esporas se sigui6 la metodologia de desinfeccién propuesta por
Cranenbrouck et al. (2005). Estos autores con el uso de raices transformadas de zanahoria mantienen

conservados un granntumerode HM A a través del cultivo in vitro; se hizo uso de dicha metodologia vy
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se consiguié esporas de G. mosseae completamente desinfectadas, incluso a los 25 dias en medio de

cultivo no hubo crecimiento microbiano contaminante en las placas Petri donde se desarrolld el

experimento, luego esto fue verificado a los 40 y 45 dias; lo que evidenci6 una correcta desinfeccidn

del material fungico asi como un certero informe de los resultados propuestos.

La metodologia propuesta por Cranenbrouck et al. en el 2005 limpi6 la pared externa de las esporas y

permitié la germinaciéon de las mismas, también esta Gltima metodologia es muy utilizada y propuesta

con estos fines, es decir para experimentos in vitro de interaccion y no ha sido utilizada por los

cientificos que abordan la tem atica para el estudio de microorganismos-asociados.

Figura 16: Esporas de G. mosseae desinfectadas con la metodologia CTCf. A: las flechas indican restos de
la pared externa, la saeta indica lugar donde ya no estd la pared externa. B: las flechas indican la pared
intermedia.Las imagenes fueron tomadas con microscopio estereoscépico (marca Carl Zeiss) y con ayuda
del Software AxioVision.

En los experimentos que condujeron a esta tesis fue necesario el trabajo con dos metodologias de
desinfeccion de esporas, debido a que la metodologia CTCf utilizada para la com pleta desinfeccidén de
las esporas de G. mosseae, necesaria para la extracciéon de los microorganismos-asociados (bacterias y
levaduras) impide la germinacion de las esporas e incluso elimina en muchos casos la pared externa de
las mismas (Fig. 16 A) quedando las esporas con la pared intermedia expuesta (Fig. 16B). Este es un
resultadomuy positivoy Gtil para el aislamientode microorganismos que estén intimamente asociados
a las esporas debido a que al eliminar la pared externa se eliminan microorganismos externosy otros
contaminantes. La nitidez de la figura 16B fue considerada por el Dr. Ricardo Herrera como valiosa
para distintos fines, como estudios de taxonom fade la espora y parael aislamientode microorganismos

endégenos (comunicacién personal, del ya fallecido taxé6nomo Dr. Ricardo Herrera).
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La germinacién de las esporas tuvo lugar a los 10 dias de haberse puesto en contacto Ilos

microorganismos-asociados y las esporas del HM A. Cuando solo se colocaron esporas en los medios

de cultivono se observo desarrollode la hifade germinaci6n hasta pasados 17 dias,lo que evidencia un

posible efecto de los microorganismos-asociados sobre la germinaciéon de la espora; adelantandose en

el tiempo (aproximadamente siete dias) este evento.

La germinaciéon de las esporas controles demoré6; a los 21 dias (Fig. 17) se observé el desarrollo de

pequefias hifas en las tres repeticiones del experimento, que si bien indicaban el inicio del evento de

germinaciéon de las esporas, este crecimiento se detuvo (verificado midiendo el tamafio de las hifas

desde el dia 25 hasta el dfa 45) (Fig. 17, Tabla 12). En las esporas del tratamiento control el

crecimiento ocurrié6 en forma curva y errédtica (sin tener una direccion especifica), la hifa de

germinacion se enrollé sin llegar a sobrepasar un milimetro de distancia desde la pared externa de las

esporas.

Figura 17: Germinaciéon de esporas controles de
G. mosseae desinfectadas sin inoculacién, en
medio SRM. Se observa en la figura poco
crecimiento de la hifa de germinacién (a los 45

dias). Se sefiala con flecha la curvatura de la

hifa, que tiende a enrollarse, sin ram ificacién.

El efecto de la coinoculacion de las esporas con los microorganismos-asociados fue mayor cuando se

inoculé el aislado EndoGm8, resultando en un 80% de esporas germinadas. EIl efecto de los aislados

EndoGml y EndoGm12 con valores de germinacién que oscilan entre un 60 y un 70 %, sin em bargo,

no se diferenciaron del control. Ningdn incremento se observé cuando se realiz6é la coinoculacién con

los aislados EndoGm3 y EndoGm6; la germinaciéon del hongo en ambos casos fue semejante a la del

control (Figura 18).
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Tabla 12: Largo total de las hifas que crecieron durante 23 dias a partir de las 15 esporas de G. mosseae

sembradas en medio de cultivo SRM e inoculadas con las cepas microbianas-asociadas.

Largo hifal (mm)
Aislados
M inimo M éaxim o

Control 0,5 1*

Rhodotorula glutinis 0,05 10
EndoGm1

D elftia acidovorans 0,5 3
EndoGm 3

Pseudomonas aeruginosa 0,05 17
EndoGm5

Pseudomonas aeruginosa 0,5 1,5
EndoG m6

Pseudomonas aeruginosa 0,5 8
EndoGm7

Pseudomonas aeruginosa 1 26
EndoGm38

D elftia acidovorans 4 16
EndoGm10

Delftia acidovorans 1 14
EndoGm12

*A los 45 dias se volvidé a realizar un andalisis y no se observé crecimiento adicional.

100 1
80
o
=]
g 60
E Figura 18: Germinacion de las esporas de
(‘a; 40 HM A INCAM -2 influenciado por la
X coinoculaciéon en placas Petri con los
20 diferentes microorganismos-asociados
aislados de G. mosseae. Error estandar de la
6] .
media 2,2. 100% =15 esporas, los resultados
e“\1 (O e“‘"oo“‘ S S <“\’ = . .
?/(\6 ?/(\é ?/(\6 o 6(\ (\60?/(\60 ?/é son la media de 3 experimentos.

La Fig. 19 evidenciael desarrollode ram ificacionesprovocadas por los microorganismos-asociados.La
produccion de nuevas hifas, hastala formaciénde un micelio profuso fue observado durante los 45 dias
que se sigui6 el experimento, en las placas inoculadas con las esporas y el microorganismo-asociado
EndoGm8 (P. aeruginosa) (Fig. 19B). Sin embargo, la influencia de EndoGm5 y EndoGm10 (Fig.
19C) arrojé un maximo del largo hifalde 17 y 16 mm respectivamente (Tabla 12)y adem &s se puede
apreciar un detalle en esta figura y es como la hifa es capaz de desplazar el crecimiento microbiano.

Los microorganismos-asociados influyeron, por ejemplo EndoGm3 (D. acidovorans) y EndoGm¢6 (P.
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aeruginosa) trajeronconsigo ramificaciones en las hifas de la esporas pero el largo hifal fue de 3 y 1.5
mm respectivamente, muy cercano al control sin inocular (2 mm). En las placas donde solo estaban

inoculadas las esporas controles, no se observé desarrollo de nuevas hifas (Fig. 17) nicrecimiento de

las existentes en el periodo evaluado (Tabla 12).

Figura 19: Aumento en el nitmero de ram ificaciones de las hifas cuando se ha inoculado algin aislado de
los microorganismos-asociados (indicado con flecha). A: EndoGm7, B: EndoGm8 y C: EndoGm10. EI
circulo en la fotografia B indica la formacién de micelio. En C se aprecia a la derecha (indicado con doble

flecha) la ramificacién en forma de brazo, producido por el desplazamiento de la colonia del aislado
EndoGm10 al ser atravesada por la hifa. Las fotos fueron tomadas con microscopio estereoscépico (marca
Carl Zeiss) y con ayuda del Software AxioVision, a los 27 dias de haber comenzado el experimento.

Es necesario resaltar que el comportamiento no fue el mismo en todos los tratamientos. La cepa de
P.aeruginosa (EndoGm8) a los 45 dias habia cubierto de hifas toda la placa, por lo que fue imposible
medirlas debido al tamafio alcanzado y el entrecruzamiento de las mismas. EIl desarrollo del hongo no
se detuvo en los tratamientos donde estaban las esporas desinfectadas en contacto con los

microorganismos-asociados; aunque si se tendria que tener en cuenta la adicion de medio de cultivo a

las placas o el cultivoen placas masgrandes u otro sistem apara poder tenerel hongo creciendo durante
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Figura 20: Hifas de G. mosseae creciendo en direccion a las colonias microbianas (sefialado
con flecha). e: espora, c¢: colonia. A: EndoGm3, B: EndoGm5, C: EndoGm8, D y E:
EndoGm10, F: EndoGm1l. Las fotos fueron tomadas con microscopio estereoscépico (marca

Carl Zeiss) y con ayuda del Software AxioVision, a los 27 dias de iniciado el experimento.



un tiempo mayor, en vistas a la produccién de este en medio de cultivo in vitro aprovechando la

estimulacion de los microorganismos-asociados.

Se observo también que las esporas germinaban y la hifa crecia e iba en direccion a las colonias de los

microorganismos-asociados (Fig. 20), es posible que la excrecién de sustancias por los

microorganismos-asociados sea el factor quim oatrayente que promueva el crecimiento de las hifas de

G.mosseae en taldireccion o que la espora excrete exudados especificos que estimulan el crecimiento

de un microorganismo-asociado en especifico y haya una retroalimentacién entre ambos. De los siete

microorganismos-asociados ensayados cinco estadn representados en la Fig. 20 y las flechas blancas

sefialan las hifas que penetran a la colonia.

A pesar que EndoGm1l no induce a la produccién un micelio profuso, este aislado de Rhodotorula

glutinis es el Gnico microorganismo-asociado que trajo consigo la formacién de nuevas esporas (Fig.

21) en el tiempo evaluado; constituyendo un resultado relevante debido a que sin la presencia de un

6rgano vegetal el HM A como simbionte pudiera estar imposibilitado de llegar a formar nuevas

estructuras (Hildebrandt et al. 2006).

Figura 21: Dos vistas diferentes (A y B) de la formacion de nuevas esporas al inocular esporas

desinfectadas de G. mosseae y EndoGm1l (Rhodotorula glutinis). c: colonia, e: espora, en: espora nueva.

Las fotos fueron tomadas con microscopio estereoscépico (marca Carl Zeiss) y con ayuda del Software

A xioVision, a los 27 dias de haber puesto el experimento.

Al inocularin vitro las esporas del HM A INCAM -2 con los microorganismos-asociados, se obtuvieron

resultados novedosos al lograr la germinacién de las esporas y el crecimiento de hifas por el efecto de

los microorganismos-asociados. EIl efecto estimulador de la germinacién de las esporas de G. mosseae

(Fig. 18) y el crecimiento hifal del HM A ante los microorganismos-asociados aislados fue observado

en tres repeticiones del experimento.
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Las figurasdemuestran la promocién de la germinaci6n (Fig.18), el crecimiento hifal,la formacién de

micelioabundante (Fig.19) y el posible efecto de sustancias excretadas por las bacterias o la levadura.

Posiblem ente estas sustancias estimulan al hongo M A; se observa el frente de hifas en direccién a la

colonia microbiana en cinco de los aislados (Fig. 20), en los otros dos que no estan en la figura el

comportamiento fue el mismo. Todo esto demuestra una relacién estrecha entre el HM A y los

microorganismos-asociados con implicaciones en el propio funcionamiento del hongo.

En este experimento se observo la formacién de nuevas esporas a partir del efecto de EndoGm1, (Fig.

21) con larelevanciaque esto puede tener parael HM A, sin dudas quedarian muchos experimentos por

realizarse pero esta investigacion abre nuevas expectativas sobre las caracteristicas descritas hasta

entonces del carédcter de simbiontes obligados de estos hongos.
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V - Discusion

5.1- Desinfeccion de esporas de Glomus mosseae (INCAM -2)

Lograr esporas com pletamente asépticas en la pared externa del hongo en estudio fue un punto critico de

este trabajo de investigacién, que tenia como meta poder aislar microorganismos-asociados del interior de

las mismas. En la literatura cientifica consultada existian referencias a seis metodologias de desinfeccio6n

(M osse, 1962; Colozzi-Filho, 1988; Tilak et al. 1989; Nair et al. 1991; Bianciotto et al. 1996; W alley y

Germida, 1996) encaminadasa lograresporas libres de contaminantesmicrobianosen sus paredes externas,

sin embargo un método de desinfecciéon puede ser muy eficiente para una espora de HM A en especifico y

no serlo para otra, debido a su especificidad (Reis etal. 1999).

La metodologiadenominada en esta tesis Nair-Reis, utiliza la Cloramina T al 2% (Nairetal.1991; Reis et

al. 1999); evidentemente la combinaciéon y concentraciéon de productos desinfectantes que utilizaron no

solucioné lanecesidad de obtener esporas sin contaminantes (com pletamente asépticas) (Tabla 2). En otros

trabajos (W alley vy Germida, 1996) se ha utilizado la Cloramina T al 5% con tiempos de desinfeccién

superiores, Illegando hasta 20 minutos (Tommerup vy Kidby, 1980). EIl método CTCTf desarrollado en esta

tesis combiné la experiencia anterior y nos permitié6 obtener esporas asépticas en el exterior. EIl no

crecimiento de microorganismos a partir de esporas completas desinfectadas con este método asi lo

demuestra (Tabla 2).

El crecimientomicrobiano observado entonces a partirde esporas maceradas previamente desinfectadascon

elmétodo CTCf (Tabla 2),induce entonces a pensarque los microorganismos-asociadosaislados provienen

de las partes mas internas de la espora, o sea capa interna de paredes celulares y el citoplasma, por lo que

tam bién pudiéramos denominarlos microorganismos endégenos.

La metodologia CTCf fue 0(til para la desinfecciéon de esporas de la especie G. mosseae y para el

aislamientode microorganismos-asociados.Quizdsen elcaso de otras especies sea necesario mayor tiempo

de exposicién u otras concentraciones de sustancias desinfectantes como ocurrié en los trabajos de

Tommerup y Kidby (1980) con Acaulospora laevis.

La adicion de Tween 40 a la metodologia de desinfeccién CTCf, uno de los surfactantes mas utilizados

como detergente para uso biolégico, combinado con Cloramina T, fue positivo para este prop6sito a pesar

de las evidenciasde que el surfactante puede inhibir la efectividad del agente clorado; el Tween 40 pudiera
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impedirla accién de la CloraminaT u otrocompuestoclorado a concentraciones relativamente altas (Buck,

2003),sinembargo a concentraciones bajas puede mejorarelefecto del antimicrobiano por suacumulacién

dentro de las micelas del surfactante, facilitando por esta via su adsorcion sobre la pared celular de las

esporas. De este modo, la sustancia activa (Cloramina T) se encontrarfa enriquecida en las paredes

celulares, contribuyendo al mejoramiento de la descontaminacién de las esporas. El uso de s6lo 0,2 mL de

Tween 40 en el método de desinfeccion CTCf, que luego se diluyé por la accién de cinco lavados sucesivos

con solucién de Cloramina T, garantizé una disminucién gradual de la concentraciéon del detergente,

potenciando la accién del desinfectante.

El uso de antibi6dticos es un paso importante en las metodologias de desinfeccion de esporas de HM A

(W alley y Germida, 1996). La Cefalexina pertenece a la familia de las Cefalosporinas y actla

fundamentalmente contra bacterias Gram positivas (Ferguson, 2003). Es un antimicrobiano que inhibe la

transpeptidaciéon, durante la sintesis de peptidoglucano de la pared bacteriana (Beltramino, 2003); si el

antibiotico entrara o algo de este fuese absorbido por la espora, probablemente esta pudiera ser la causa de

que solo se haya detectado un aislado bacteriano Gram positivo, entre los 30 aislados que originalmente

fueron obtenidos en este trabajo, asociados al interior de las esporas de Glomus mosseae.

La nitidez observada en las paredes de las esporas que se han desinfectado con el método CTCf (Fig. 2A)

indica eliminacién de contaminantes como particulas de arcillas, grumos, organismos vivos y otras

particulas provenientesdel suelo, muchas de las cuales pueden ser fuentes de contaminacién externa de las

esporas de hongos micorrizégenos (Payrdé, 1998).

La posibilidad de obtener las esporas de HMA completamente desinfectadas, ha sido demostrado

(Bianciotto et al. 2001) utilizando técnicas complejas como microscopia electrénica, 6 el microscopio

confocal con tinciones especificas con el “Kit Back Light”. En nuestras condiciones necesitdbamos un

m étodo sencillo para dem ostrarla desinfeccion. Al cultivarlas esporas desinfectadasen mediosde cultivo y

que no haya ocurrido crecimiento microbiano, atn en un medio rico, después de siete dias de incubacidn,

nos aporté evidenciasde que el método CTCf, es valido.Afios mastarde nos encontramosque otros autores

(Cruz et al.2008) utilizaron un método sem ejante al nuestro.

Los microorganismos asociados no crecieron en medio LGI-P modificado hasta pasadas 96 h (Tabla 2 y

Fig. 2D). Este medio solo tiene una pequefila cantidad de fuente de nitré6geno disponible porque se disefio
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para aislar microorganismos fijadores de nitré6geno (Dobereiner et al. 1993). Sin embargo, en AN las

colonias se formaron en sélo 24 h y en medio SYP a las 48 h. Los medios SYP y AN son ricos en

m acroelementos, contienen nitré6geno en formas disponibles aportado por peptona o extracto de levadura,

cuyo contenido de proteinas oscilaentre 73y 75% ; adem 4&s contiene varias vitaminas (Sommer, 1996), todo

lo cual contribuye al crecimiento de los microorganismos.

5.2- Microorganismos-asociados a esporas de HM A Glomus mosseae

Los resultados en los cuales se obtuvieron 30 tipos de colonias microbianas a partir de la siembra del

macerado de las esporas previamente desinfectadas con el método eficiente CTCf, indican que asociados a

las esporas conviven una serie de microorganismosy que los mismos provienen de zonas interiores de las

esporas. Se descarta que sean microorganismos contaminantes asociados al exterior de las mism as.

Anterior a nuestro trabajo la literatura especializada sobre la interaccién de los HM A con otros

microorganismos contiene evidencias, indirectas algunas de ellas, sobre la asociacién entre las esporas y

otros microorganismos. Una de las primeras observaciones fue realizada por M osse (1970) y por M ac

Donald y Chandler (1981), pero estos autores sélo alcanzaron a decir que observaron, asociadas a las

esporas de HM A, ciertas estructuras a las cuales Illamaron “Bacteria-Like-Organisms” (BLOs). Sin

embargo,la incertidumbre sobre la verdadera presencia de bacterias-asociadas a los HM A se elevd cuando

W alley vy Germida (1996) pusieron en duda la posible presencia de bacterias-asociadas a las esporas de

HM A y las atribuyeron a fallos en la descontaminacién de las mism as.

Nuevas evidenciassobre lapresencia de bacterias asociadasa HM A las pusieron de manifiesto Hosny et al.

(1999) quienes encontraron evidencias indirectas de la presencia de bacterias en Glomus mosseae,

amplificando el ADN. Utilizando un cebador universal en una extraccién a partir de 100 esporas lograron

una libreria gendmica de origen procaridtico, pero estos autores no observaron am plificacién para esporas

simples, probablemente porque las bacterias, si existian, se encontraban adheridas en la superficie de la

espora. Volvia a ponerse en duda la presencia de bacterias asociadas al interior de las esporas.

Bianciotto et al. (1996; 2000; 2003) arrojaron luz sobre la interacciéon de bacterias con esporas de HM A,

pero los resultados estuvieron limitados a las especies Gigaspora margarita, Scutellospora persica y S.

castanea y utilizando complejas metodologias.
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M ientras todo esto ocurria se comenzaba este trabajo de tesis con el interés primordialmente de conocer si

las esporas del HM A G. mosseae, utilizadas en el INCA para la produccién de un biofertilizante contenian

bacterias fijadoras de nitré6geno asociadas.

M &s recientemente, Cruz et al. (2008) aislaron e identificaron dos bacterias a partir de esporas de G.

margarita: Janthinobacterium lividum (KCIGMO01l) y Paenibacillus polymyxa (KCIGM04), pero las

bacterias fueron aisladas cultivando el contenido de la espora extraido por medio de una aguja que perfora

las paredes y extrae el contenido de la espora;pero este trabajodeja laduda de la posible contaminacién del

contenido de la espora con microorganismos externos, al pasar la aguja por las capas externas de las

esporas.

Algunos de los microorganismos-asociados que se obtuvieron a partir de las esporas de G. mosseae fueron

capaces de multiplicarse en los tres medios de cultivo empleados, otros no lo lograron por lo que se les

consider6d microorganism os fastidiosos; su identificacion taxonémica no pudo realizarse al no poder crecer

en medio de cultivo axénico. Amann et al. (1995) plantean que quizds no se conozca un mayor numero de

bacteria asociada adherida a las esporas de HM A y que no sean apreciadas en su totalidad por la falta de

medios de cultivo especificos, pues s6lo del 1 al 10% del total de la comunidad bacteriana existente es

cultivable.

Quizdas, la imposibilidad de cultivar algunos microorganismos que estan realmente asociados, se deba a la

ausenciade algin componente nutricional especifico en los medios de cultivo utilizados, o al hecho de que

al ser aisladosde formaindependienteen medio de cultivo se pudieron haber interrum pido intercambios de

sustancias,nutrientes (Jargeatet al.2004) u otras relacionesque se establecenentrelos microorganismosen

el ecosistema. Sea la razén que sea, fue imposible mantenerlos todos viables en medios de cultivo

artificiales. Estos hechos y evidencias nos inducen a pensar que muchos de los microorganismos-asociados

pudieran estar en estado de latencia, no se multiplican y por eso no se reproducen en los medios de cultivo

artificialeso quizds necesiten condicionesespecificasparasu aclimatacionenel mediode cultivo. Pudieran

analizarse fuentes de carbono, presién parcial de oxigeno, presién parcial de CO,, pH o que

alternativamente muchosde estos microorganismos-asociados sean endosimbiontes obligados que de una u

otra forma dependen del hongo.
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Del andalisis anterior, se evidencia que en las esporas de hongos micorrizé6genos existen algunos

microorganismos-asociadosque al liberarse al exteriorson capaces de utilizarlascondiciones de los medios

de cultivo y lograr su crecimiento, multiplicacién y desarrollo, manteniendo su viabilidad durante largos

periodos de tiempo (11 afios) y otros que no pudieron reproducirse en los medios axénicos.

Sobre la dependencia que puede existir entre los microorganismos-asociados y las esporas de donde

proceden consideramos la hipo6tesis sobre la posible coevolucién de estos y los HM A. Segun, SchuBler y

W alker (2011) el hongo Geosiphon pyriformis antes de que existieran las plantas terrestres, ya hacia

sim biosis con cianobacterias, recibiendo el carbono desde la cianobacteria; la dependencia de estos

organismos a través de la simbiosis es muy antigua y existe gran compenetraciéon entre las partes. Segln

estos autores los descubrimientos que se han hecho de la simbiosis Geosiphon-Nostoc pudieran explicar el

comportamiento en otros HM A, todos estos hongos pertenecen al mismo phylum . Por tanto, una hipétesis

es que la pérdida de viabilidad y el no crecimiento de algunos microorganismos-asociados, que

originalmente fueron aislados de la cepa INCAM -2, pudiera deberse a la estrecha interaccién entre el HM A

y los microorganismos-asociados que coexisten y que se desarrollé durante la evolucidn.

5.2.1- Aisladoscon caracteristicasde levaduras

Las anom alias en la tincién de Gram a los aislados EndoGm1 y EndoGm1ll y la observacion de que estos

forman conglomeradosde célulascon color anaranjado (Fig.4C) Ilevé a muchos analisis, elucubraciones y

dudas. La similitud de la coloracién (indeterminada al Gram) con el de levaduras en otros trabajos

(Melasniemiy Hernesma, 2000), la form a, tam afio, el agrupam ientos de células tefiidas de color similar al

observado en nuestros experimentos y el crecimiento en pH 5,5, constituyeron evidencia de que estos dos

aislados podian ser levaduras. El dilem a sobre el resultado que se avizoraba estaba relacionadocon el hecho

de que en hongos micorrizégenos arbusculares,s6lo en una especie (Gigaspora margarita) Bianciotto et al.

(2001), habian detectado un microorganismo endosimbionte y este era una bacteria, sin embargo en este

trabajo se tenian cada vez m as evidenciassobre la existenciade un microorganismo eucarionteen elinterior

de las esporas del HM A G. mosseae; algo totalmente inusitado.

Las caracteristicas morfolégicas de estos microorganismos-asociados (Tabla 3), las estructura tipica del

proceso de reproduccién por gemacién observada (Fig. 5A), la formacién de cadenas de células o células

pegadas unas con otras que se interpreta como células gemando y dispuestas unas detras de otras (Fig.5B)
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como formndo pseudomicelios (caracteristica que se usa para su clasificacién) son semejantes a las

informadas por Phaff (2002) para las levaduras.

El color salmén de las coloniasdel aislado EndoGm1 (Tabla 3, Fig.3A y 3B), ha sido detectadoen colonias

de levaduras,se debe en algunos casos a la presencia de carotenoides (Phaff, 2002). Un especialista sugirio

que debido a la producciéon de esporas y al color de las colonias, podia ser Sporobolomyces salmonicolor

(Dr. Jorge M artinez, Comunicacién Personal), sin embargo, los estudios moleculares que se realizaron

revelaron que no pertenece a este género (Tabla 4).

La tinciéon con calcofluor white (Fig. 6) fue otro resultado revelador de que se tenian levaduras entre los

microorganismos-asociados que se habian aislado de la cepa INCAM -2 de G. mosseae. EIl calcofluor tifie

los enlaces B-1,4 hexapiranosa, constituyente de la quitina, la cual es muy comdn en las paredes celulares

de los hongos, no asien las bacterias (M elasniemiy Hernesmaa, 2000). La tincién con calcofluor brindé un

criterio adicional de clasificacion: las células que fluorecen no son bacterias y tienen en la pared quitina

(Melasniemiy Hernesmaa, 2000).

La pruebamaés contundentede la presenciade levaduras entre los microorganismos-asociadosaisladosen el

trabajo se obtuvo con el anéalisis del 18S ADNT~r (Tabla 4). EIl aislado EndoGm1l estd estrechamente

relacionado con las levaduras Rhodotorula glutinis, R. babjevae y R.diobovatum, siendo R. diobovatum un

teleomorfo de R. glutinis (de Hoog et al. 2000). EIl aislado EndoGm11 es muy similar a tres especies de

Cryptococcus; C. albidosimilis fue aislado primeramente de suelo Antadrtico por Vishniac y Kurtzm an

(1992),C. diffluensa partirde ufias enfermasde pacientes en Austriay C. liquefaciensen Japén (Fonseca et
al.2000).
La capacidad antibacterial de algunas levaduras, por ejemplo Cryptococcus laurentii es conocida

(McCormack et al. 1994). Lo anterior junto al hecho de que Cryptococcus neoformans, C. albidus, C.

curvatus y C. laurentii son identificados como patégenos de humanos, especialmente en pacientes con

SIDA (Hamilton, 2002), nos hizo reflexionar sobre el hallazgo. A fortunadamente la especie de

Cryptococcus encontrada en el interior de las esporas de Glomus mossea (INCAM -2) no pertenece a

ninguna de las especies patégenas o que tienen actividad antibacteriana.

Levaduras del género Cryptococcus han sido previamente informadas en asociacion con raices de plantas y

en esporas de hongos micorrizégenos (Renker et al. 2004). Este autor no aislé los microorganismos pues
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trabajo con ADNTr para detectarlas; como las esporas no fueron externamente desinfectadas no les fue

posible determinar si las levaduras estaban asociadas externa o internamente con las esporas del hongo

micorrizico arbuscular.

Segun, Renker et al. (2004), las especies de levaduras de los géneros Cryptococcus y Dioszegia no son

comunes en las raices micorrizadas y esporas de HM A en la naturaleza, sin em bargo de las dos levaduras-

asociadas aisladas de las esporasde G. mosseae (INCAM -2), procedentesde suelo cubano, una pertenece al

género Cryptococcus (EndoGm11).

Estudios realizados, pero en ectomicorrizas, han dem ostrado la presencia de diversos géneros de levaduras

(Zacchietal.2003; Buzzinietal.2005)en el ecosistemade trufas blancas y negras, pero ninguno asociado

al interior de estructuras del hongo como se ha detectado en las esporas de G. mosseae (INCAM -2).

El descubrimiento de 30 aislados microbianos-asociados en las esporas de G. mosseae provoca muchas

nuevas interrogantesacercadel papel de estos microorganismosen el ciclode vida del hongo y de la planta.

Las esporas de Glomus presentan alto contenido de lipidos (Beilby y Kidby 1980). Los lipidos en las

esporas pueden constituir una fuente de carbono para dichos microorganismos. Es altamente probable que

EndoGm1l sea una especie de Rhodotorula y la actividad lipasa ha sido demostrada en dicho género

(Paskevicius 2001), lo que explicaria la capacidad de la levadura para utilizar los lipidos com o fuente de

carbono.Silos lipidos de las esporas estan asequibles, ellos pueden constituir fuentes de carbono a algunos

de los microorganismos-asociados como por ejemplo a la levadura EndoGm1l.

En esporas del HM A G. margarita, Scutellospora (Bianciotto et al. 1996; 2000) y G. intrarradices

(Hildebrandtet al.2006) los Gnicos microorganismos asociados detectados habian sido bacterias. Detectar

y cultivarlevaduras-asociadasa lasesporasde HM A G. mosseae esun resultado novedoso para las ciencias

biolégicas y evidencia que no so6lo algunas bacterias, como habia sido informado anteriormente, sino

tam bién las levaduras, pueden encontrarse presentes en las paredes interiores 6 en el citoplasma de las

esporas de los hongos micorrizébgenos arbusculares, en este caso G. mosseae.

5.2.2- Alislados con caracteristicasde bacterias

Los resultados de este trabajo han revelado la presencia de bacterias Gram positivasy Gram negativas con

forma bacilar 6 cocoide, asociadas a esporas de G. mosseae (Tabla 3), sin embargo predominaron los

bacilos Gram negativos. En Gigasporaceae se han observado bacterias con formas bacilares y form as
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redondeadas (Bianciotto et al. 1996; 2000); a pesar de referir estos autores formas morfolégicas diversas,

no informanla respuestaa latincién de Gram , pero podemos inferir la predominancia de Gram negativos a

partir del género que informan.

A partir de esporas del género Glomus otros autores han aislado bacterias que las han informado como

asociadas a las mismas, pero no han sido aisladas o detectadas a partir de esporas desinfectadas, no

habiendose evidenciado antes que dichas bacterias provengan del interior de las esporas (M ayo etal. 1986;

Roesti et al. 2005). Bacterias con formas de bacilos y cocos, Gram negativas, fueron informadas por

Bianciotto et al. (2001), sin embargo Xavier y Germida (2003) informan solamente bacterias Gram

positivas en esporas sin desinfectar.

En los resultados de esta tesis se informan bacterias con ambas formas morfolégicas (predominan los

bacilos y un aislado con forma de coco) y Gram negativas, al igual que en trabajos de otros autores; lo

diferente y nuevo es que estas bacterias estan asociadas al interior de las esporas de HM A en el género

Glomus donde nunca antes los estudios realizados habian detectado m icroorganismos-asociados al interior

de las esporas.

La composicioén de especies cultivables de bacterias que estdn asociadas a esporas de hongos

micorrizégenos arbusculares es afectada por su procedencia ambiental, por ejemplo especies de HM A,

especies de plantas y la combinaciéon de especies de plantas y hongos M A. La posible explicacién de

bacterias especie especificas asociadas, puede deberse a la produccién de exudados especificos de las

especies de plantas- y exudados especificos de las especies de HM A (Artursson et al. 2006). Este micro

habitat puede variar en dependencia de la morfologia de la espora y del ambiente donde ellas se producen.

Las esporasdel hongo desarrolladas en monocultivo pueden, de alguna manera, seleccionar la bacteria que

pueden multiplicaren su am biente especificopor elcontinuo crecimientodel mismo hospedero (Andrade et

al. 1997). Asi mismo, las raices de las plantas y exudados de HM A pueden contener sustancias que

sustentan el crecimiento de ciertos grupos de bacterias o inducen la produccién de compuestos

antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otros microorganismos competidores y permiten el

crecimiento s6lo de aquellos microbios que pueden adaptarse al nicho particular que ofrece la pared de la

espora.
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No se observaron en la Tabla 5 colores en las colonias obtenidas que fueran caracteristicos de los géneros
Gluconoacetobacter ni Azospirillum y aunque se determinaron caracteristicas morfolégicas, la presencia o
no de algunas enzimasy la respuesta a un nimero de antibidticos, la confirmacién sobre la identidad de un
aislado microbiano la ofrece el uso de varias técnicas, teniendo especial importancia por su alta
confiabilidad las técnicas moleculares.

La literaturacientificaconsultada informaque Delftia acidovorans,laespecie alacual pertenecen las cepas
de bacterias-asociadas EndoGm3, EndoGm10 y EndoGm12, pertenece alPhylum Proteobacteria, clase Beta
Proteobacteria, orden Burkholderiales, Familia Comamonadaceae y género Delftia (den Dooren de Jong
1926; Wen et al. 1999). Tiene forma bacilar, Gram negativa, ampliamente distribuida y Illamada
anteriormente como Comamonas acidovorans y Pseudomonas acidovorans pero es una especie tipica del
género Delftia (Kdm pferetal.2008). Ha sido aisladadesde muestrasde suelo, sedimentos,lodos activados,
aceite crudo, agua y muestras clinicas (Wen etal.1999).

Pseudomonas aeruginosa, especia a la cual pertenecen las cepas de bacterias-asociadas EndoGmb5,
EndoGm6, EndoGm7 y EndoGm8 es Gram negativa. Dentro del género Pseudomonas se encuentran otras
especies como P. fluorescens, P. putida, P. syringae, P. alcaligenes y P. aeruginosa. Considerada un
patégeno que coloniza exitosamenteunaenorme diversidad de nichos. Se puede aislarde muestrasde suelo,
aguas contaminadas,asicomo de plantas,animalesy el hombre.M antiene una poblacién con una secuencia
gendémica comun mediante la recombinacién, tiene una extraordinaria capacidad para adaptarse a diversos
ambientes y tiene adem as, la particularidad de no presentar una poblacién tipica (Kiewitz y Timmler,
2000).

Estructura coralina en las colonias de los aislados de P. aeruginosa (EndoGm5, EndoGm6, EndoGm7 y
EndoGm8) fue observada al pasar siete dias en medio SYP. Lalucat et al. (2006) observaron que este
cambioen la morfologia de la colonia se producia en especies de Pseudomonas, caracteristica que se sum a
a las evidencias que demuestran la presencia de este género en las esporas de G. mosseae (INCAM -2).

En este trabajo de tesis se detect6 el género Pseudomonas en las paredes o citoplasma de la espora, o sea
asociado a lasesporas del HM A G. mosseae. Xaviery Germida (2003) detectaron este género en asociacién
con esporasno desinfectadasde G. clarum.La asociacionentre HM A y bacterias rizosféricas puede ocurrir

debido a la coexistencia de estos en la rizosfera.
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De lasuperficiede esporasno desinfectadasde G. mosseae se aislé tam bién una especie de género Bacillus

(Azcon-Aguilar et al. 1986) y Paenibacillus sp. fue aislado desde la micorrizosfera de plantas inoculadas

con G. mosseae (Budi et al. 1999). Todo lo anterior indica una heterogeneidad genérica entre los

microorganismosde alguna manerarelacionadoscon HM A, pero en ninguno caso anteriora nuestro trabajo

se ha demostrado que la asociacién sea interna a las esporas del hongo.

De nueve microorganismos-asociadosidentificados,cuatrocorresponden a Pseudomonas aeruginosa; cepas

de esta bacteria estdn intimamente asociadas al interior de las esporas, lo que refuerza la existencia de una

relaciénentre el género Pseudomonasy los HM A. Adem 4s de losresultadosde esta tesis M ansfeld-Giese et

al. (2002) observaron dominancia de los géneros Pseudomonas y Arthrobacter en estudios de bacterias

asociadas a la pared externa de los HM A. Hasta el momento, si bien es cierto que el género Pseudomonas

se ha informadocomo aislado de esporas de HM A, nunca antes habia sido informado asociado a las paredes

interiores o al citoplasmade la esporas desinfectadasde G. mosseae por ningun autoren laamplia literatura

cientifica consultada por la autora de la tesis.

N o se han encontrado evidencias de trabajos anteriores a este que informen la presencia de D.acidovorans

en intima asociaciéon con las esporas de G. mosseae u otro HM A. D. acidovorans pertenece a la familia

Comamonadaceae, dentro de la que se encuentra el género Acidovorax que si ha sido informado asociado,

pero a la pared externa de las esporas de HM A, en especies del género Glomus (G.versiformey G.clarum)

(Mayo etal.1986; Xaviery Germida, 2003).

5.3- Caracterizacion de los microorganismos-asociados aislados de esporas de G. mosseae

La resistenciade los microorganismosa los antibidéticospuede ofrecerinformacion Gtil en la caracterizacién

de los mismos (W ortman, 1993). Del anélisis del comportamiento de los siete aislados bacterianos-

asociados a las esporas ante diferentesantibidticos (Tabla8) se observé un patrén similarde respuesta a los

antibidticos entre los aislados con colonias de un mismo color. Sin embargo, dentro del grupo de

microorganismos-asociados identificados con colonias color crema estd el aislado EndoGm7; éste se

diferenciade los otros tres aisladosdel mismocolorporque es sensible o tiene una sensibilidad intermediaa

Ceftriaxona. Por otra parte, el aislado EndoGm6 es resistente a Trimetoprim-Sulfametoxazol. Ambos

aislados (EndoGm6é y EndoGm?7) pertenecen a la especie Pseudomonas aeruginosa y en el género

Pseudomonas otros autores como Lalucat et al. (2006) encontraron diferencias y patrones variables de
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susceptibilidad a algunos antibidticos, pudiendo ser esta la casusa de variaciones entre estas bacterias que

estan en un mismo grupo (Tabla 8) aunque tienen respuestas diferentes ante antibidticos especificos.

El aislado EndoGm11 fermenta arabinosa (Tabla 7) y son precisamente las levaduras los microorganismos

con mayor capacidad para fermentar azGcares, especialmente arabinosa, tal es el caso de Candida

arabinofermentans (Kurtzman y Dien, 1998). EIl interés de utilizar las levaduras en la fermentacién de

arabinosa ha estimulado la construccion de cepas de Saccharomyces cerevisiae con dicha capacidad

(Becker y Boles, 2003). Disponer de un microorganismo como EndoGm11l con tan amplia capacidad de

fermentacion de diferentes tipos de azlGcares pudiera ser interesante para la industria alcoholera.

EndoGm11l no tiene actividad nitrato reductasa (Tabla 7) mientras que tres especies de Cryctococcus usan

nitratos (Fonseca et al. 2000); esto sugiere que EndoGmll puede ser una especie de Cryptococcus

diferente.

Un comportamiento diferencial entre los aislados se observé adicionando concentraciones 3,5y 7 % de

NaCl al medio de cultivo (Tabla 7). Los aislados EndoGm3, EndoGm10 y EndoGm12 identificados com o

D. acidovorans no crecieron a ninguna de las concentraciones salinas probadas, indicando muy poca

resistencia a este estrés abiotico; en las condiciones del trabajo que utilizaron Wen et al. (1999) D.

acidovorans no creci6 en un medio con 6,5% de NaCl. EIl resto de los aislados, sin embargo, crecen

enérgicamente ante las distintas concentraciones de la sal impuestas en el medio de cultivo axénico. P.

alcaliphilay P.aeruginosa se han aislado de aguas marinas (Barraquioetal. 1988), 1o que pudiera explicar

la capacidad para crecer en estas condiciones.

Las sales en altas concentraciones intoxican a los microorganismos o actiGan como biocidas (Tejera et al.

2003), por lo que microorganismos que toleran concentraciones de sal pueden tener ventajas evolutivas, al

poder crecery sobrevivir ante estas condiciones de estrés.

5.4- Interacci6n entre esporasy microorganismos-asociados

En este trabajo de tesis se han aislado y cultivado no s6lo bacterias sino tam bién levaduras intimamente

asociadas al interior de esporas de G. mosseae (Tabla 3, 4 y 6), constituyendo las esporas y células

auxiliares (Bianciotto et al. 2004 ) sitio donde las bacterias se acumulan durante el ciclo de vida del hongo.

La diversidad biol6gica es un fendmeno que esta presente en estos resultados: se detectaron 30 tipos de
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colonias microbianas-asociadasalinteriorde las esporasde G.mosseae y entre estas,tanto microorganismos

procariontes como eucariontes, con cuatro géneros microbianos diferentes identificados.

La presencia de microorganismos en las esporas pudiera tener relacién con el metabolismo del propio

hongo. La gran cantidad de gotas que se aprecian en la Fig. 2C, al parecer son de lipidos salidos de las

esporas de G. mosseae rotas. La hifaintrarradicaltoma hexosas provenientes de la planta a partir de la cual

sintetiza lipidos y glucégeno (Bago et al., 2002), ambas son fuentes principalmente de energia y carbono

que son transferidas hacia la fase extrarradical y que a su vez pueden constituir nutrientes (lipidos vy

glucégeno) para los descubiertos microorganismos-asociados. También pueden ser usados como

combustible metab6licoy pueden almacenarse en las nuevas esporas formadas por el hongo micorrizégeno

(Bago et al.1999; Bago etal.2002).

Tanto los granulos de polifosfatos detectados (Fig. 10); en bacterias como en levaduras-asociadas a las

esporas del HM A G. mosseae (INCAM -2) pueden funcionar como fuente de energia, precursores del ATP

en la evolucién bioquimica (Nesmeyanova, 2000). Como mondémeros de estos polifosfatos pueden actuar

los iones fosfato, que son solubilizados por los microorganismos-asociados. La translocacién del fosfato

solubilizado no se sabe siocurre directamente hacia el hongo o haciala planta, este esuna caracteristicaque

necesita de nuevos estudios para poderse dilucidar.

Los resultados de esta tesis demuestran la presencia de las bacterias (P. aeruginosa y D. acidovorans) y

levaduras de los géneros Rhodotorulay Cryptococcus asociadas al interior de las esporas del HM A Glomus

mosseae (INCAM -2). Hemos analizado caracteristicas de la espora y funciones de estos microorganismos-

asociados que pudieran explicar que ambos pueden coexistir en un ambiente comudn. Muy probablem ente

estos microorganismos-asociados tienen potencialidades biol6gicasrelacionadascon las propias bondades y

propiedades de los HM A que los hacen relevantes y que m s adelante analizaremos.

Los microorganismos-asociadostambiénpudieran utilizarla esporacomo refugio ante condiciones adversas

e incluso es probable que exista algun mecanismo bioquimico que facilite la atracciéon o adhesién espora

microorganismo-asociado. Los aislados EndoGm5, EndoGm6, EndoGm7 y EndoGm8 son cepas de P.

aeruginosa y microorganismos de este género producen exopolisacaridos que llegan a formar una capa

pegajosa (Hassettet al. 2002). Roesti et al. (2005) observaron en cocos bacterianos presencia de mucilago.
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Pensamos que el mucilago o losexopolisacaridos caracteristicosde algunas bacterias pueden contribuir a la
adhesion de estas al interior de las esporas.

Otros autores no creen que sea una capa pegajosa alrededor de la bacterialo que posibilitela adhesién entre
estas y las esporas y sugieren que sea atraccion electrostatica (Bianciotto et al. 1996). Sin embargo, ésta
mismaautorarefuté estaideay demostré que polisacaridos extracelulares estaban muy relacionados con la
adhesiéon in vitro (Bianciotto et al. 2001). La presencia de tineles en las esporas debido a la presencia de
microorganismos-asociados hace que se sospeche en habilidad quitinolitica por estos microorganismos
(Roestietal. 2005) y que entonces no sea una simple adhesién mediada por polisacdridos extracelulares la
que se pone de manifiesto entre las esporas y los microorganismos-asociados, debido a que actividades
enzim aticas deben proveer a estos microorganismos de un mayor resguardo para hospedarse y protegerse
ante condiciones adversas.

5.5- Capacidad solubilizadora de fosfatos

Los tamafios del halo de solubilizacién asociados con las cepas de P. aeruginosa EndoGm5, EndoGm6 y
EndoGm7, cuando se utilizo fosfato tricalcico com o fuente poco soluble de fésforo (Tabla 9), duplican los
valores informados por Nautiyal (1999), para cepas del mismo género. No s6lo el halo de solubilizacién
medido en esta tesis es mayor que los informados por Nautiyal sino que se formé en un tiempo que
representa la quinta parte (72 h) del tiem po de accién estudiado por este autor (14 dias).

Los microorganismos-asociados EndoGm3 y EndoGm7 no formaron halo con ninguno de las dos fuentes de
fosfatosinsoluble y sin embargo los valores de concentracién de fédsforo solubilizado en las soluciones, no
son bajos; lacepa EndoGm3 de D. acidovorans fue la que aportéd los valores m as altos de concentracién de
fosfato de hierro solubilizado. EI método para determ inar la capacidad solubilizadora de fosfato en medio
liguido al parecer ofrece resultados que deben analizarse cuidadosamente; otros autores también
encontraronresultados poca correspondenciaentre lasdos formas de medirla solubilizaciony plantean que
varios aislados que no producen halo de solubilizacién en medio s6lido si manifiestan un nivel de
solubilizacion de fosfato mineral en medio liquido (Gupta et al.1994; Nautiyal, 1999).

La concentraciéon de fosfato solubilizado a partir de fosfato tricalcico en medio liquido, informada por
N autiyal en 1999, fue mayor que la que se detectd en los nueve aislados que se presentan en la Fig. 10A .

-1 6
Los mayores valores oscilaron entre 12 y 19 pg P mL por 10 UFC alas 72 h, mientras que en un periodo
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de 48 h Nautiyal informa sus menores valores en el orden de 21 a 31 ug P m L'lpor 109 UFC. No obstante,
debe tomarseen consideraciénque los microorganismos-asociadosa las esporas de G. mosseae (INCAM -2)
alcanzan esta concentraciéon de fosfato solubilizado con un nimero menor de células.

En los resultados obtenidos (Tabla 9) el mayor valor de halo obtenido fue para el aislado EndoGm11 con 8
mm en 72 h. Al compararlos resultadoscon los previamente obtenidos por otros autores encontramos muy
poca bibliografia afin.Penicillium rugulosum (IR-94M F1) cred un halo de solubilizacion de 24,7 mm a los
siete dias utilizando glucosa como fuente de carbono e hidroxiapatita como fuente de fosfato insoluble
(Reyes et al. 1999). Aunque la fuente de carbono en este trabajo de tesis y la utilizado por Reyes et al.
(1999) coinciden, estos Uultimos autores utilizaron la hidroxiapatita como fuente de f6sforo. EI B-fosfato
tricalcico tiene una Kps de 2.83 10_30 y la Kps de la hidroxiapatita es de 2.34 10759 (Seymour, 2004),
indicando que la hidroxiapatita es mas insoluble que el B-fosfato tricadlcico. A pesar que el B-fosfato
tricalcico sea relativamente menos insoluble que la hidroxiapatita, hay que destacar que la capacidad
solubilizadora de fosfato de los aislados asociados a las esporas de G .mosseae es relevante.

Con fosfato tricalcico como fuente insoluble de fésforo los valores de halo detectados oscilan entre 0.1y
0.8 cm y utilizando fosfato de hierro entre 0,1 y 0,6 cm (Tabla 9). Gonzéalez (2010), utilizando fosfato
tricalcicocomo fuente de fosforo poco soluble, en ensayos con aislados rizosféricos obtuvieron valores de
halos de 0,27 y 1,0 cm y los halos de solubilizacién oscilaron entre 0,27 ¢cm y 0,83 cm, al ensayar
microorganismos aislados a partir del vastago de plantas de arroz. Caballero Mellado et al. (2007) en
aislados rizosféricos del género Burkholderia, obtenidos a partir de plantas de tom ate, observd halos de
solubilizaciéon que oscilaron entre 0,15 y 0,97 cm . Cordero et al. (2008) detectaron que el end6fito de la
cafla de aztcar Pantoea sp. produjo un halo de solubilizaciénde 0,6 cm en sietedias. Sin em bargo, ninguno
de estos microorganismos que aportaron estos valores de halo fue aislado desde el interior de esporas de
HM A, pudiendo ser esto relevante desde el punto de vista de las posibilidades que representa como
mecanismo biol6gico cooperativo en las funciones de los HMA como solubilizadores de fosfatos
inorgéanicos. Esto es una hipo6tesis que necesita nuevos y diversos estudios para poder corroborarla, pero
este estudio permitié conocer la existencia de esta capacidad en los microorganismos-asociados a esporas

del HM A G. mosseae (INCAM -2) ante un elemento vital en la vida de los seres vivos.
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Los resultados (Tabla 9 y Fig. 10) muestran la relacién de los microorganismos-asociados a esporas de

HMA G.mosseae (INCAM -2)en el metabolismo delfédsforo. Barea etal. (1983 y 1997) observaron que los

HM A y bacteriassolubilizadoras de fosfatos tenian efecto sinérgicoo complementariocuando se aplican de

conjunto. Numerosos aislados de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas son capaces de

solubilizar fosfatos inorganicos liberando a4cidos orgéanicos, los que pueden ser tomados por el hongo vy

transportados hasta la planta hospedera. La aplicacién de biofertilizantes a base de microorganismos

solubilizadoresde fosfatoses una alternativaparamejorarlacantidad de fosforo disponible para las plantas

(Silva y Vidor, 2000). Sin embargo, al ser los microorganismos-asociados descritos en este documento,

habitantes naturales de las esporas de HM A y ser la capacidad de solubilizar los fosfatos inorgénicos del

suelo un atributo de ellos, la coinoculacién de bacterias solubilizadoras de fosfatos es un fendémeno

intrinseco a la inoculacién con HM A (en este caso INCAM -2), lo que debe tener un efecto mas directo o

inmediato para la nutriciéon fosférica de las plantas.

El aislado EndoGm6 es una cepa de P.aeruginosa que solubilizé altos valores de concentraciéon de fosfato

tricalcico y de fosfato de hierro, con diferencia significativa para ambos. Otros autores, utilizando

Pseudomonas aisladas de suelo observaron que habia mayor concentracién de fosfato solubilizado cuando

estds crecian en presencia de G.intrarradices (Villegas y Fortin 2001; 2002). En nuestros experimentos la

coinoculaciéon es natural e intrinseca de las esporas de HM A G. mosseae y queriamos resaltar que con las

potencialidadesde EndoGm®6 en la solubilizaciéon de fuentes de fosfatos insoluble su aporte debe incidir en

la nutricion fosféorica de las plantas. Nuevos estudios serdn necesarios para conocer la forma en que estos

entregan el fésforo solubilizado al hongo o si lo hacen directamente a la planta.

La capacidad que presentan los microorganismos para solubilizar fuentes de fosforo insoluble, constituye

una ventajacompetitivaen laevolucién,lesda la posibilidad de obtener este nutrientemineral (fundam ental

para muchas moléculas del metabolismo de las plantas, del hongo, de las bacterias y de las levaduras) y

puede tener una repercusion en la capacidad de sobrevivir en disimiles nichos ecol6gicos.

La presencia de microorganismos-asociados al interior de las esporas de HM A como hemos informado en

este documento arroja nueva luz sobre el tema coinoculacién que ha sido tratado durante afios;

microorganismoscon capacidad para solubilizar fosfatosinorgéanicostienen gran importanciay se muestran

efectivos s6lo en escasas situaciones; sin embargo cuando se les coinoculan con hongos formadores de

80



micorrizas arbusculares se muestra un efecto positivo y sinérgico de ambos grupos microbianos (Azcédn-

Aguilary Barea, (1992); Goldstein, 1995).

Las asociaciones de hongos micorrizégenos-bacterias y las coinoculaciones ha sido un tem a tratado en los

trabajos de investigacion previos. En este estudio al estar estos microorganismos, tanto levaduras com o

bacterias-asociadascoexistiendo de forma natural en las esporas, el efecto sinérgico es probablemente m é&s

notorio, existiendo una gran compenetracién entre las partes. Segln Bonfante (2003) la complejidad de la

sim biosis se ve acrecentada debido a la presencia de un tercer simbionte: bacterias que viven dentro del

hongo y existen genes de estas bacterias involucrados en la adquisicién de nutrientes minerales. La

deteccion de un operén transportador de fosfato en el genoma de Burkholderia sp., bacteria que fue aislada

del citoplasma de G. margarita (Ruiz-Lozano y Bonfante, 1999); pudiera sugerir que esta bacteria esta

potencialmente capacitada para incorporar fosforo desde el citoplasma del hongo donde ellas viven.

Los mayores valores de fosfato tricalcico solubilizado se corresponden con la cepa de P. aeruginosa

(EndoGmé6) con 8,36% P,0,. En estudios anteriores a este s6lo en esporas de G. margarita, como

excepcion,se han aislado microorganismos-asociadoscon posibilidad de solubilizacién de fosfato, en aquel

caso Janthinobacterium lividum (KCIGMO01) y Paenibacillus polymyxa (KCIGM 04) con 10,6 + 0,7y 15,0

+ 1,2 porciento de P,O respectivamente (Cruz et al. 2008). En aquel experimento no se demostré que los

microorganismos asociados provinieran del interior de las esporas y la fuente de fosfato insoluble fue

fosfato tricalcico. Los valores detectado en este trabajo de tesis son numéricamente menores, pero los

mencionados autores no informan el nimero de células, tiempo de crecimiento transcurrido en que se hizo

la detecciéon y utilizaron el método de Gaind y Gaur, (1991) el cual esteriliza los medios con el fosfato

tricdlcico incorporado, lo que, de acuerdo a nuestra experiencia, puede traer consigo la solubilizaci6n no

microbiana de esta fuente de fosfato insoluble. Todo lo anterior nos hace considerar que el fosfato soluble

informado por los autores no seacompletamenteoriginado por los microorganismos, sino que una cantidad

puede haberse solubilizado durante el proceso de esterilizacion; los valores tan altos de solubilizaci6n

informados por Cruz et al. 2008, parecen posibles artefactos de la técnica de trabajo empleada.

En este trabajo de tesis los microorganismos-asociados proceden del interior de las esporas. Si estos

microorganismos asociados estuviesen también en las hifas extrarradicales como han demostrado

Bianciotto y Bonfante, (2002) en Gigasporaceae, estos pudieran tener un papel relevante en |la



disponibilidad de fésforo a las plantas, dada su capacidad de solubilizar fosfatos insolubles durante la

hipotética triple interacciéon. Consideramos que probablemente entre los microorganismos-asociados al

interioro microorganismos endégenos de las esporas de los HM A y los propios hongos existe una estrecha

relacion,vinculada fundamentalmente con la solubilizacién, la acumulacién y la translocacién de fosfatos.

La presencia de bacterias y levaduras asociadas a las esporas de HM A G. mosseae, con capacidad para

solubilizar fosfatos, es un resultado que abre nuevas interrogantes sobre el papel biolégico de estos

microorganismos que viven en el interior de las estructuras del hongo y realizan actividades posiblem ente

simbidticas entre ellos; hipo6tesis que seréd necesario desentrafiar en el futuro inmediato.

Interacciones intercelulares pueden ser importantes porque permiten un radpido intercambio de energia y

nutrientes entre las rafces de las plantas, hongos micorrizégenos y bacterias-asociadas. Estos

microorganismos-asociados durante las distintas fases de interaccién con el hongo y las plantas pueden

Ilegar a la micorrizosfera y a la rizosfera, y allirealizar sus funciones fisioldgicas entre las cuales pudiera

estar la solubilizaciéon de fosfato. La micorrizosfera puede proveer un ambiente beneficioso para ciertas

bacterias asociadas, las cuales pueden tener un efecto positivo suministrando nutrientes (Johansson et al.

2004).

Otros autores,al no poder cultivarlas bacteriasendosimbiéticasen medio de cultivo (Bianciottoetal.2004;

Jargeat et al. 2004) han trabajado con el genoma de la esporas de G. margarita y han observado una

representaciéongendmica de la bacteria (van Buuren et al. 1999). Genes aislados de la libreria gendm ica de

estas bacterias son de gran interés, por ejemplo: genes transportadores de fosfatos pst (Ruiz-Lozano y

Bonfante, 1999).

5.6- Acumulaciéon de polifosfatos

Los microorganismos-asociados aislados en esta tesis crecen, se reproducen y se mantienen viables en

medio LGI-P modificado. EIl crecimiento en medios de cultivos pobres en nutrientes, podria ser indicativo

de la presencia de polifosfatos en los aislados microbianos-asociados a esporas de G. mosseae.

Nesmeyanova (2000) observo que la biosintesisde polifosfatos responde a diferentes factores externos que

puede ser componentes nutritivos del medio o condiciones fisicas y quimicas.

Se observo adem &s anom alias en la coloraciéon de las células de los aislados EndoGm1ly EndoGm11l (Fig.

4) a latincionde Gram . Considerando las observacionesde M elasniemiy Hernesmaa, (2000) de que células
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de levadurasacumuladoras de polifosfatos no se colorean uniformemente cuando se realiza esta tincion; el

comportamiento indeterminado al tratar de realizar la tincién de Gram de estos aislados, asi como el

crecimiento en medio LGI-P modificado apuntaban a la posible acumulacién de polisfosfatos en estos dos

microorganismos-asociados aislados de la esporas desinfectadas de G. mosseae. Con azul de toluidina y

azulde metilenose observd la presencia de polifosfatosen las dos cepas de levaduras estudiadas Fig. (11A,

11B y 11E). En levaduras provenientesde lodos activados M elasniemiy Hernesmaa (2000) y Grocetti et al.

(2000) observaron células azules oscuras que indicaban presencia de polifosfatos. A partir de estas

evidencias se analizé la posible presencia de polifosfatos en los aislados EndoGm1l1 y EndoGm11.

En bacterias, a pesar de ser donde mas se ha estudiado la acumulacién de polifosfatos (Nesmeyanova,

2000), de siete aislados ensayados solo dos cepas de P. aeruginosa (EndoGmb5 y EndoGm6) al ser tefiidas

con DAPI especificamente, mostraronlacoloraciénamarillatipica que indica acumulacién de polifosfatos.

Esto estd muy relacionado con el tamafio celular y la forma de agrupamiento de las células. Para las

levaduras,con célulasde 4,6 pm y 4,9 um es mas facilla observaciénque para una bacteria cuyo tamafio es

mucho menor, por ejemplo EndoGm5 tiene bacilos de 1,2 um de longitud (Tabla 3). Las levaduras estéan

organizadas en racimos (Fig. 4), generalmente no se observan células individuales, lo que facilita la

observacion de agrupamiento de células tefiidas de color amarillo, indicando presencia de polifosfatos.

Adem ds en bacteriaslos polifosfatosrepresentan del 0,2-0,4% del peso seco, mientras que en las levaduras

es del 20% (Nesmeyanova, 2000).

Al tefiircon DAPI se observaron células fluorescentes am arillasy azules (Fig.11C y D). La efectividad del

DAPI en el estudio de organismos acumuladores de polifosfatos no es accidental, tiene una elevada

especificidad, esto se debe a una dependencia directa del cambio en la emisiéon de la longitud de onda

cuando el DAPI seune a los polifosfatosdando fluorescenciaam arilla(Hung etal.2002). Este cambio solo

ocurre en el caso de los polifosfatos y ha sido observado en estudios histolégicos de polifosfatos en

vacuolas de levaduras (Grey et al. 1990). Kapuscinski (1995) atribuydé el cambio de emisién del DAPI en

polifosfatos, al incremento de afinidad entre éste y la alta densidad de cargas negativas de tres o mas

moléculas de fosfato. Este cambio no se observa cuando el DAPI se combina con ortofosfato o particulas

coloidales de fosfato férrico.

83



Cepas de P. aeruginosa asociadas (EndoGmb5 y EndoGm®6) y cepas de levaduras-asociadas de los géneros
Rhodotorula y Cryptococcus, provenientes del interior de esporas desinfectadas de HM A G. mosseae
acumulan polifosfatos. EIl género Pseudomonas tiene posibilidad de acumular polifosfatos (Sidaty Kasan,
1999), a pesar de ello lo novedoso fue el haberlo detectado en microorganismos-asociados aislados del
interiorde esporasde HM A, por las posibilidadesque representa la acumulaciéon de polifosfatosy la ventaja
que ofrece desde el punto de vista evolutivo.

Este documento informa por primera vez que asociada a esporas de HM A existen levaduras. En el género
Glomus no se habfan informado microorganismos-asociados a las esporas, menor atn es la posibilidad de
encontrarpolifosfatosen las células de estos aislados. Esto pudiera ser valioso para entender la interaccidn
entre los microorganismos-asociados, los hongos y las plantas.

Las esporas de G. margarita almacenan entre otras cosas fosfatos y cantidades im portantes de fosfatos se
encuentran en organismos semejantes a bacterias (Cruz, 2004). Los hongos micorrizégenos tienen una
importante funcién en la transferencia de nutrientes del suelo a la plantay se ha observado que el fosforo
solubilizado porel hongo, es acumulado en forma de polifosfatos en el citoplasma del mismo (Cruz, 2004)
y alestartambién los microorganismos-asociadosen este sitio,hipotéticamente pudieran también aportar el
féosforo acumuladoen forma de polifosfatosen el interiorde sus células;pudiera posteriormente transferirse
el fosforo a la planta a través de los arbusculos.

Segun, M aria Harrison et al. (2002) en células corticales de la legum inosa Medicago truncatula se detectd
un transportadorde fésforo (M tPT4), que sdlo se expresa en células micorrizadas. La expresidon directa del
promotores exclusiva de células que contienenarblsculos. Evidencias como éstason un fuerte indicadorde
que la transferencia de fosforo hacia la planta ocurre directamente a través de los arblUsculos. La presencia
de microorganismos-asociados al HM A en los arbusculos, pudiera ser una evidencia de su papel como
donantes de fosforo, aspecto que aln estd por estudiarse, aunque los microorganismos endosimbiontes
nunca han sido observados en los arblUsculos, probablemente debido al pequefio tamafio del diam etro de la
hifa (Bianciotto et al. 2004).

En esporas e hifas intra y extrarradicales del género Glomus, Ezawa et al. (2001) estudiaron dos enzim as
relacionadascon la fosforilacion de la glucosa, observdndose que la actividad de la enzima hexosa quinasa

(HK) fue mayor que la actividad de la enzima polifosfato gluco-quinasa (PPGK), lo cual es indicativo de
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que los polifosfatos no son el mayor fosfageno en el metabolismo de la glucosa en el hongo. Sin embargo,

este mismo autor se pronuncia por la hipo6tesis, pero no llegé a dem ostrarlo, de que la actividad de la

enzima PPGK pudiera ser aportada por microorganismos contaminantes o microorganismos-asociados al

hongo micorrizégeno arbuscular. Las evidencias experimentales que se brindan, sobre la presencia de

microorganismos-asociados a esporas de HMA <con capacidad para solubilizar fosfatos y acumular

polifosfatos aporta evidencias a la hipotesis lanzada por Ezawa et al. (2001). Asi nuestro hallazgo puede

constituir un pequefio aporte al entendimiento del funcionamiento de la interacciéon entre los HM A y las

plantas, agregando un factor adicional: los microorganismos-asociados, pueden intervenir en el

m etabolismo de la simbiosis bipartita 'y que consideram os que pudiera ser realmente tripartita.

De acuerdo auna de nuestras hipo6tesis,estos microorganismos Rhodotorula, Cryptococcus y Pseudomonas

(EndoGm1l1l, EndoGm1l1l, EndoGmb5 y EndoGm6), que acumulan polifosfatos en su interior, pudieran

tam bién transferir el féosforo de los polifosfatos a la planta, en el proceso de intercambio de nutrientes a

través del hongo. Este mecanismo aumentarfia entonces el contenido fosfdédrico que el hongo puede

sum inistrar a la planta hospedera. Aunque este mecanismo de participaciéon de los microorganismos-

asociados en la nutricion mineral es algo desconocido hasta el momento, consideramos que su aporte

pudiera haber existido siem pre, ya que estos microorganismos endédgenos parecen haber utilizado al hongo

como pospedero desde el surgimiento de estos, conviviendo juntos durante la evolucién y pasando de una

generacion fungica a la siguiente. Estas funciones pudieran ser intrinsecas a las bondades que ofrecen los

hongos HM A a las plantas. Todo lo anterior queda en el nivel de hipdtesis, pero es promisorio el estudio

que se abre al futuro de la triple interaccién que al parecer se establece.

5.7- Influencia de microorganismos-asociados a esporas de G. mosseae sobre el crecimiento de las

raices de plantulas de arroz

Los resultadosde esta Tesisdemuestranun efecto superiorde algunos microorganismos-asociados respecto

alcontrolen elcrecimientoradical de plantulas de arroz. Tanto la longitud, como el nitmero totaly el peso

seco de las raices (Fig. 12, 13 y 14) fueron duplicados por P. aeruginosa (EndoGm6); otra cepa de P.

aeruginosa (EndoGmb5) increment6 dos veces el nimero de raices (Fig. 14). EIl efecto de EndoGm1l4

increment6 el largo y la biomasa de las raices (Fig. 12 y 13). Algunos trabajos informan el potencial que

tienen bacterias asociadas a la micorrizosfera de HM A como posibles prom otoras del crecimiento vegetal
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(Arturssonetal.2006) y losresultados antes expuestosnos hacen sospechar estasuposiciéon,sin embargo el

efecto de los hongos en elcrecimientode las raices ha sido muy estudiado (Lamhamedietal.1992; Vidal et

al. 1992). Fidelibus et al. (2001), observaron que especies de Glomus (Glomus. sp., G. mosseae, G.

intraradices) tuvieron un efecto estimulante sobre el crecimiento en longitud y biomasa de las raices de

Citrus volkameriana; segln estos autores el peso seco y la longitud total de las raices fue 1,2 a 1,3 veces

mayor en plantas inoculadas.

La accién de microorganismos que se desarrollan junto con el hongo micorrizégeno arbuscular pudiera ser

una posible explicaciéon adicional al efecto beneficioso de las micorrizas sobre el crecimiento de las raices

de las plantas. Por la relaciéon estrecha entreelcrecimientode las raicesy el proceso de la nutriciéon mineral

de las plantas (Sattelmacheretal. 1993; M arschner,1998),el efecto de los microorganismos-asociados a las

esporasde G. mosseae, puede teneruna significaciénespecialsobre la capacidad nutricional de las plantas,

al incrementar el nimero, el largo y la biomasa de las raices.

Los microorganismos EndoGm5 y EndoGm6 son cepas de P.aeruginosa que acumulan polifosfatos, tienen

marcada actividad en la solubilizacién de fosfatos insolublese incrementanelnimero de raicesde plantulas

de arroz y adicionalmente producen AIA (Tabla 10). En otros trabajos se han aislado numerosos

microorganismosdelsuelo, pertenecientesa diversosgéneros microbianoscomo Azotobacter,Azospirillum,

Bacillus, Clostridium y Pseudomonas, trayendo consigo beneficios en las raices de las plantas; debido a la

acciéon de fitohormonas,sider6forosy fosfatasas (Glick, 1995; Jeffriesy Dodd, 1996; Vazquez etal.2000;

Siddiquiy Shaukat,2002; Vessey,2003; Gamalero etal. 2004) excretadas por estas bacteriasen larizosfera

de muchas especies, entre la cuales se encuentra cruciferas como la canola, solandceas (tom ate y papa) y

gramineas (trigo), segun Bakker et al. (1986); Abbass y Okon (1993); de Fritas, Banerjee y Germida

(1997).

Los niveles de produccién de AIA por EndoGm®6 (Tabla 11) son bajos respecto a otros microorganismos-

asociados aisladosen nuestro trabajoy quizds los bajosniveles de la hormona han hecho posiblesu positiva

respuesta respecto a las variables medidas. P. aeruginosa tiene una potencial capacidad para promover el

crecimiento de las plantas, aspecto en el cual la produccién de AIA por la bacteria puede ser uno de los

mecanismos fisiolégicos que se encuentran mediando el incremento del nitmero de raices y también el

incrementode la superficie de absorcién de las raices de las plantas (Ayyaduray et al.2006). La cepa de P.
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aeruginosa (EndoGm6) tiene un efecto positivo en las variables fisiolégicas medidas en el crecimiento de
las raices de arroz. El hecho de encontrarse asociada al interior o enddégena de las esporas de G. mosseae Yy
tener capacidad promotora del crecimiento vegetal tiene una significacion en la biologfia de la interaccion
microorganismo-asociado_hongo_planta. Segln, Bianciotto et al. (2004) en G. margarita, los
microorganismos asociados pasan por las distintas fases del desarrollo del hongo, ese hallazgo puede ser
relevante en la hipotética triple interaccién planta_hongo_microorganismo-asociado, ya que adem &s del
fenémeno ya analizado de la absorciény el metabolismodel fésforo, puede ocurrir el efecto beneficioso en
el crecimiento de las rafces y por tanto en su alcance en la exploracion del suelo en el cual se estan
desarrollando las plantas. Las plantas con micorrizas asociadas y raices con crecimiento favorecido por la
accién de los microorganismos-asociados, estarian en mejores condiciones para tomar del medio los
nutrientes y el agua necesaria en el desarrollo de las plantas.
La cepa de P. aeruginosa EndoGm5 produce niveles relativamente altos de la hormona AIA, tanto en
. -1 . -1 . 7 . .
presencia (3,02 mg.mL como en ausencia 1,07 mg.mL ) de triptéfano en el medio (Tabla 11). Sin
embargo, tiene un efecto significativo sobre el nimero de raices de plantulas de arroz. Se plantea que altos
niveles de esta hormona pueden traer consigo inhibiciéon del crecimiento (Egamberdieva, 2008). Cepas de
. . -1 -1
P. aeruginosa y P. fluorescens producen AIA, con valores que oscilan entre 0,8 mg.mL y 0,2 mg.mL
. . - 7 - . -1
respectivamente, en ausencia de triptéofano al medio; en presencia de este producen 0.9 mg.mL y 0.4
1 )
mg.mL ,respectivamente (Karnwal, 2009).

Los valores de produccidéon de indoldel microorganismo-asociado EndoGm6, que estimulael crecimientode
. -3 -1 - .
las raices de arroz (Tabla 11) son del orden de 10 mol.L (tomando como referencia el AIA para realizar
el cédlculo de la molaridad). Experimentos de fisiologia vegetal han dem ostrado que las concentraciones de
compuestosindélicos (AIA) pueden ser estimulanteso inhibitoriasdel crecimiento vegetal, en dependencia

L, R R . -11 -10
de la concentracién de este regulador del crecimiento. Concentraciones de AIA del orden de 10 alo
-1 . . . - . - -8
mol.L son estimulantes del crecimiento radical, mientras que concentraciones mayores (del orden de 10
-1 . - . . , . - . - - . 7
mol.L )inhibenelcrecimientode lasraices (Timan,1969). El medio LGI-P modificado que se utilizéd para
evaluar el efecto de los microorganismos-asociados sobre el crecimiento de las plantulas de arroz, se

prepara con cantidades minimas de com puestos de nitré6geno asimilable; sin embargo el medio SYP que se

utilizé para crecer los microorganismos-asociados y determinar las excreciones de indol es un medio rico
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(30 veces mas concentracién de extracto de levadura que el medio LGI-P modificado). EI efecto

estimulante del crecimiento radical que produjo el microorganismos-asociado EndoGm®6, puede estar

relacionado con la produccién de reguladores del crecimiento tipo indol, producidos a concentraciones

menores que las encontradas en el medio rico SYP por estos microorganismos en el medio LGI-P

modificado durante el experimento para conocer el efecto de los microorganismos-asociados sobre el

crecimiento de las plantas. Los resultados de la produccién de indol tienen una gran utilidad, pues nos

orientan sobre lacapacidad de los microorganismos-aisladosde producir un compuesto que posee actividad

reguladoradel crecimiento vegetal, pero la extrapolacién de los resultados debe realizarse cuidadosam ente

ya que la real concentraciéon de los compuestos indélicos dependerd de las poblaciones microbianas, las

cuales estardn a su vez relacionadas con las condiciones y el medio de cultivo en el cual se desarrollan.

Adem as de lo anterior, en su interaccién con las plantulas de arroz los microorganismos-asociados pueden

haber producidoy excretado otros com puestos reguladores del crecimiento que favorecerian o inhibirian la

elongaciéon celular y cuya determinaciéon estuvo fuera de los objetivos de esta tesis. Nuevas avenidas de

investigacion se abren en este sentido para el futuro.

El papel fisiolégico y ecolégico de microorganismos-asociados a los HM A no ha sido informado en

trabajos previos, tampoco su papel potencial en la simbiosis micorrizica. En este documento se han puesto

en evidencia algunas capacidades metabo6licas de estas bacterias y levaduras asociadas que las hacen

interesantes y tienen un valor potencial para entender el proceso de la nutriciéon de los cultivos y de la

simbiosis.

5.8- Efecto de los microorganismos-asociados, aislados de esporas desinfectadas de Glomus mosseae
(INCAM -2)sobre la germinacién y elcrecimiento hifal de este HM A en condiciones in vitro

En presencia de microorganismos-asociados las esporas desinfectadas de G. mosseae germinaron en el

medio artificial SRM a los diez dias, sin em bargo las esporas controles desinfectadas y colocadas en dicho

medio germinaron solo siete dias m &s tarde (Fig. 17). En el mismo intervalo de tiempo en que germinaron

las esporas coinoculadas con microorganismos-asociados también germinaron las informadas por Azcén

(1987), con la diferencia que Azco6n no realizé inoculacién con otros microorganismos y en este trabajo

experimental fueron inoculadas las placas Petri con microorganismos-asociados.

De los microorganismos-asociadosinoculadoscon las esporas, una cepa de P.aeruginosa (EndoGm8) trajo

consigo incremento de la germinacién de las esporas (Tabla 6 y Fig. 18). Entre los factores que afectan el
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proceso de germinaciéon de las esporas se encuentran los microorganismos (Siqueiray Sylvia, 1985); y en

estudios realizados con microorganismos en asociacion con esporas sin desinfectar del género Glomus

fueron encontrados bacteriasdegradadoresde biopolimeros entre ellas Pseudomonas sp., interviniendo en el

proceso de maduracién y eventual germinaci6n de la espora debido a su capacidad de degradacion de la

pared (Roesti et al. 2005). Esta capacidad de degradacion de la pared pudiera ser una de las funciones por

las que el aislado EndoGm8 provoc6 diferenciasignificativarespecto al resto de los aisladosen el porciento

de esporas germinadas de G. mosseae.

El incremento de un 80% en la germinacién de las esporas de G. mosseae por EndoGm8, es un hecho

relevante que fue propiciado por microorganismos-asociados a las esporas de G. mosseae (INCAM -2). A

pesar de existir referencias en la literatura (Siqueira y Sylvia, 1985) que abarcan el tema de los

microorganismos y su incidencia en la germinacién de este propagulo fangico, no existen trabajos

cientificos que vinculen el tema del incremento de la germinaciéon propiciado por microorganismos-

asociados aislados de las propias esporas, lo que pudiera de alguna manera acercarnos a una posible

funcionabilidad biol6gicade estos microorganismosqueconviven con G. mosseae. Sien este género sucede

un hecho como el observado en la familia Gigasporaceae (Bianciotto et al. 2004) estos microorganismos-

asociados aislados pudieran encontrarse durante todas la generaciones del HM A y de esta manera influir en

un evento tan importante para el mantenimiento de la especie como lareproduccién.

Escasos resultados indican efecto de los microorganismos aislados sobre las esporas. Hongos saprofiticos

aislados de esporocarpos no desinfectadosde G. mosseae tambiéninfluyeronen la germinacién (Fracchia et

al. 1998). Sin embargo, bacterias aisladas desde hifas no desinfectadas de G.claroideum no influyeron en

la germinacién pero sitrajeronmaéas efectospositivosque bacterias del suelo que fueron probadas (Gryndler

et al. 2000). Los resultados expuestos en este documento de tesis estdn en desacuerdo con el hecho de que

las esporas de G. mosseae s6lo germinan in vitro en presencia de Sporothrix schenckii o Streptomyces

orientalis (M ugniery M osse, 1987). El evento de germinacidon de las esporas y el crecimiento hifal pueden

ser estimulados o inhibido por diferentes com ponentes y este resultado indica un posible y marcado efecto

propiciado por microorganismos-asociados o microorganismos enddédgenos aislados de las propias esporas.

Las hifasde G. mosseae se dirigieron a las colonias de los microorganismos-asociadosinoculados (Fig. 20),

y una hipo6tesispuede serque este crecimiento direccional de la hifa del hongo a la colonia microbiana este
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motivado por exudados especificos. EIl efecto puede estar relacionado con la habilidad que tienen los

microorganismos del suelo de excretar sustancias biolégicamente activas (Lynch, 1976; Strzelczyk vy

Pokojska- Burdzicj, 1984) ejerciendo alguna accién directa sobre el hongo. La comunidad bacteriana-

asociada con las esporas depende mas del HM A que de la identidad de la planta hospedera (Roesti et al.

2005), por tanto la composiciéon de la poblaciéon bacteriana-asociada a las esporas de HM A puede estar

predominantemente influenciada por la composicion especifica de la pared celular o por lo exudados del

HM A, masque porlos exudados especificosde laraiz;todo lo cualabre unanueva vision de la biologia del

papel de los microorganismos-asociados en interaccién con las plantas y hongos micorrizégenos

arbusculares.

El efecto de la levadura-asociada (EndoGm1l) propicié un desarrollo hifal de 10 mm total en 23 dias (Tabla

12). Existen evidencias de la acciéon de levaduras aisladas del suelo sobre esporas de G. mosseae y G.

roseae,consiguiendo un incremento del largo hifal de los dos HM A (Fracchia et al. 2003). Otras levaduras

aisladas de suelo: Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus laurentii y Saccharomyces kunasherensis

tam bién traen consigo estimulacién de la germinacién de la espora de G. mosseae, crecimiento hifal y

desarrollo de la fase intrarradical (Sampedro et al. 2004). Los resultados de esta tesis indican que al

comparar el largo hifal provocado por la levadura-asociada (EndoGm1l) es inferior al alcanzado en

presencia de P.aeruginosa (EndoGm38), por tanto el desarrollo mas notorio de la hifa no fue propiciado por

la levadura-asociada sino por una bacteria-asociada, se incrementé en 16 mm mas. De todos modos es

necesario resaltar la influencia positiva provocada por la levadura-asociada y mas que esto la accio6n

positiva observada en este experimento por los microorganismos-asociados aislados desde esporas

desinfectadas de G. mosseae y las propias esporas de este HM A. Si tomamos en consideracion que los

microorganismos-asociados pueden considerarse como microorganismos endoégenos a las esporas, el

resultado tiene una relevancia adicional.

Adem ads de la estimulacion de la germinaciéon (Fig. 18) y del desarrollo de micelio (Fig. 19) ocurridé un

evento adicional muy importante, el cual abre nuevas perspectivas en el estudio de los hongos

micorrizéogenos arbusculares. En el futuro serd necesario desentrafiar la pregunta que ha surgido de este

trabajo de tesis: (Es el hongo micorrizégeno arbuscularcapaz de reproducirseen medio de cultivo artificial

sin la necesidad de una planta u 6rgano de ésta, con la cooperaci6n de los microorganismos-asociados
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descubiertos en este trabajo?. En presencia de la levadura-asociada Rhodotorula glutinis, el HM A Glomus

mosseae (INCAM -2) produjo nuevas esporas en un periodo de 27 dias (Fig. 21). La independencia

biolégicadel HM A en medio de cultivo in vitro no es com partidapor otros autores (Van Aarle etal.2002);

sin embargo fue un hecho que se observé en los experimentos realizados en este trabajo de tesis, lo que

pudiera llegar a ser muy atractivo si se analiza la idea de la elaboracion de biofertilizantes a base de estos

hongos en ausencia de rafces como hasta ahora ha sido practica generalizada para la propagacién de HM A

en cultivo in vitro.

Los resultados presentados en la Fig. 21, sugieren que los HM A no dependen estrictamente de una planta u

6rgano de esta para su crecimiento. No sabemos si las esporas que se obtuvieron son fértiles y por tanto

capaces de recolonizarraices,pero sihubo formacién de nuevas esporas. De confirmarse la fertilidad de las

esporas,pudieran reelaborarse conceptos y nuevas metodologias para el cultivo de estos microorganismos.

Aparentemente, Rhodotorula glutinis (EndoGm1) pudiera sustituir a la planta para el desarrollo de G.

mosseae, lo que representaria un paso adelante en el entendimiento entre los simbiontes, aunque la

complejidad de la simbiosis planta- HM A tiene muchos factores ocultos que necesitan nuevos y diversos

estudios. No es una bacteria-asociada la que condujo a la formacién de nuevas esporas sino una levadura-

asociada, un microorganismo eucarionte, que hasta estos momentos no habia sido descrita su presencia en

ninguna especie de hongo micorrizégeno arbusculary menos aln su efecto fisiolégico sobre los HM A. La

asociacionde los HM A con microorganismos-asociados pudieraser obligatoriaparala sobrevivencia de los

HM A y sus actividades en las esporas pueden o no afectar la relaci6on del hongo con las plantas. Estas

pueden constituir interrogantes para futuros estudios.

5.9- Consideraciones generales

Ha sido muy discutido en weste trabajo de tesis el tema de los microorganismos-asociados o

microorganismos enddégenos en esporas de G. mosseae. En trabajos cientificos relacionados existen

divergencias en cuanto a las metodologias em pleadas para obtenerlos. La metodologia CTCf desarrollada

en esta tesis permiti6 obtener esporas de G. mosseae completamente desinfectadas y posibilito el

aislamiento de 30 colonias microbianas diferentes.

Esta tesis revela que asociadas a las esporas de G. mosseae (INCAM -2) existen bacterias y levaduras que

fueron inscritas en el Banco de Genes del Centro Nacional de Informacién Biotecnol6gica de los Estados



Unidos (NCB1) y por tanto tienen un NUmero de Acceso; el hecho de informary poner a la disposicion de

la comunicada cientifica internacional por primera vez la presencia de levaduras-asociadas (eucariontes)

aun HMA asi como la presencia de otras bacterias-asociadas (procariontes) a un HMA, revela la

reciprocidad e intercambio mutuo de los microorganismos durante la evolucién de las especies. Hasta

donde hemos podido constatar este constituye el primer informe cientifico que indica la presencia de

microorganismos eucariontes, endégenos en las esporas de un HM A.

Estos microorganismos enddégenos tienen un papel multifuncional (Fig. 22 y Fig. 23) estrechamente

relacionado con las propias funciones que tienen los HM A, lo que hace muy novedosa la triple interaccio6n

que se establece entre hongos micorrizégenos arbusculares-plantas y microorganismos-asociados.

Las esporas del HM A G. mosseae (INCAM -2) constituyen un micro habitat adecuado para la colonizacién

de especies de microorganismos, con gran importancia en el ciclo de vida del hongo hospedero.

M icroorganismosenddégenos que incrementan la germinaciéon de las esporas y las ramificaciones de la hifa

de G. mosseae e influyen en la formacién de nuevas esporas en ausencia de 6rgano vegetal, lo que

constituye un resultado novedoso que pone en duda el cardcter simbionte obligado de estos hongos. Estos

resultados informan la participacién de estos microorganismos-asociados sobre el propio HM A de donde

fueron aislados, por tanto ésta pudiera ser una de las funciones biol6égicas de estos microorganismos-

asociados en la triple interaccidn.

Algunos de estos microorganismos-asociados aislados en la tesis participan adem 4s en el metabolismo del

fosforo, solubilizando fosfatos inorgdnicos y acumulando polifosfatos, tienen influencia en el crecimiento

radical de plantulas de arroz, fermentan azlGcares y pueden vivir en condiciones de salinidad en el medio.

El analisisde las m Gltiples interacciones establecidas por el HM A con plantasy segun nuestros resultados,

en interacci6ontambiéncon microorganismos-asociados,ofreceuna nueva vision paraelentendimientode la

compleja simbiosis de los Hongos Micorrizbgenos Arbusculares. Se abren asi nuevas interrogantes acerca

del desarrollo de estos hongos en ausencia de raices u otro 6rgano vegetal,y los resultados sugieren que la

sim biosisde estos hongos pueden incluir un tercer simbionte, existiendo entonces asociaciones tripartitas.

Los resultados pueden conducir al disefilo de indculos mixtos; mientras, la identificaciéon de cultivos de

hongos que contienen microorganismos enddgenos asociados a cultivos de importancia econdémica, revela

nuevas estrategias para el uso practico de los hongos micorrizégenos arbusculares.
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Adem as de la relevancia que pueden tener los hallazgos realizados en esta tesis, que hacen algun aporte al
entendimiento de la biologia de la interaccién entre el hongo micorrizégeno arbuscular de la especie
Glomus mosseae y los otros microorganismos-asociados al interior de las esporas —interpretados incluso
como una triple interaccidén o triple sim biosis— hay un aspecto que no se debe perder de vista. Este aspecto
es el hecho de que cuatro de las cepas asociadas al interior de las esporas, con efectos positivos en el
crecimiento de las raices de plantulas de arroz y efectos positivos en la germinacién y crecimiento de las
hifas en condiciones in vitro, son de la especie P. aeruginosa. Es muy importante, que independiente del
conocimiento tedérico que aporten estos resultados, todos los que lean y analicen este documento de tesis
conozcan que Pseudomonas aeruginosa es una especie de bacteria con un alto efecto patégeno (W olfgang
et al. 2003), no solo para plantas y animales, sino también para el hombre. Todo el trabajo realizado con
estas cepas se hizo tomando en consideraciéon las reglas de la bioseguridad; pero de ahora en lo adelante,
independientemente de sus interacciones favorables con los HM A y con las plantas, no se debe olvidar el
caracter patégeno de las mismas y en ningun caso incluir cepas de esta especie en ningtn biofertilizante.
Estos resultados,unidos a las caracteristicas de esta especie dan contenido de trabajo para la realizaciéon de
investigaciones que profundicen en la relacién de P. aeruginosa con G. mosseae y con las plantas
cultivables, pero siem pre teniendo en consideraciéon su caréacter patégeno, lo cual no niega ninguno de los

hallazgos y conocimientos que desde el punto de vista biolégico puedan aportarse en este trabajo de tesis.
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VI- Conclusionesy Recomendaciones

6.1-Conclusiones

1-

Se ha demostrado la presencia de microorganismos intimamente asociados a las esporas del
HM A Glomus mosseae. estos microorganismos,que colonizan biotré6ficamenteelinterior de las
esporas, pertenecen a las especies bacterianas Pseudomonas aeruginosa y Delftia acidovorans y
a las de levaduras del género Rhodotorula y Cryptococcus.

In vitro, algunos de los microorganismos-asociados y en ausencia de 6rgano vegetal alguno,
provocan y acortan el tiempo de germinacién de las esporas de Glomus mosseae e incrementan
las ramificaciones de las hifas. Ocurre la formacién de nuevas esporas y se evidencia la
atraccion de las hifas por las colonias microbianas.

La metodologia de desinfeccion utilizando Cloramina T al 5% , Cefalexina (2,5 g.Lrl) y Tween
40 (CTCf) permite eliminar del exterior de las esporas de HMA Glomus mosseae los
microorganismos “contaminantes” com Gnm ente asociados a estas.

M icroorganismos-asociados intimamente con las esporas de Glomus mosseae favorecen el
desarrollo radical en plantulas de arroz.

La mayoriade los microorganismos-asociadosensayadossolubilizan fosfato tricalcico y fosfato
de hierro y algunos acumulan polifosfatos, lo que sugiere la participacion de la microbiota-
asociada al HM A en la nutriciéon fosférica de la planta y una potencial triple interaccién
microorganismos-asociados_hongo_planta.

ecomendaciones

Utilizar la microscopia confocal fluorescente para detectar y localizar en el interior de las
esporas y otras estructuras de los HM A a los microorganismos-asociados descubiertos en este
trabajo de tesis.

Realizar experimentosin vitro que perm itan determinar si las esporas que se producen al poner
en contacto EndoGm1 (Rhodotorula) y esporas de HM A G. mosseae son fértiles o no.

Valorar las ventajas que tendria un biofertilizante, a base de cultivos de HM A Glomus mosseae
INCAM -2 con Rhodotorula glutinis.
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4 -

N o utilizar en la préactica ninguna de las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en esta

tesis, para la confeccion de biofertilizantes y ser estrictos en el cumplimiento de las reglas de

bioseguridad para su manipulacidén.
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