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esporas estuvo en correspondencia con el desarrollo micelial y alrededor de 100 esporas por placa
Petri ya habian sido producidas en ambas especies de plantas durante la primera semana de

muestreo.

Figura 25. A y B: Crecimiento micelial (CM) a partir de raices de plantulas de S. tuberosum de nueve dias
de asociadas a las redes de micelio extrarradical, después de transcurridas 48 horas de transferidas al nuevo
medio (E). C y D: Micelio desarrollado y esporas producidas (Esp.) en plantas de papa después de nueve dias
asociadas con las RME, a las 4 semanas de transferidas al nuevo medio. An: anastomosis interconectando
hifas en la colonia. Fotos tomadas al microscopio de diseccion (10-40x).

Transcurridas cuatro semanas, el micelio mostraba el crecimiento tipico de una colonia de G.
intraradices, observandose numerosas anastomosis (Figura 25 C) y un considerable numero de
esporas por placa Petri (Figura 25 C y D y Figura 24), con valores cercanos a 5 000 para el caso de

las plantulas de papa y 7 500 para M. truncatula.
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Las plantulas que estuvieron 12 dias en contacto con las RME mostraron un patréon de crecimiento
del nuevo micelio similar al antes descrito para las plantulas de nueve dias, aunque produjeron un
menor numero de esporas por placa Petri. En el caso de las plantulas de M. truncatula que tuvieron
contacto durante 12 dias produjeron al menos tres veces mas micelio y esporas que las que
estuvieron 6 y 9 dias (Figura 24) y dos veces mas micelio que las plantulas de papa en el mismo
periodo.
Estos resultados muestran el potencial del sistema de produccion de plantas micorrizadas in vitro a
partir de una Planta Donante de Micelio que se propone en este estudio, en el cual, con simplemente
nueve dias para el caso de S. tuberosum y 12 para M. truncatula, se alcanzan niveles de
colonizacion en las plantulas lo suficientemente altos como para reproducir la colonia fungica, a
solo 48 horas de su transferencia a medios frescos.
4.3. Transporte de potasio utilizando ®*Rb como trazador

4.3.1. Desarrollo fungico y de las plantas
En ambas especies micorrizicas, G. clarum y G. intraradices, las esporas comenzaron a germinar a
partir del quinto dia de su inoculacion en raices de plantulas de M. truncatula. Transcurridos diez
dias ya se observaban los primeros puntos de contacto entre los tubos germinativos, provenientes de
las esporas de ambas especies, y las raices de las plantulas y el micelio comenzaba a dispersarse
dentro del medio con un profuso crecimiento. Después de ocho semanas el micelio colonizaba
completamente el compartimento radical (CR) y comenzaba a cruzar sobre la pared divisoria entre
¢éste y el compartimento hifal (CH). En ambos compartimentos el micelio se caracterizd por
presentar hifas corredoras e hifas de bajo orden portando esporas, estructuras ramificadas de
absorcidn y sus esporas asociadas; no obstante, en el CH estas estructuras fueron menos abundantes.
Al finalizar el experimento, las plantulas de M. truncatula presentaban un crecimiento activo
evidenciado por la emergencia de raices secundarias y la produccion de nuevas hojas. Como puede

apreciarse en la tabla 8 no se encontraron diferencias significativas entre las variables masa fresca
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foliar, masa fresca radical y longitud radical; sin embargo la longitud micelial, la produccion de

esporas y el numero de hifas cruzando del CR al CH, fue mayor significativamente en los sistemas

en que se inoculd la especie G. intraradices. La colonizacion de las plantulas difiri6 entre las dos

especies micorrizicas con valores de frecuencia e intensidad significativamente mayores en el caso

de G. intraradices.

Tabla 8. Crecimiento de las plantas de M. truncatula y
comportamiento micorrizico evaluados a través de la longitud

radical, longitud del micelio, nimero de esporas e hifas cruzando
la pared divisoria (a las 10 semanas de cultivo) y de la masa
fresca del vastago, masa fresca radical, frecuencia e intensidad

de la colonizacion (posterior al marcaje radioisotdpico, 12

semanas). Valores en una misma fila con igual letra no difieren
significativamente a p < 0.05, segun Test de Tukey para desigual

namero de muestras.

Variables G. intraradices  G. clarum
Masa fresca vastago 414 a 639 a
Masa fresca radical (mg) 992 a 1091 a
Masa fresca total (mg) 1406 a 1730 a
Longitud radical (cm) 189 a 163 a
Longitud micelial (cm): CR 1324 a 581b
Numero de esporas: CR 3771 a 977b
Frecuencia (%) 83 a 71b
Intensidad (%) 4] a 16b
Longitud micelial (cm): CH 893 a 118b
Numero de esporas: CH 3264a 207 b
Numero de hifas cruzando 28 2 36 b

sobre la pared

CR: Compartimento radical,CH: Compartimento hifal

En el tratamiento control,
inmediatamente después de la adicion
de formaldehido en el CH, se detuvo
la actividad metabolica del micelio de
ambas especies de HMA, apreciable
facilmente en las hifas que cruzaban
sobre la pared divisoria entre el CH y
el CR, las cuales mostraban ausencia
de flujo citoplasmatico.

4.3.2. Transporte de rubidio

El rubidio (**Rb) suministrado en el
CH fue absorbido por el micelio
extrarradical de ambas especies,
translocado a las raices desarrolladas

en el CR vy transferido a los vastagos

de M. truncatula (Figura 26).

En el tratamiento control con formaldehido se detectaron cantidades trazas de *°Rb en la biomasa

fungica presente en el CH y en el medio sélido conteniendo la biomasa flingica en el CR, las cuales

fueron menores que el 0,01 % del *Rb afiadido en el CH; pero no se detecté actividad de **Rb en

los vastagos de M. truncatula, independientemente de la especie de HMA utilizada.
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Figura 26. Distribucion de **Rb (%) en el sistema totalmente in vitro (AM-P) utilizado en este experimento,
después de dos semanas de contacto entre el micelio extrarradical de G. intraradices o G. clarum y el medio
(SRM) liquido marcado en el CH. Este sistema consta de un compartimento del tallo (CT), un
compartimento radical (CR) y un compartimento hifal (CH). Los valores corresponden a los porcentajes =+
error estandar del **Rb suministrado inicialmente en el CH.

La distribucién del **Rb en las diferentes partes del sistema y las actividades especificas, después de
dos semanas de contacto entre las RME y el *Rb presente en el CH, se muestran en la figura 26 y la
tabla 9, respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas entre las cantidades de *°Rb absorbido por las hifas
extrarradicales de ambas especies o en la distribucion del elemento en las plantas. La absorcion de
%6Rb por el micelio extrarradical de G.intraradices y G. clarum represent6 el 31 % y 28,9 % del
%6Rb inicialmente suministrado en el CH, respectivamente.

La distribucion del rubidio en las plantas (raices y vastagos) represent6 el 58,7 % y el 46,7 % del
%6Rb absorbido por las especies fungicas, mientras que el 41,3 % (G. intraradices) y el 53,3 % (G.

clarum) permaneci6 en la biomasa fungica extrarradical.



Tabla 9. Actividad de *Rb y actividad especifica del vastago en el
compartimento del tallo (CT), de la raiz (CR), medio so6lido SRM vy
micelio extrarradical en el compartimento radical y medio liquido SRM y
micelio extrarradical en el compartimento hifal (CH). Valores en una
misma fila seguidos por letras distintas difieren significativamente a
p<0,05 segun Test de Tukey para desigual nimero de muestras.

G. intraradices G. clarum
Actividades (Bq placa Petri™)
Vastagos 2100 1970
Raices 6 009 4 042
Medio s6lido + ME (CR) 3624 5363
Micelio extraradical (CH) 2071 1457
Medio liquido (CH) 30 481 31451

Actividad especifica (Bq mg masa seca™)
Vastagos 3,9 2.9
Raices 5,4 3,7

Actividad especifica (Bq cm hifa™)
ME 5,04 b 21,57 a

Leyenda: ME-micelio extrarradical
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De todo el *Rb transportado

a las plantas, el 74,2 % y el
67,4 % se localizd en las
raices 1inoculadas con G.
intraradices y G. clarum y
por tanto, el 25,8 % y el 32,6
% se encontr6 en los
vastagos, respectivamente.

La actividad de **Rb medida
en la biomasa extrarradical
presente en el CH y el CR,
correspondi6é al 4 % y al 10
% del *Rb suministrado en

el CH para ambas especies y

no difirié significativamente entre ellos. No obstante, la actividad especifica (Bq cm hifa™) del micelio

extrarradical en las diferentes partes del sistema fue significativamente mayor para G. clarum comparado con

G. intraradices.



73

V. DISCUSION

5.1. Importancia de la composicion nutricional de los medios de cultivo para la micorrizacion
de plantulas de S. tuberosum en el sistema autotrofico parcialmente in vitro (SA-PIV)

Segtin los principios de la ecologia, el éxito de la simbiosis micorrizica arbuscular depende no sé6lo
del genotipo de la planta y del hongo involucrado, sino también del ambiente en el cual se
desarrollan (Herrera-Peraza et al., 2011).

En condiciones axénicas el medio de cultivo constituye un eslabon clave para garantizar el
establecimiento de la simbiosis, pues involucra a organismos con requerimientos nutricionales
diferentes. Segun Bressan (2002), los componentes del medio de cultivo controlan la fisiologia de la
planta hospedera y consecuentemente, las relaciones con el hongo huésped.

En el primer ensayo realizado durante esta investigacion quedé demostrado que el medio /2MS fue
donde, de manera conjunta, plantas y propagulos fungicos mostraron un mejor comportamiento
(Figura 8). Lo mas probable es que las plantas se hayan desarrollado mejor en medio 2MS que en
MS debido a las condiciones en las cuales se llevo a cabo el estudio. Al parecer, las condiciones
autotroficas presentes en el experimento condicionaron de manera diferenciada la respuesta de las
plantas al medio de cultivo MS. Este resultado podria parecer contradictorio, teniendo en cuenta que
el medio MS es el que comunmente se utiliza para la micropropagacion de plantas de papa en
sistemas heterotroficos, por lo que deberia esperarse un mejor crecimiento de las plantulas en ese
medio. Sin embargo, los sistemas heterotroficos utilizados convencionalmente para el cultivo in
vitro de plantas se caracterizan por tener alta humedad relativa, temperatura constante, baja
densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activos y alta concentracion de azucares en el medio
de cultivo. Estas condiciones ocasionan frecuentemente bajas tasas de transpiracion y de
fotosintesis, asi como de absorcion de nutrientes y agua (Aitken-Christie et al., 1995), por lo que es
de esperar que las plantas respondan de manera diferente al medio de cultivo cuando se varian tanto

sus condiciones de crecimiento.
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En las condiciones autotréficas en las cuales se desarrolld el experimento, la pérdida de agua en las
plantas debe haber sido mayor que en los sistemas convencionales (heterotroficos), producto de una
mayor diferencia en la concentracion de vapor de agua entre el interior y el exterior de la planta, lo
cual facilita la salida del agua a través de los estomas. Por su parte, el pobre desarrollo cuticular que
presentan las plantulas micropropagadas (Hazarika et al., 2006), pudo haber contribuido, también, a
una mayor pérdida de agua.

La demanda de agua del medio de cultivo por parte de las plantas en los sistemas autotroficos,
también debe ser mayor que en los sistemas convencionales. Como el medio MS posee mayor

Tabla 10. Valores aproximados de contenido de sales que 2MS y SRM, su potencial osmoético

tencial otico de | dios MS , . . L
potencla’ oSmOtCo de fos Mecos A es mas negativo (Tabla 10) y por tanto el potencial hidrico es

4MS y SRM
. . menor, contribuyendo a que las plantas desarrolladas
Medios de Potencial
cultivo osmotico (MPa) autotroficamente en este medio enfrentaran condiciones de
MS - 0,084
LMS - 0,042 estrés hidrico, con el consiguiente efecto negativo observado
SRM - 0,026

en el crecimiento (Figura 8). En consecuencia, si debido a
una mayor pérdida de agua se ocasion6 estrés hidrico en las plantas, pudo haberse producido cierre
estomatico para controlar la salida del agua, lo cual entonces reduciria la tasa fotosintética,
provocando a su vez la disminucion del crecimiento de las plantas desarrolladas en medio MS.

En relacion con este analisis, Hopkins (1995) asegura que la transpiracion frecuentemente produce
déficit hidrico cuando la temperatura del aire y la humedad relativa favorecen el proceso, y cuando
el sustrato es deficiente en agua.

Las esporas de G. clarum no germinaron en MS debido, probablemente, a la alta concentracion de P
presente en el medio (Anexo 1). El KH,PO,, portador de este elemento en el medio MS, esta
considerado como un inhibidor de la germinacion de esporas cuando se afade en altas

concentraciones a los medios de cultivo (Pons & Gianinazzi-Pearson, 1984 y Siqueira et al., 1985).
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Aunque algunos autores ya habian utilizado el medio MS en experimentos de micorrizacion in vitro
(Elmeskaoui et al., 1995; Bressan, 2002 y Fortin et al., 2002), este es el primer informe que se
realiza sobre ausencia de germinacion de esporas de G. clarum en un sistema de cultivo autotrofico.
Dichos autores obtuvieron, igualmente, que el medio MS no garantizaba un adecuado desarrollo de
los propagulos micorrizicos y ademads, se refirieron al efecto negativo que tienen los altos niveles de
fosforo y sacarosa en los medios de cultivo, sobre la germinacion y el establecimiento fingico.

El pobre desarrollo de las plantas observado en el medio SRM se debid probablemente a la baja
concentracion de nutrientes presente en el medio, en relacion con la alta concentracion que poseen
los nutrientes en MS (Anexo 1). La diferencia en las concentraciones de los macronutrientes P, N y
K, es evidente entre ambos medios. El fosforo presente en SRM es solo el 3 % del que se encuentra
en MS, el potasio es el 8 % y el nitrogeno el 11 %. En consecuencia, la germinacion de las esporas
se vio favorecida en medio SRM, lo cual es deducible ya que este medio esta disefiado precisamente
para el establecimiento in vitro de los HMA en cultivos monoxénicos (Declerck et al., 2005).

En el medio '2MS el comportamiento micorrizico también se vio influenciado, al parecer, por la
concentracion de nutrientes, la cual aunque es superior a la del medio SRM, permitiéo la
germinacion de las esporas y la colonizacion de las plantas, si bien no con la misma intensidad. Por
tanto, al ser en el medio 2MS donde plantas y propagulos fingicos mostraron un mejor
comportamiento, fue este el medio escogido como base para elaborar otros medios, modificando las
concentraciones de P y N, con el objetivo de establecer de forma rapida y eficiente la asociacion
micorrizica en plantulas de papa.

Las variaciones de concentracion realizadas al medio MS permitieron estudiar varios medios de
cultivo con diferentes proporciones de P, N y K (Tabla 1), que tuvieron una influencia diferenciada
tanto en el desarrollo de las plantulas como en el comportamiento de los propagulos micorrizicos.

La diferencia entre las proporciones de estos nutrientes debe ser la razén fundamental del

comportamiento observado en esta fase del experimento, siendo el medio E (Y4P-%4N-YK) el que
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ofrecié las mejores condiciones para el establecimiento de la asociacion. En este medio se
obtuvieron, de forma conjunta, los mayores valores tanto en las variables fungicas estudiadas
(Figura 13), como en las relacionadas con el crecimiento del vegetal (Figura 11).

El positivo comportamiento observado en el medio E estd relacionado con la concentracion de
nutrientes, especificamente de P y N, elementos que se variaron en igual proporcion (Y4P-/4N), a
diferencia del resto de los medios estudiados (A, B, F y G).

El efecto sobre el desarrollo de las plantas de los medios A y B fue negativo (Figura 10 y 11), si se
compara con el observado en los medios E, F y G, probablemente por presentar solamente
reducciones de P y K, no asi de N.

En estos medios (A y B) debe haberse producido una disminucion en la absorcion de N producto de
la reduccion de la concentracion de P, respecto al medio control MS, lo cual provoco un desbalance
entre estos elementos, tal como informaron de Groot et al. (2003) al suministrar diferentes dosis de
P y N a plantas de tomate.

Como se conoce, la deficiencia de P y N afecta numerosos procesos relacionados con el crecimiento
y desarrollo del vegetal, asi como con el metabolismo, pues ambos se encuentran formando parte de
biomoléculas esenciales para que las plantas completen su ciclo de vida como: enzimas, material
genético, proteinas estructurales, fosfolipidos, entre otras. Esto hace que todos los medios utilizados
para el cultivo in vitro de plantas incluyan el P y el N en su composicion, asi como también a todos
los minerales y vitaminas necesarios para el crecimiento y la diferenciacion del vegetal.

Por tanto la presencia de P, N y K en los medios de cultivo es vital para el desarrollo de las plantas,
por lo que estos elementos se van a encontrar en las proporciones adecuadas para que no existan
interacciones entre ellos que dificulten su asimilacion o funcionamiento (Cassells & Gahan, 2006).
Un exceso o reduccion en el medio de cultivo de alguno de estos elementos puede ocasionar

dificultades en la absorcion de otros, o impedir que tengan el efecto esperado (Adams, 1980).
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El fosforo, por ejemplo, influencia o es influenciado por la disponibilidad o el uso de otros
elementos, ya sean o no esenciales (Adams, 1980), dentro de los que se pueden sefalar N y K.

Como se conoce, la absorcion y asimilacion de N son procesos altamente dependientes de energia,
por lo que algunos autores (Rufty et al., 1993 y de Groot et al., 2003) relacionan la disminucion de
la absorcion de N con reduccién en la disponibilidad energética, observada por el escaso
crecimiento radical y la disminucién en las concentraciones de ATP; aunque también sugieren que
el proceso puede estar mediado por citoquininas (de Groot et al., 2003).

Los conocimientos actuales reflejan el efecto sinérgico que se establece entre P y N cuando son
aplicados al suelo conjuntamente, pero siempre debe existir un balance entre ellos. La interaccion
que existe entre P y K también es vital para el desarrollo de los cultivos ya que estos elementos son
esenciales en la fotosintesis, en las reacciones que requieren de energia, en la formacion y calidad
de la semilla, la tolerancia al estrés, la madurez de los cultivos, la formacién de raices, etc. Segun
Adams (1980), la interaccion entre ambos elementos se manifiesta en el sistema de balance de
aniones - cationes en el cual los acidos organicos juegan un papel significativo.

En los medios A, B y SRM, ademés del reducido crecimiento de las plantas, se encontré un
marcado cambio de coloracion en el envés de las hojas, las cuales se tornaron purpureas al finalizar
el experimento (Figura 8 y 10). Por las caracteristicas que presentd la afeccion no parece estar
relacionada con ninguna deficiencia nutricional simple, pues las variaciones de color observadas y
el estado de las plantas no coinciden con ninguno de los sintomas provocados por el déficit
individual de los elementos esenciales en el cultivo de la papa (Wallace, 1970 y Westermann,
2005). No obstante, si bien esta modificacion pudiera atribuirse a deficiencia de fosforo por la
presencia de coloracion purpurea en las hojas y el hecho de ser encontrada como sintomatologia
tipica en otros cultivos como la col (Brassica oleracea) y el colinabo (Brassica napus), no se

informa para el caso especifico de la papa (Wallace, 1970; Van der Zagg et al., 1996 e IICA, 2004).



78

Teniendo en cuenta que estos medios se encontraban deficitarios de mas de un elemento y las
proporciones de P, N y K se encontraban desbalanceadas, es probable que el cambio de coloracion
esté¢ relacionado con una deficiencia multiple de elementos, de lo cual indudablemente pueden
resultar patrones mas complejos y no ajustarse a los sintomas individuales.

La marcada reduccion del crecimiento y la delgadez de los tallos pudiera estar provocada por el
desbalance ocasionado al reducir las concentraciones de P; al respecto se pronunciaron Wallace
(1970) y Van der Zagg et al. (1996), quienes sefialaron que la deficiencia de fosforo en plantas de
papa podria ocasionar crecimiento reducido, tallos delgados y oscurecimiento de las hojas.

Por otra parte, también se encontrd en los medios A y B un efecto negativo sobre la germinacion de
esporas y por tanto de la colonizacion, a pesar de encontrarse reducidas las concentraciones de P en
estos medios. De este analisis puede deducirse que la interaccion entre P y N afecta, en mayor o
menor medida, no solo el crecimiento de las plantulas de papa, sino también la germinacion de las
esporas de G. clarum y el establecimiento y extension de la colonizacion, similar a lo obtenido por
Bressan (2001), pero en esporas de G. etunicatum inoculadas en embriones somaticos de boniato
(Ipomoea batata L.). Este autor informé que la adicion de N al medio con reducidas
concentraciones de P, ocasionaba una disminucién marcada en la germinacién de esporas de esa
otra especie micorrizica.

Por tanto, para el desarrollo y el funcionamiento simbidtico es tan importante contar con un nivel
adecuado de nutrientes en el medio como el balance de esos nutrientes. Los estudios de Liu et al.
(2000) y Fitzsimons et al. (2008), aunque desarrollados en condiciones de campo, coinciden con
este analisis. Estos autores, al estudiar la influencia de diferentes niveles de P y N en suelo, también
concluyeron que el desbalance nutricional puede alterar el funcionamiento de los hongos
micorrizicos arbusculares, no solo de las especies inoculadas, sino también de las nativas.

Aunque en el medio E se alcanzan valores de colonizacion en las plantulas de papa de 60 % (Figura

13), superiores a los que se informan para el cultivo en condiciones de campo (Niemira et al.,
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1996), se produce un bajo numero de estructuras extrarradicales. Los valores de nimero de esporas
(74) y de longitud de micelio (63 cm) promedio, por placa Petri, se consideran bajos si se comparan
con los que potencialmente puede alcanzar la cepa en asociacidon con raices transformadas (Ri-T-
DNA) de zanahoria, aunque superan estadisticamente a los del resto de los tratamientos. Glomus
clarum MUCL 46238 bajo tales condiciones, es capaz de producir entre 1 500 y 2 000 esporas a los
45 dias de cultivo en medio SRM (de la Providencia et al., 2007).

Los bajos valores del numero de esporas producidos por G. clarum en asociacion con plantulas de
papa en el medio E, también difieren de los informados por Voets et al. (2005) al micorrizar
plantulas de papa en el mismo sistema, aunque con otra especie micorrizica. Dichos autores
obtuvieron una produccion de 12 000 esporas de G. intraradices (MUCL 43194) al cabo de 22
semanas de cultivo, comparable con la obtenida con la misma cepa y con dos cepas diferentes de la
misma especie en asociacion con raices transformadas de zanahoria en medio SRM (Declerck et al.,
2001 y de la Providencia et al., 2005).

La diferencia entre los resultados de este trabajo y los de Voets et al. (2005), en cuanto al
comportamiento de los simbiontes, pudiera ser resultado de la estrecha interaccion que existe entre
los hongos micorrizéogenos, su hospedero y el medio en el cual ambos se desarrollan. La especie G.
clarum, utilizada en los cuatro ensayos del primer estudio, posee un menor grado de infectividad (de
Souza y Berbara, 1999 y de la Providencia et al., 2005) que G. intraradices, especie empleada por
Voets, lo cual sin dudas influyd en el comportamiento observado en cuanto a niveles de
colonizacion y produccion de estructuras extrarradicales (micelio y esporas). Segin Smith et al.
(2004), aunque el resultado de la asociaciobn micorrizica beneficia a ambos simbiontes, la
efectividad varia en dependencia de la combinacion individual hongo-planta.

En adicion, Voets et al. (2005) no realizaron ninguna valoracion sobre el estado fisiologico de las
plantas de papa después de transcurrir 22 semanas creciendo en el sistema y en medio SRM (no

idoneo para el desarrollo de plantas de papa por la baja concentracion de nutrientes que posee,
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teniendo en cuenta los resultados que se han derivado de esta tesis). Por tanto, su propuesta resulto
adecuada para la produccion de estructuras fingicas en presencia de plantas de papa in vitro, pero
no para producir plantas micorrizadas que posteriormente pudiesen ser utilizadas con otros
propositos. Esta es la principal razon por la que en esta tesis se descarta el empleo del medio SRM
para la micorrizacion in vitro de plantas, cuando el objetivo sea producir plantas micorrizadas de
forma eficiente y no solamente indculo micorrizico en sistemas que incluyan plantas completas.

Sin embargo, a pesar de las potencialidades que ofrece el medio E a diferencia del resto de los
medios estudiados, en €l no se garantiza una abundante produccion de estructuras fungicas (Figuras
13 y 14) y las plantas muestran un crecimiento excesivo, debido al tiempo tan prolongado necesario
para establecer la micorrizacion. Esto impide que las plantas micorrizadas obtenidas puedan ser
utilizadas con otros fines, como el de ser trasladadas a invernadero para la produccion de
tubérculos. Por tanto, el medio de cultivo E se considera no idoneo para la obtencion de plantas de
papa micorrizadas in vitro, cuando se utilicen esporas de G. clarum como indculo, debido a que en
¢éste, el hongo micorrizégeno no alcanza el desarrollo esperado, en relacion con la expansion de la
colonia y la cantidad de estructuras fungicas producidas (esporas y micelio extrarradical).

Por otra parte, en el SA-PIV se encontrdé que la micorrizacion con esporas de G. clarum no produjo
efecto en el crecimiento de las plantas de papa, después de 40 dias de cultivo (Tabla 5). Esto pudo
deberse, no solo al poco tiempo de duracién del experimento, sino también a que las raices tenian
acceso total a los nutrientes, los cuales estaban igualmente disponibles en los medios utilizados (E y
G) y en mayores concentraciones que en los medios empleados para el crecimiento in vitro de los
HMA (SRM y Minimo - M). Ademas, la adicion frecuente de medio fresco en las placas evito el
agotamiento progresivo de los nutrientes, de forma tal que su absorcion por parte de las raices de las
plantulas de papa no se vio afectada en las condiciones en que se llevo a cabo el estudio.

Esta falta de respuesta a la micorrizacion in vitro por parte de las plantulas de papa probablemente

estd fundamentada en la estrecha relacion existente entre el comportamiento de las cepas y la
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riqueza nutricional del sustrato, que en este caso fueron los medios E y G, los cuales presentaban
alta concentracion de nutrientes. En condiciones de campo se ha demostrado que frente a un
suministro 6ptimo de nutrientes no se encuentra respuesta a la micorrizacion (Rivera et al., 2007 y
Herrera-Peraza et al., 2011).

En correspondencia con esta consideracion, Elmeskaoui et al. (1995), utilizando un sistema de
cultivo tripartita totalmente in vitro, informaron mayor altura y largo radical en las plantulas
inoculadas con respecto a las controles, pero solo en los sistemas que recibieron un suministro alto
de CO; y utilizando medio M, el cual presenta bajas concentraciones de nutrientes (Bécard & Piché,
1992).

Como ha quedado demostrado en los analisis realizados hasta el momento, tanto la composicion
nutricional de los medios de cultivo como la proporcion de los elementos que los componen,
influyen en el desarrollo de la micorrizaciéon en plantulas de papa en el SA-PIV. Un papel
fundamental juega también la fuente de inoculante utilizada, que en este caso fueron esporas, pues
de ella depende la velocidad de ocurrencia de los eventos involucrados en el reconocimiento y la
colonizacion de las plantulas.

El medio E result6 ser el que por su composicion nutricional brindé las mejores condiciones tanto
para el establecimiento de la colonizacion micorrizica y la produccion de propagulos
extrarradicales, como para el crecimiento de las plantulas de papa, comparado con el resto de los
medios estudiados. Sin embargo, no fue totalmente eficiente debido a la demora en la germinacion
de las esporas y al poco niimero de estructuras fungicas producidas por la especie de HMA
utilizada.

5.2. Comportamiento de la micorrizacion de S. tuberosum en los sistemas autotréficos
totalmente in vitro (SA-TIV)

Los sistemas de cultivo totalmente in vitro se utilizan de forma convencional para la produccion de

plantulas a través de la micropropagacion, como es el caso de S. tuberosum. Lograr establecer la
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micorrizacion de plantas en sistemas de cultivos cerrados brindaria la posibilidad de introducir los
hongos micorrizogenos en sistemas de produccion de plantas in vitro. Esto permitiria aumentar la
calidad de las plantulas obtenidas debido al incremento de las tasas de sobrevivencia durante el
trasplante, garantizando una mejor adaptacion a las condiciones edafoclimaticas y el enfrentamiento
a patdgenos de las raices.

El andlisis de los resultados en el SA-PIV permitié corroborar que los factores nutricionales afectan
significativamente el establecimiento de la micorrizacion in vitro en plantulas de papa, teniendo en
cuenta algunas variables de crecimiento de las plantas y las relacionados con la colonizacion
fungica. Por su parte, en los estudios realizados en los diferentes sistemas totalmente in vitro
(Magentas® y microcajas) se encontraron respuestas diferenciadas en funcion del envase y del
manejo efectuado en los sistemas, mas que del propio medio de cultivo.

La falta de germinacion de las esporas de G. clarum observada en los dos primeros ensayos en
Magentas® fue independiente del medio de cultivo utilizado y de la presencia o no de carbon
activado en los medios. Al parecer, el carbon activado, a la concentracion utilizada, no provoco el
efecto de oscuridad esperado, permitiendo que la luz incidiera directamente sobre las esporas
durante un tiempo tan prolongado (30 dias), pudiendo ser ésta una de las causas de ausencia de
germinacion.

La exposicion a la luz influye negativamente en la germinacion de esporas de G. macrocarpum y la
exposicion prolongada aumenta la intensidad del efecto, ya que solo 12 h son suficientes para
eliminar totalmente el potencial germinativo, incluso en esporas de mayor madurez (Varela-
Castejon et al., 1998); un efecto similar pudo haber ocurrido en la especie estudiada en este
experimento.

Por otra parte, cuando se inocularon las esporas de G. clarum contenidas en perlas de alginato en el
mismo envase (Ensayo 3), si se obtuvo germinacion de las esporas transcurridos 30 dias. Ademas, a

los 45 dias, mas del 97 % de las esporas se encontraban germinadas (Figura 18), hecho que no
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ocurrié cuando se inocularon las esporas directamente sobre el medio de cultivo (Ensayos 1 y 2).
Esto se debi6 probablemente a la posicion en que se inocularon las esporas, las cuales se
encontraban embebidas en las perlas y depositadas en el interior del medio de cultivo, en una zona
intermedia. La ubicacion de las esporas, conjuntamente con la presencia de una capa exterior de
medio de cultivo mezclado con carbon activado, al doble de la concentracion (1 g L") que en el
caso antes descrito, pudo haber contribuido a evitar la incidencia directa de la iluminacion sobre las
esporas, facilitando la germinacion y el crecimiento de los tubos germinativos hasta alcanzar las
raices de las plantulas de papa.

De forma similar, pero utilizando cultivo de raices en placas Petri, Declerck et al. (1996) también
obtuvieron altos porcentajes de germinacion de las esporas contenidas en perlas de alginato sin
ningun tratamiento previo, asi como altos niveles de colonizacion en raices transformadas de
zanahoria, bajo condiciones controladas de cultivo in vitro en oscuridad.

La opcién de utilizar esporas contenidas en perlas de alginato, como alternativa de inoculacion en
los SA-TIV, permiti6 demostrar que variando las condiciones de cultivo se podian lograr
considerables porcentajes de germinacion en sistemas totalmente in vitro, que a la postre podrian
derivar en procesos de colonizacion.

Estas consideraciones se reforzaron al utilizar microcajas de cultivo (Ensayo 4) como nuevo SA-
TIV y evaluar sus potencialidades para la micorrizacion de plantulas de papa.

En este sistema se encontrd colonizacion de las plantas a los 30 dias de cultivo, alcanzando valores
entre 25 y 30 % (Figura 20), a diferencia de lo ocurrido en Magentas® (Ensayo 3), en las que a los
45 dias se comenzaron a observar los primeros puntos de contacto entre las hifas y las raices de las
plantulas de papa, al inocular las esporas embebidas en perlas de alginato.

Estos valores de colonizacion se consideran bajos, sin embargo son similares a los que alcanza el
cultivo de la papa en condiciones de campo, a pesar de mostrar una alta respuesta a la

micorrizacion, como afirman Niemira et al. (1996).
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Por otra parte, las microcajas tienen un volumen mayor que las Magentas” y a diferencia de éstas
contenian vermiculita en sustituciéon del agente gelificante (Gel Gro®™), por lo que probablemente

proporcionaron mejores condiciones para facilitar el intercambio de gases y la aireacion en el medio
de cultivo.

La presencia de vermiculita en el medio contribuy6 a la germinacion mas rapida de los propagulos,
en comparacion con los otros sistemas in Vitro, y por consiguiente al establecimiento de la
asociacion micorrizica ya que con este sustrato se puede aumentar la aireacion en el medio de
cultivo al tener mayor porosidad y permitir mayor difusion de los gases, condiciones que facilitan el
crecimiento de las plantas, la germinacion de los propagulos y la colonizacion micorrizica
(Kirdmanee et al., 1995 y Kozai et al., 1997). Este sustrato también favorecio la colonizacion de
embriones somaticos de boniato con esporas de otra especie micorrizica, G. etunicatum (Bressan et
al., 2000 y Bressan, 2001).

Otro aspecto interesante a destacar cuando se emplearon las microcajas fue la diferencia encontrada
en la respuesta de las plantas, en comparaciéon con los SA-PIV, independientemente de los medios
de cultivo utilizados.

Las modificaciones morfologicas observadas en las plantulas de papa (Figura 19) pudieron ser
provocadas por una acumulacion de etileno en estos envases, debido a que son similares a las
descritas por Perl et al. (1988), también en S. tuberosum y por Geil et al. (2001) en plantulas de
Pisum sativum L. (chicharo), cultivadas en envases cerrados y expuestas a altas concentraciones de
etileno.

Estos resultados confirman la hipotesis planteada al comienzo de la investigacion relacionada con el
papel que juegan la composicion nutricional de los medios y los sistemas de cultivo en el éxito de la
micorrizacion in vitro de plantulas.

En los sistemas totalmente in vitro, el desarrollo de las plantas y el establecimiento micorrizico

puede verse afectado no s6lo por la composicion de los medios, sino también por la incidencia de la
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iluminacion sobre los propagulos y la posible accion del etileno, como sugieren las valoraciones
realizadas. Asi mismo, los resultados analizados hasta el momento indican que el empleo de esporas
de G. clarum como indculo para establecer la micorriza en raices de plantulas de papa, no garantiza
la colonizacion del sistema radical en un periodo corto de tiempo, ni la produccién de un elevado
nimero de estructuras extrarradicales, debido a que estos propagulos requieren de un tiempo
prolongado para germinar y colonizar y se ven influenciados por diversos factores.

5.3. Produccion rapida de plantas micorrizadas a partir de las Redes de Micelio Extrarradical
(RME)

Teniendo en cuenta las dificultades que se presentaron en las diferentes variantes de sistemas de
cultivo estudiados anteriormente, con relacion al retardo (SA-PIV, Magentas” y microcajas) o la

ausencia (Magentas”) de germinacion de esporas de G. clarum y las modificaciones morfologicas

encontradas en las plantas de papa (microcajas), se realizd otro experimento utilizando la fase
simbiotica del hongo micorrizogeno arbuscular G. intraradices como indculo, para producir
plantulas micorrizadas de forma eficiente y acelerada. Esta variacion en el esquema experimental se
bas6 en las potencialidades que tiene el micelio extrarradical como una posible fuente de indculo,
partiendo de la baja especificidad que tienen los HMA con relacion a su hospedero (Rivera et al.,
2007 y Herrera-Peraza et al., 2011), al ser capaz un mismo individuo de colonizar plantas de iguales
o diferentes especies. Las esporas, por su parte, demoran mas en colonizar las raices de su
hospedero ya que requieren de un mayor tiempo para la germinacion (tal como ha quedado
demostrado en este estudio), el crecimiento micelial presimbiotico, la colonizacion y el
establecimiento micorrizico.

Con el sistema de Planta Donante de Micelio (PDM) se explota por vez primera la capacidad
colonizativa del micelio extrarradical para acelerar el proceso de micorrizacion de plantulas in vitro

en condiciones autotroficas, teniendo en cuenta que en la naturaleza, las hifas que emergen de raices
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micorrizadas vivas son capaces de conectar plantas a través de redes de micelio, segiin afirman
Giovannetti et al. (2004), Hart & Reader (2005), Voets et al. (2006) y de la Providencia (2007).
Tanto las plantulas de papa como las de M. truncatula que se emplearon en el experimento se
colonizaron a solo tres dias de contacto con las RME. Las que estuvieron seis dias en asociacion
fueron capaces de reproducir la colonia fungica después de haber sido transferidas a medios frescos,
con la consiguiente produccion de una densa red de micelio y un nimero elevado de nuevas esporas,
que oscild entre 1 000 y 2 000 al cabo de 4 semanas (Figura 24). Esto trajo consigo que se
alcanzaran valores altos de colonizacion, entre 55 y 80 %, en tan solo 12 dias de contacto entre las
RME vy las raices de las plantulas de papa y M. truncatula, respectivamente.

Seglin el analisis realizado a la literatura cientifica especializada, tan altos valores de colonizacion
no habian sido obtenidos hasta este momento para ninguno de los dos cultivos en condiciones in
vitro y en el caso especifico de S. tuberosum, son superiores a los alcanzados por el cultivo en
condiciones de campo (Niemira et al., 1996), los cuales oscilan alrededor del 25 %.

Los altos porcentajes de colonizacion alcanzados en las plantulas de S. tuberosum y M. truncatula
se deben a la densa red de micelio compuesto por cientos de hifas en crecimiento activo que
emergian de las raices previamente colonizadas (Figura 21 A) y se dispersaban alrededor de las
raices de las plantulas asociadas, provocando una colonizacion uniforme. En el sistema de
experimentacion utilizado, el micelio proveniente de las raices de las plantas donantes ocupd casi
completamente el compartimento hifal, produciendo alrededor de 4 000 cm de hifas, por lo que el
acceso de estas hifas a las raices de las plantulas recién asociadas resultd extremadamente sencillo.
Como es conocido, la alta densidad de propagulos, en este caso de micelio en activo crecimiento,
acorta el tiempo de la fase previa al proceso de colonizacion o estadio presimbidtico, en la curva de
porcentaje de colonizacién contra tiempo (Smith & Read, 1997), lo cual sin dudas influy6 en la

rapida distribucion del hongo micorrizéogeno en las raices de las plantulas asociadas.
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Recientemente, Cano et al. (2008) utilizaron micelio extrarradical desarrollado en un
compartimento radical para colonizar fragmentos de raices jovenes, pero este provenia de un
sistema de cultivo de raices micorrizadas y no de una planta donante. Dichos autores solo lograron
niveles de colonizacion radical de 25 % transcurridas varias semanas, valores inferiores a los
alcanzados con el sistema PDM en este trabajo de tesis, los cuales oscilaron entre 55 % y 80 % en
solo 12 dias.

Los resultados también difieren de los publicados previamente por Voets et al. (2005) y Dupré de
Boulois et al. (2006), en sistemas de cultivo in vitro en los que inocularon plantas de S. tuberosum y
M. truncatula, respectivamente, utilizando una dosis elevada de esporas (100 por placa Petri) como
fuente de indculo. Dichos autores informaron niveles de colonizacion cercanos a 50 %, transcurridas
8 semanas de cultivo, poniendo de manifiesto lo inconveniente de emplear esporas como indculo en
estos sistemas.

Como se analizd en los acdpites anteriores, cuando se utilizan esporas como fuente de inoculo el
proceso de colonizacion puede retardarse, no solo en ocurrir, sino también, en extenderse en el
sistema radical. Esto puede deberse a que las esporas presentan falta de homogeneidad en la
germinacion, limitada capacidad de crecimiento independiente y los puntos de colonizacion que
originan son locales y van a estar condicionados por la proximidad a la raiz (Declerck et al., 2005).
Al analizar los valores de intensidad de la colonizacidn, caracterizada por la presencia de vesiculas y
arbusculos se evidencio, que el estado en que se encuentre la micorrizacion es de vital importancia
para garantizar un abundante recrecimiento del micelio. Dichas estructuras solo se observaron en las
plantas que estuvieron mas de seis dias asociadas con la red de micelio y por su parte, los valores de
intensidad fueron significativamente mayores a partir de los 12 dias de asociacion (Figura 23).
Actualmente no estd claro en qué estado debe estar la colonizacion en el interior radical para
garantizar el recrecimiento micelial, sin embargo, algunos autores han realizado diversas

consideraciones al respecto. Mosse & Hepper (1975) y Hepper (1981) observaron tempranamente
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un considerable recrecimiento del micelio después de la formacion de apresorios, por lo que al
parecer, en sus condiciones, la presencia de arbusculos no fue vital para iniciar el recrecimiento
fungico. Sin embargo, Bécard & Piché (1989) encontraron que los arbusculos son absolutamente
necesarios para garantizar el recrecimiento hifal.

En las plantulas de S. tuberosum y M. truncatula que se asociaron a las RME en el experimento de
PDM, no se puede relacionar el recrecimiento hifal con la exclusiva presencia de arbusculos, debido
a que las primeras vesiculas también se observaron después de seis dias de haber entrado en
contacto las raices de las plantulas con las redes de micelio. Estas estructuras de paredes gruesas son
importantes 6rganos de almacén que juegan un significativo rol como propagulos en fragmentos de
raices (Declerck et al., 1998) y posiblemente también en raices vivas.

Por otra parte, no debe descartarse la posibilidad de que también haya ocurrido recrecimiento
micelial a partir de las hifas intrarradicales, ya que segiin Bago & Cano (2005) las hifas de los HMA
tienen la capacidad de crecer hacia el exterior de las raices y explorar nuevos ambientes.

En las plantulas que se asociaron con las redes de micelio se observo, ademas, que las hifas
extrarradicales unidas a las raices (removidas del medio inicial para su transferencia a medios
frescos), fueron capaces de continuar creciendo a través de secciones intactas o dafiadas. Esto podria
representar otro mecanismo de importancia para el nuevo crecimiento fungico en plantulas
trasplantadas y puede estar relacionado con las “hifas emergentes”, definidas por Friese & Allen
(1991), de las raices colonizadas, asi como con las hifas extrarradicales intactas y dafiadas que se
encontraban fisicamente unidas a las raices. Estas hifas son capaces de volver a crecer, repararse,
explorar el ambiente circundante y ademas colonizar nuevas raices, debido a que cuentan con
eficientes mecanismos de reparacion (de la Providencia et al., 2007).

Con la técnica “Cut“ngo” (cortar y continuar) de Cano et al. (2008) se demostré también que al

cortar y extraer el medio de cultivo del compartimento hifal y afadir medio fresco, se propicia el
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crecimiento de nuevo micelio de forma sincronizada, a través del recrecimiento de las hifas cortadas
o de la formacion de nuevas hifas.

El abundante ntimero de esporas (entre 5 000 y 7 000) producido por G. intraradices al colonizar
plantulas de S. tuberosum y M. truncatula (Figura 24), respectivamente, también refleja las ventajas
del sistema PDM, al informarse en este estudio la mayor cantidad de esporas obtenidas in vitro en
un periodo de cuatro semanas, en relacion con el resto de los sistemas de cultivo que han sido
publicados hasta el momento.

Exceptuando algunos estudios de inoculacion de cultivos de raices (Declerck et al., 2001 y Elsen et
al., 2003), en el resto de los trabajos consultados, la produccion de esporas fue por lo general mas
baja que la obtenida en esta tesis, tanto con cultivos de raices (Declerck et al., 1996 y Rufyikiri et
al., 2003) como con plantas (Dupré de Boulois et al., 2005; 2006 y Voets et al., 2005), en similares
periodos de tiempo.

Las plantulas jovenes y en activo crecimiento presentaban un sistema radical homogéneamente
colonizado, con la presencia de abundantes hifas internas, asi como arbusculos y vesiculas,
perfectamente adaptables como indculo para la produccion masiva de esporas. Ademas, es
importante reconocer la alta infectividad de la especie G. intraradices utilizada en este experimento
y su capacidad para producir un alto numero de esporas en condiciones de cultivo in vitro (Voets et
al., 2005 y de la Providencia et al., 2005).

Con el sistema Planta Donante de Micelio se demuestra que un hongo micorrizégeno arbuscular,
simbidticamente unido a una planta donante en condiciones autotréficas, es una efectiva fuente de
indculo para micorrizar plantulas de manera rapida y eficiente.

Cuando se utiliza el sistema Planta Donante de Micelio, se pueden obtener plantulas micorrizadas a
los pocos dias de asociadas al micelio (entre 9 y 12 dias), con elevados niveles de colonizacion,
capaces de reproducir las colonias fingicas cuando son trasplantadas a nuevos medios. Ademas, si

se realiza un manejo cuidadoso de los sistemas, evitando posibles contaminaciones microbianas,
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¢stos pueden ser reutilizados permitiendo asociar dos nuevas plantulas en cada sistema. Estas
plantulas micorrizadas a tan corta edad se encuentran en un estadio fisioldégico que permite su
trasplante a invernadero con el consiguiente beneficio que representa la micorrizacion en esa fase
y/o la produccion masiva de indculo micorrizico en placas de cultivo o en biorreactores.

5.4. Transporte de K por las especies de HMA G. clarum y G. intraradices utilizando *°Rb
como trazador

Los hongos micorrizogenos juegan un rol fundamental en la fertilidad del suelo y en la nutricion de
los cultivos, producto de la simbiosis que establecen con la mayoria de las plantas. Los HMA
suministran P a su hospedero a través de la interfase arbuscular, lo cual estimula la respuesta de las
plantas transportando productos carbonados a regiones cercanas a los arbusculos (Fitter, 2006), que
son incorporados en las hifas a través de transportadores de hexosas. Por otra parte, las plantas
reciben a cambio, otros nutrientes minerales y agua a través de las hifas (Avio et al., 2006). No
obstante, la participacion que puedan tener los HMA en la absorcion y el transporte de K hacia las
plantas ain no ha sido explicitamente demostrada, aunque es razonable asumir que dada la
importancia que tiene el K para las plantas y la probada capacidad que tienen los HMA de
transportar otros nutrientes como P y N (Smith & Read, 1997 y George, 2000), puedan también
absorber y transportar este elemento.

En el experimento se trabajo solo con plantulas de M. truncatula por ser una especie modelo para
realizar estudios relacionados con las simbiosis en raices (Harrison et al., 2002). Ademas, fue la
planta utilizada por Dupré de Boulois et al. (2006) al publicar el sistema autotrofico empleado en
este estudio, por lo que se desarrolla bien en esas condiciones y se micorriza con facilidad.

Es en este experimento donde por vez primera se utiliza el **Rb para realizar estudios in vitro de
transporte de K por los hongos micorrizogenos arbusculares, teniendo en cuenta que la mayoria de
las investigaciones realizadas sobre el transporte de este elemento en plantas y otros hongos han

sido llevadas a cabo con *°Rb como trazador de K (Drobner & Tyler, 1998 y Rodriguez-Navarro,
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2000). EI Rb se ha empleado para estimar el transporte de K ya que posee numerosas similitudes
con K y utilizan los mismos transportadores al ser absorbidos por las plantas (Baligar, 1995 y
Drobner & Tyler, 1998).

En este estudio quedd demostrada primeramente, la funcionalidad de la simbiosis en un sistema
autotrofico de cultivo totalmente in vitro, a través del transporte de *°Rb por parte de las hifas
extrarradicales de G. clarum y G. intraradices, hasta el sistema aéreo de plantas de M. truncatula.
En segundo lugar, que estas especies de HMA son capaces de absorber, translocar y transferir *°Rb
desde un compartimento marcado, libre de raices, hasta el sistema aéreo de su hospedero. Por tanto,
estos resultados también indican que los HMA tienen la capacidad de absorber y transportar K, al
ser **Rb un trazador de K en las plantas (Drobner & Tyler, 1998 y Rodriguez-Navarro, 2000).

Los valores de colonizacion radical que se alcanzaron, entre 70 y 80 %, y la extensa red de micelio
extrarradical portando cientos de esporas (Tabla 8) desarrollada en los sistemas, sugiri6 que los
compuestos carbonados producidos por las plantas de M. truncatula fueron transferidos de su
hospedero hasta ambas especies de HMA, debido a la naturaleza biotrofica obligada de estos
microorganismos (Smith & Read, 1997). Por tanto, la evidencia demuestra la existencia de
transporte entre los simbiontes, al menos de P y C, ya que segun Fitter (2006), las plantas localizan
los compuestos carbonados cerca de los arbusculos en respuesta a un suministro previo de P en la
membrana periarbuscular.

La absorcion, translocacion y transferencia de Rb a plantas de M. truncatula fue similar en las dos
especies de hongos estudiadas (Figura 26). Este es un aspecto interesante a analizar si se tiene en
cuenta que el desarrollo del micelio extrarradical, caracterizado por la longitud de las hifas y el
numero de esporas producidas, fue significativamente diferente en ambas especies fungicas (Tabla
8). De igual forma, el nimero de hifas que cruzaban sobre la pared divisoria entre los dos

compartimentos fue aproximadamente 2,5 veces mayor para G. intraradices que para G. clarum.
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En el acapite 5.1 se hizo referencia a las diferencias que muestran estas especies en cuanto al
desarrollo de la colonia y la produccion de estructuras extrarradicales por placa Petri (de Souza &
Berbara, 1999 y Koch et al., 2004), siendo G. intraradices mas infectiva que G. clarum al colonizar
raices transformadas de zanahoria (de la Providencia et al., 2005).

De las valoraciones realizadas al respecto se podria inferir que ambas especies difieren en su
eficiencia para transportar *°Rb, como sugieren los valores de actividad especifica (Tabla 9) en las
hifas, determinados para G. clarum (21,57 Bq cm™ hifa) y G. intraradices (5,04 Bq cm™ hifa);
aunque no se puede realizar una aseveracion concluyente con la informacion que se dispone.
También es importante considerar otros factores que pueden variar entre diferentes especies
fungicas y que pudiesen haber influido en que G. clarum presentara una mayor actividad de *°Rb
por cm de hifa, como el diametro de las hifas para la translocacion el cual es mayor en G. clarum
(18 - 24 um) que en G. intraradices (11 - 18 um), la velocidad del flujo citoplasmatico y la
motilidad de las vacuolas tubulares (de la Providencia et al., 2005 y Ashford & Allaway, 2002). Se
podria tener en cuenta, ademas, que existan diferencias en cuanto a los transportadores involucrados
en la absorcion de **Rb desde el medio cercano al micelio extrarradical y los responsables de la
salida de Rb desde las estructuras intrarradicales al apoplasto interfacial, que estos tengan diferentes
afinidades por Rb o que estén presentes en distintas densidades, como ocurre para el caso del P en
otras especies micorrizicas (Smith et al., 2003).

De forma natural, la magnitud de la respuesta de diferentes especies de HMA puede variar, ain
cuando la densidad de indculo utilizada sea similar, como ocurrié con las especies G. clarum y G.
intraradices utilizadas en el experimento, debido a que originan mayor o menor colonizacion por
unidad de propagulo (Smith et al., 2004). No obstante, las diferencias encontradas en cuanto al
desarrollo y expansion de la colonia entre ambas especies no ocasion6 diferencias en la absorcion y
translocacion de *°Rb a su hospedero, contrario a lo informado por Koide (2000) y Munkvold et al.

(2004), en estudios de absorcién de P, quienes si hallaron variaciones, no solo en los patrones de
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crecimiento micelial entre varias especies de HMA, sino también en el P absorbido por longitud de
hifa. En estudios con otros elementos, Rufyikiri et al. (2002) encontraron que un incremento en el
nimero de hifas que cruzaban del compartimento radical al hifal, podia ocasionar mayor
translocacion de uranio a raices de zanahoria inoculadas con G. intraradices.

La translocacion de "°Rb hacia las plantas representd alrededor del 50 % del Rb absorbido por las
especies G. intraradices y G. clarum, desde el compartimento hifal marcado con el radioisétopo
(Figura 26). Sin embargo, ain no se conocen los mecanismos a través de los cuales el K y/o el Rb es
absorbido y translocado a las plantas por los HMA.

En cuanto a los sitios de absorcion de estos elementos en las hifas, es probable que estén
localizados, al menos parcialmente, a nivel de las estructuras ramificadas de absorcion que se
encuentran en el micelio extrarradical, como ha sido sugerido por Bago et al. (2000) para otros
elementos como P y N. Estas estructuras fueron identificadas y caracterizadas por Bago et al. (1998)
como los sitios preferenciales en los que debe ocurrir la absorcion de nutrientes por el micelio
extrarradical de los HMA.

Los transportadores y/o canales relacionados con el transporte de K en los HMA aun no han sido
localizados (Dupré de Boulois et al., 2006); sin embargo, existe amplia informacion sobre la
habilidad de otros hongos como Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae, S. pombe y S.
occidentalis para transportar este elemento (Rodriguez-Navarro, 2000). En esos hongos se
reconocen dos tipos de transportadores de K, conocidos como HAK y TRK (Haro et al., 1999 y
Rodriguez-Navarro, 2000) con diferencias en la discriminacion entre K™ y Rb". Los transportadores
HAK son considerados de alta afinidad por K' y tienen baja selectividad entre K™ y Rb" (Rodriguez-
Navarro, 2000), incrementando su expresion marcadamente a bajas concentraciones externas de K
([K'ext.]) (Santa — Maria et al., 1997 y Hampton et al., 2004). Este tipo de transportador podria haber
mediado la absorcién de Rb" en las condiciones del experimento, en el que las [K'ext ] fueron bajas

en los CR y nulas en los CH, con acceso solo a las hifas de los HMA y en los que estaba presente el
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%Rb, el cual pudo haber sido absorbido en sustitucion del K. Sin embargo, la presencia de los
transportadores HAK en los HMA debe ser verificada ya que, segain Durell et al. (1999) y
Rodriguez-Navarro y Rubio (2006), éstos no se encuentran presentes en todas las especies de
hongos.

Una vez que el **Rb fue absorbido por el micelio extrarradical de G. clarum y G. intraradices, fue
translocado a través de las hifas a las raices y de ahi al sistema aéreo de las plantas de M. truncatula
(Figura 26). El alto grado de similitud quimica entre K y Rb sugiere una posible translocacion de
ambos elementos a través de mecanismos similares.

Para las posibilidades de translocacion se consideran dos mecanismos: el movimiento
citoplasmatico “per se’y/o las vacuolas tubulares de rapido movimiento, las cuales por lo general
estan acopladas con los movimientos citoplasmaticos. Los movimientos de contraccion
citoplasmatica fueron observados al microscopio Optico en las hifas que cruzaban del
compartimento radical al hifal. Sin embargo, los sistemas de rapida translocacion en vacuolas
tubulares, no pueden ser observados de igual forma, pero son considerados por varios autores una
posible ruta para el movimiento de otros elementos en los HMA (Uetake et al., 2002; Burleigh &
Jakobsen, 2002 y Bago et al., 2002), fundamentalmente para el P.

En adicion, existen numerosas evidencias que sugieren que entre K y P pudieran existir
interacciones electrostaticas, para mantener el balance de cargas durante el transporte de este
elemento a grandes distancias. Al respecto Orlovich & Ashford (1993) en un estudio con el hongo
ectomicorrizogeno Pisolithus tinctorius, reconocieron no solo la interaccion entre ambos elementos
en las hifas extrarradicales, sino también que la translocacion ocurrid en el interior de las hifas a
través de vacuolas tubulares interconectadas. El movimiento de K a largas distancias dependiente de
la translocacion simultanea de P fue observado, ademas, por Jentschke et al. (2001) en el hongo

ectomicorrizogeno Paxillus involutus. Estos autores informaron que la translocacion de K mostré un
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orden de magnitud similar al del P, confirmando el rol potencial que pueden tener las ectomicorrizas
en el transporte de K.

La translocacion de Rb y/o K por las hifas de G. clarum y G. intraradices en vacuolas tubulares es
posible que haya ocurrido en el experimento de la tesis, partiendo de la existencia de un sistema
movil de vacuolas tubulares interconectadas, similar al descrito en P. tinctorius, vinculado con la
translocacion del P en los tubos germinativos y el micelio intra y extrarradical de Gigaspora
margarita (Uetake et al., 2002) y G. intraradices (Olsson et al., 2002).

En este experimento ha quedado demostrado que las hifas de G. clarum y G. intraradices son
capaces de absorber y transportar Rb hasta el sistema aéreo de plantas de M. truncatula y por tanto,
que también son capaces de absorber y transportar K, aspecto novedoso y relevante en los estudios
de transporte entre HMA y plantas, ya que hasta el momento no se contaba con evidencia directa de
la absorcion de potasio por los HMA. La combinacion de estudios fisiologicos y moleculares
encaminados a la identificacion de los transportadores, con %Rb como trazador de K, representard
un paso de avance para esclarecer el papel de los HMA en el transporte de este elemento.

5.5. Consideraciones generales

Desde hace mas de dos décadas se han venido desarrollando en nuestro pais lineas de investigacion
encaminadas al estudio y la introduccion de los HMA en los diferentes sistemas de produccion
agricola, basados en el amplio espectro de la simbiosis micorrizica arbuscular (Rivera et al., 2007).
Producto de la importancia de este tema, la busqueda de nuevas vias de inoculacién es objetivo
prioritario, siendo la micorrizacion de plantulas in vitro una de las mayores aspiraciones.

Como se habia mencionado anteriormente, una de las criticas mas frecuentes que ha recibido el
cultivo monoxénico de hongos micorrizogenos arbusculares, utilizando el cultivo de raices como
hospedero, es la falta de tejido fotosintético. Aunque tal sistema aun se considera valido para el
estudio de la biologia de los HMA, asi como para algunos aspectos relacionados con la interaccion

hongo-raiz (Bago et al., 2006), los investigadores deben tener en cuenta la ausencia de la planta
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como un todo a la hora de interpretar los resultados. Por ejemplo, los estudios de influencia del

sistema aéreo sobre los HMA no son posibles utilizando ese sistema, tampoco los de respuesta

sistémica inducida en las plantas por la micorrizacion, o los relacionados con el transporte de

nutrientes desde la planta hasta las estructuras fungicas y viceversa.

Contar con un sistema de micorrizacion in vitro que incluya la planta y en el que puedan obtenerse

altos niveles de colonizacion en un corto periodo de tiempo, constituye actualmente uno de los retos

de la biotecnologia agricola, tanto por su importancia en el campo de la micropropagacion de

plantas como en el estudio de la simbiosis micorrizica arbuscular.

La micorrizacion in vitro es un proceso altamente complejo, como ha quedado demostrado a través

de este estudio, que depende de garantizar las necesidades de plantas y hongos, organismos con

Medio de cultive
*Concentracién
*Proporcién

Figura 27. Interaccion entre los principales factores que
influyen en el éxito de la micorrizaciéon de plantas in

vitro.

Tipo de
Sistema de cultivo

Micorrizacién in
vitro de plantas

Is

Fuente de inoculante
*Esporas
*Micel' o extrarrad cal

requerimientos nutricionales diferentes, y en
el caso especifico de los HMA, sdlo se cuenta
con escasa informacion.

Como resultado de esta investigacion se
demostro (Figura 27) que la composicion de
los medios de cultivo (1), los sistemas de
cultivo (2) y la fuente de inoculante empleada
(3), influyyen  directamente en el
establecimiento de la micorrizacion in vitro

de plantulas de papa. Estos factores

resultaron estar estrechamente relacionados entre si, como se aprecia en la figura 27, de forma tal

que la eficiencia de los medios de cultivo esta influenciada por el sistema de cultivo en el cual se

empleen (4) e influye, a su vez, sobre el comportamiento de la fuente de inoculante utilizada (5), la

cual también va a estar condicionada al tipo de sistema de cultivo (6). La correcta interaccion entre
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estos factores garantiza la micorrizacion rapida, eficiente y homogénea de las plantulas de Solanum
tuberosum en condiciones in vitro.

En este estudio se informa por vez primera sobre la respuesta de plantulas de Solanum tuberosum a
la micorrizacion in vitro con esporas de G. clarum utilizando diferentes medios y sistemas de
cultivo. El sistema de Planta Donante de Micelio, utilizando como fuente de indéculo micelio
extrarradical proveniente de una planta donante, resultoé ser, dentro de los sistemas estudiados, el
mas conveniente para micorrizar plantulas de S. tuberosum y M. truncatula de forma rapida y
homogénea. Por otra parte, es la primera vez que se explota la capacidad colonizativa del micelio
extrarradical para micorrizar plantas in vitro, partiendo del conocimiento de que en la naturaleza, las
redes de micelio son una importante fuente de indculo, capaces de interconectar plantas de iguales o
diferentes especies (Hart & Reader, 2005; Voets et al., 2006 y de la Providencia, 2007).

El micelio extrarradical demostrd ser un indculo altamente infectivo, capaz de acelerar el proceso de
micorrizacion de plantas in vitro. Los niveles de colonizacion alcanzados (55 % en S. tuberosum y
80 % en M. truncatula) en 12 dias, nunca habian sido logrados en otro sistema in vitro estudiado
anteriormente.

Segiin las experiencias alcanzadas en esta tesis, consideramos que para que un sistema de
micorrizacion in vitro de plantas sea efectivo, debe cumplir con las ocho premisas que se listan a
continuacion:

e Sea facilmente reproducible

e Garantice el normal crecimiento y desarrollo de las plantas

e Facilite la obtencion de plantas micorrizadas de forma acelerada y homogénea

e Permita alcanzar niveles de colonizacion comparables o superiores a los obtenidos en los
sistemas in vivo

e Facilite producir un alto nimero de esporas, comparables o superiores a las obtenidas en
cultivos de raices

e Permita obtener plantas micorrizadas capaces de reproducir la colonia fingica de manera
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eficiente cuando son trasplantadas a nuevos medios

e Sea aplicable a diversas especies vegetales y fungicas

e Sea de facil introduccion en los procedimientos convencionales de produccion de plantas in
vitro

El sistema de Planta Donante de Micelio (PDM) cumple con los siete primeros criterios, y como fue
demostrado a través del estudio realizado: es facilmente reproducible y en ¢l se pueden obtener
plantas sanas, micorrizadas de forma rapida (Figura 22 E), interconectar raices de plantas de igual o
diferente especie (Figura 7), alcanzar niveles de colonizacion superiores a los obtenidos in vivo
(Figura 23), aplicar a otras especies vegetales (Figura 23), obtener plantas capaces de reproducir la
colonia fungica de manera eficiente cuando son trasplantadas a nuevos medios (Figuras 24 y 25), e
incluso servir de base para la produccion de indculo micorrizico en biorreactores (Declerck et al.,
2010). Sin embargo, su introduccion en los procedimientos convencionales de produccion de plantas
in vitro contintia siendo un reto, por lo que es necesario continuar profundizando en los aspectos que
limitan ampliar el uso de los hongos micorrizégenos arbusculares a tales sistemas productivos.

Como ha quedado expuesto a través de este estudio el sistema PDM es funcional y puede ser
aplicado en diversos campos de investigacion relacionados con los hongos micorrizogenos
arbusculares, no solo desde el punto de vista de la investigacion bésica, sino también practica, en las
cuales es necesaria tanto la micorrizacion rapida y homogénea de las plantas, como la produccion
masiva de indculo micorrizico. Por otra parte, el sistema PDM constituye la base para el desarrollo
de un futuro sistema de micorrizacion de plantas in vitro que permita la introduccion de los HMA en
las practicas actuales de produccion vegetal y la obtencion de plantulas in vitro eficientemente
micorrizadas, las cuales probablemente estaran mas aptas para enfrentar el estrés que representa la

adaptacion a las condiciones edafoclimaticas.



99

V1. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

1. El sistema Planta Donante de Micelio constituye un modelo factible para los estudios de la
interaccion Hongo Micorrizégeno Arbuscular — planta y permite la produccion de plantulas
micorrizadas in vitro con utilidad practica.

2. La inoculacion de plantulas con micelio extrarradical de Glomus intraradices proveniente de
una planta donante, permite obtener elevados niveles de colonizacion in vitro y acortar el
tiempo del proceso colonizativo de Solanum tuberosum cv. Desirée y Medicago truncatula cv.
Jemalong.

3. Las plantulas micorrizadas en el sistema Planta Donante de Micelio son capaces, en solo cuatro
semanas después del trasplante, de reproducir la colonia fingica cuando son trasplantadas a
medios frescos y producir un elevado niimero de estructuras extrarradicales (micelio y esporas);
el nimero de esporas producidas es de aproximadamente 100 por centimetro cubico en S.
tuberosum cv. Desirée y 150 en M. truncatula cv. Jemalong.

4. La asociacion Hongo Micorrizogeno Arbuscular—planta es funcional en condiciones
autotroficas totalmente in vitro; las cepas empleadas de G. clarum y G. intraradices son
capaces de absorber, transportar y translocar “Rb a plantas de M. truncatula en estas
condiciones, lo cual indica su participacion en la adquisicion y translocacion de K a las plantas.

5. Los medios de cultivo con concentraciones bajas de fosforo, nitrégeno y potasio (comparadas
con el medio MS) y con un balance entre ellos, permiten simultineamente, el crecimiento
eficiente de las plantulas de S. tuberosum cv. Desirée y la colonizacion a partir de esporas de G.

clarum, en el sistema autotréfico parcialmente in vitro.
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6.2. Recomendaciones

1. Utilizar el sistema Planta Donante de Micelio para realizar estudios relacionados con la
asociacion HMA — planta, la produccion in vitro de plantulas micorrizadas de forma rapida,
homogénea y eficiente, o para la produccion masiva de in6culo micorrizico.

2. Evaluar las tasas de sobrevivencia y el desarrollo fisiolégico de plantulas de S. tuberosum,
previamente micorrizadas in vitro en el sistema de Planta Donante de Micelio, después de su
trasplante para la adaptacion en casas de cultivo.

3. Profundizar en los estudios relacionados con el intercambio de gases en los Sistemas
Autotroficos Totalmente in vitro, para determinar el papel del etileno en el establecimiento de

la simbiosis micorrizica arbuscular en tales condiciones.
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ANEXO 1
Composicién nutricional de los medios de cultivo utilizados. Los medios A, B, E, F, G, |1 y J fueron elaborados a partir de modificaciones
realizadas en la composicion del medio MS.

Componentes (M) SRM MS MS/2 A B E F G | J
N (NO3) 3800 38200 19 100 19 100 19 100 4775 4775 11937 9 550 19 100
N (NH;") 180 20 100 10 050 10 050 10 050 5025 5025 25155 5025 10 050
P 30 1200 600 300 150 300 150 300 600 300
K 1650 19700 9 850 19 700 19 700 4925 3940 1970 4925 9 850
Ca 1520 3960 1980 1980 1980 1980 1980 1980 1980 1980
Mg 3000 1490 745 745 745 745 745 745 745 745
S 3013 1740 870 870 870 870 870 870 870 870
Cl 870 3960 1980 1980 1980 1980 1980 1980 1980 1980
Na 20 91 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5 45,5
Fe 20 100 50 50 50 50 50 50 50 50
Mn 11 130 75 75 75 75 75 75 75 75
Zn 1 29,8 14,9 14,9 14.9 14,9 14,9 14,9 14,9 14,9
B 30 90 45 45 45 45 45 45 45 45
| - 5 2,5 2,5 2.5 25 25 25 2,5 2,5
Mo 0,22 0,90 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Cu 0,96 0,098 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049
Co - 0,19 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095
pH (antes de esterizacion) 55 5,7 55 55 55 55 55 55 55 55
Gel Gro® (g L™ 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Fuentes nitrogenadas: NH4NO3, KNOs; Fuente fosforica: KH,PO,4. A: VaP; B: %P; E: YiP-YuN-YK; F: Y%P-YaN-1/5K; G: YuP-%N-1/10K; I: Y2P-Y4N-
YaK; J: YaP-%N-K. Todos los calculos son respecto al medio MS. El resto de los elementos estan disminuidos a la mitad con respecto a MS.



ANEXO 2

Estimacion de la Frecuencia y la Intensidad de la colonizacion micorrizica arbuscular (Plenchette
& Morell, 1996)

Frecuencia de la colonizacion (F %): porcentaje de fragmentos de raices que presentan cualquier tipo de
estructura indicadora de colonizacion (hifas, vesiculas y/o arbusculos).

F (%)= [N—N”J x 100

Donde N: numero total de fragmentos de raices observados
n: numero de fragmentos de raices no micorrizados

Intensidad de la colonizacion (1%): abundancia relativa de estructuras intrarradicales del hongo
micorrizico arbuscular.

| (%) = 0.lv+0.3w+0,5x+ 0,7y +0,92| « 100
VHW+X+Yy+2Z

Donde v, w, X, Yy, z: niveles de colonizaciébn micorrizica estimada siguiendo la representacion
esquematica que se muestra a continuacion

0 = no infeccion

1 = infeccion entre 1y 20 % (v)

2 = infeccion entre 21 y 40 % (w)
3 = infeccion entre 41 60 % (x)

4 = infeccion entre 61y 80 % (y)
5 = infeccién entre 81 y 100 % (2)
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