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RESUMEN

En la presente investigacion se abordaron puntos importantes referentes a
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Aluminio sobre el
crecimiento y desarrollo de raices transformadas de zanahoria en un sistema in

vitro en simbiosis con el Hongo Micorrizico Glomus intraradices.

Dado que la contribucion de los HMA a la tolerancia al metal en las plantas
hospederas, esta pobremente documentada, este trabajo aporté informacion util
mediante el uso de sistemas de cultivos monoxénicos y axénicos que permitieron
comparar la respuesta de las raices a la presencia del Al y el efecto benéfico que
tuvieron los HMA y que se mostraron en la biomasa y crecimiento de éstas aun en
las concentraciones mas altas de Al utilizadas. Para cada experimento se trabajo
diferentes concentraciones de Al: 50, 100 y 200uM contando ademas con
muestras control. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de

varianza.

El hongo probado en nuestros experimentos aun cuando no esta adaptado
a suelos contaminados con Al, permitidé la proteccion de las raices a elevadas
concentraciones del metal y estas tuvieron una buena respuesta mostrando un
buen desarrollo en cultivos monoxénicos en donde la biomasa en todos los

tratamientos con el metal fue mayor a la obtenida en los cultivos axénicos.

La longitud de la hifa no fue afectada por cantidades mayores de 100 uM de
Al adicionado en el medio, y se obtuvieron los valores mas altos en biomasa para
las hifas y esporas, a las concentraciones de 200uM, alcanzando hasta 0.0082 g.

de biomasa de micelio, lo cual indica la tolerancia del hongo al metal.
Los resultados obtenidos corroboran lo sefalado por otros investigadores

referentes a los beneficios que los HMA le proporcionan a la planta en suelos

contaminados por metales pesados como Mg, Zn, Cu, Cd y Al.



1. INTRODUCCION

Los suelos tienen cinco componentes: materia inorganica, materia organica,
aire del suelo, agua del suelo y organismos vivos. Los elementos (incluyendo los
nutrimentos de las plantas) pueden encontrarse en diferentes asociaciones con
estos componentes. Sin embargo, las plantas pueden absorber los elementos sélo
cuando éstos estan disueltos en el agua del suelo. A medida que los elementos
débilmente asociados con materiales sélidos son liberados a la solucion del suelo

pueden ser absorbidos por la planta (Berkelaar, 2008).

Los metales estan presentes de manera natural en el suelo y pueden ser
benéficos o toxicos para el medio ambiente. En exceso pueden producir efectos
nocivos comunes en las plantas aunque existen muchos casos de efectos

especificos de metales individuales en diferentes plantas.

El Aluminio (Al) no es considerado como un nutrimento esencial, pero en
bajas concentraciones algunas veces incrementa el crecimiento de las plantas o
induce otros efectos favorables (Foy, 1982; Foy, et al. 1983). Sin embargo en
altas concentraciones, principalmente en forma de Al**, su toxicidad es un factor
limitante en el crecimiento de las plantas en suelos acidos con pH inferior a 5.0
pero puede ocurrir en pH mas altos (5.5) ya que este metal se encuentra
estrechamente vinculado con materia inorganica insoluble y por tanto no puede
ser absorbido por las raices de la planta. Generalmente, el Al interfiere con la
division celular en las puntas de la raiz y en las raices laterales, incrementa la
rigidez de las paredes, reduce la replicacién del DNA, interfiere en la fijacion del
fosforo del suelo, disminuye la respiracion de la raiz, con la actividad enzimatica y
en la absorcion, transporte y uso de muchos nutrientes esenciales como Ca, Mg,
K, Py Fe (Foy, 1992).

Sin embargo se ha observado que los efectos negativos que produce este
metal y otros metales pesados en las plantas pueden atenuarse incrementando la

tolerancia de éstas gracias a la presencia de hongos micorrizicos que pueden



tener un efecto protector contra metales pesados (MP), aunque al igual que las
plantas estos hongos exhiben niveles variables de tolerancia dependiendo del
metal y de su concentracion. Las células fungicas tienen una alta capacidad de
absorcion de estos metales gracias a la presencia de grupos carboxilos, amino,
hidroxilo, fosfato, asi como quitosana y quitina (Rivera-Becerril, 2006). Sin
embargo la mayoria de los trabajos con MP se han hecho con plantas no
micorrizicas 0 no se han evaluado los niveles de colonizacion de las mismas; esto
resulta problematico, si se considera que el 80% de los vegetales estan asociados
con hongos micorrizicos arbusculares (HMA), y que estos microorganismos que

pueden modificar significativamente |la respuesta de las plantas a estos metales.

Por ello que resulta importante realizar estudios con aislados fungicos, para
conocer la manera en que interactuan estos hongos con las raices de las plantas y
aumentar la tolerancia de estas a la acumulaciéon de metales pesados. Asi se
puede lograr su establecimiento y sobrevivencia en sitios contaminados por estos
metales y se pueden utilizar como herramientas fundamentales en el proceso de

fitorremediacion.

Dado que los HMA no pueden ser cultivados sin la planta, el uso de cultivo
in vitro, en los cuales se puede observar el efecto del MP sobre las estructuras
fungicas y sobre las raices tanto en cultivos axénicos como monoxénicos, es una
alternativa cuando se carecen de grandes espacios y de infraestructura, utilizando

sistemas que reproducen de cierta medida las condiciones naturales.

De ahi que la finalidad del presente trabajo fue analizar los cambios
morfoldgicos y de crecimiento de raices transformadas de zanahoria a diferentes
concentraciones de Al en ausencia y presencia de un aislamiento de HMA para
conocer el efecto que este hongo puede tener en la tolerancia de las raices ante la

presencia de MP, asi como la respuesta de estos hongos a dicho metal.



2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales de los HMA

La simbiosis micorrizica o micorriza es una asociacién que se da entre un
grupo particular de hongos y las raices de las plantas, que tiene como escenario el
suelo, y en la cual ambos organismos resultan beneficiados en aspectos
fisiologicos y nutrimentales (Figura 1). La planta recibe del hongo nutrientes
minerales y agua, mientras que el hongo obtiene de la planta carbohidratos y
vitaminas que el por si mismo es incapaz de sintetizar y que ella realiza gracias a
la fotosintesis y ofras reacciones internas. Ademas de mejorar el estatus
nutrimental de las plantas, las micorrizas, tienen una funciéon importante como
agentes de biocontrol al ataque de patégenos de habito radical, desarrollo mas
vigoroso de la planta, resistencia a condiciones ambientales adversas y altas
concentraciones de metales pesados (Harley y Smith, 1983)

Aunque la simbiosis con hongos ha sido determinante para la evolucion de
las plantas vasculares desde su aparicién sobre la tierra debe resaltarse que el
beneficio de la planta no solo se debe al establecimiento de las micorrizas en el
sistema radical, sino que también intervienen diversos factores edaficos y
ambientales (Dakessian et al. 1986; Abbott y Robson, 1991) e incluso el manejo

de los agro ecosistemas (Trejo y Ferrera-Cerrato, 1997)

Figura 1.a) Asociacion micorrizica,b) estructuras de los HMA y c) esporas de G.

intraradices



2.2 Cultivo in vitro de los HMA

2.2.1 Raices de hospederos

La naturaleza de simbiontes obligados, hace que el estudio de los Hongos
Micorrizicos Arbusculares resulte complicado. Desde la década de los 80 el uso
del cultivo de raices in vitro ha permitido estudiar a detalle nuevos aspectos de la
Simbiosis Micorrizica Arbuscular, como su biologia molecular, citologia genética,

fisiologia, sistematica y filogenia (Cranenbrouck, et al. 2005).

Los cultivos de raices fueron desarrollados por primera vez por White y
colaboradores (White, 1943; Butcher y Street, 1964; Butcher, 1980). Estos autores
utilizaron trozos de raiz en medio mineral salino sintético suplementado con
vitaminas y fuentes de carbohidratos. Sin embargo solo se obtuvo un crecimiento
profuso de raices, caracterizado por la formacién de ramificaciones en muy pocas

especies de plantas.

Un trabajo pionero lo realizaron Mosse y Hepper (1975) utilizando cultivos
de raices obtenidas de Lycopersicum esculentum Mill. (Tomate) y Trifolium
pratense L. (trébol rojo) para el establecimiento in vitro de micorrizas con Glomus
mosseae. Los autores demostraron por primera vez que las esporas de hongos
MA podian utilizarse con éxito para colonizar cortes de raices creciendo en medio

mineral basico.

La transformacion genética de planta mediante la bacteria comun del
suelo Agrobacterium rhizogenes Conn. (Riker et al. 1930) produce una condicién
conocida como raices transformadas. Esta transformacion (Tepfer, 1989) produce
tejidos de plantas transformados Ri T-DNA que estan morfolégicamente
programados para desarrollarse como raices. Estas raices transformadas han sido
utilizadas para un amplio rango de estudios aplicados, uno de ellos es el estudio
de la simbiosis MA. El primer cultivo de raices transformadas colonizadas por un
hongo MA fue realizado por Mugnier y Mosse (1987) que colonizaron
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exitosamente raices transformadas de Convolvulus sepium utilizando esporas de

G. mosseae.

2.2.2 In6culo Fungico

En la mayoria de los casos se utilizan dos tipos de in6culos fungicos para
iniciar cultivos monoxénicos: con esporas extrarradicales o bien con propagulos de
la fase intrarradical (como fragmentos de raices y vesiculas aisladas) del hongo.
En las especies fungicas de MA que no producen vesiculas (ej. Scutellospora y
Gigaspora) se utilizan esporas ya que generalmente son grandes y vigorosas. Los
esporocarpos de Glomus mosseae también han sido utilizados para tratar de

establecer cultivos in vitro (Budi et al. 1999).

2.2.3 Esporas

Las esporas generalmente se colectan del campo o de cultivos en macetas,
por medio de tamizados humedos. Los cultivos in vitro se pueden iniciar con
pequefias muestras de esporas (de diez a cien), estas pueden ser seleccionadas
individualmente por medio de una lupa utilizando una micropipeta o pinzas finas.
Sin embargo, con muestras grandes se deben utilizar gradientes de centrifugacion
para separar las esporas (Figura 2). Muchos métodos de centrifugaciéon utilizan
sustancias muy concentradas (ej. sacarosa, glicerol) (Mertz et al. 1979; Furlan et
al. 1980; Hosny et al. 1996), sin embargo es importante que las esporas no se

expongan por tiempos prolongados a estas sustancias.



Figura 2. Extraccion de esporas para iniciar cultivos in vitro. a) Cultivos trampa con inoculo

fungico, b) y ¢) Tamizado humedo para extraccién de esporas, d) esporas de Glomus

rubiforme, e) Espora af. Pacispora robigina y f) espora de G. intraradices.

Antes de ser utilizadas como in6culos in vitro, las esporas se esterilizan
superficialmente (Bécard y Piché, 1992), sin embargo en algunos casos las
esporas pueden contener bacterias entre las capas de la pared haciendo a veces

dificil la desinfeccion o en algunos casos imposible (Walley y Germida, 1996).

Generalmente las esporas de hongos MA no necesitan condiciones
especificas 0 una raiz hospedera para germinar. Sin embargo, los exudados de
raiz con pocas cantidades de CO; (2%) pueden estimular la germinacién y el
crecimiento de las hifas después de la germinacion (Bécard y Piché, 1989a; Poulin
et al. 1993; Buée, 2000). Si la germinacion de las esporas no se produce en un
lapso de 20 dias, quiza el tratamiento de esterilizacion fue muy fuerte o las
esporas estaban inmaduras, en latencia o muertas. Las esporas de algunas
especies de hongos MA requieren estratificacion en frio (4°C) previo a la
germinaciéon (Smith y Read, 1997). El tratamiento en frio (14-21 dias) se aplica
mejor previo al aislamiento de la espora, cuando las esporas aun estan unidas al

micelio extrarradical.



2.2.4 Seleccién de propagulos (raices y hongos)

Se pueden utilizar 2 tipos de propagulos para iniciar cultivos monoxénicos.
El primero es utilizando esporas o esporocarpos y el segundo es utilizando
fragmentos de raiz micorrizadas que contengan vesiculas dependiendo del HMA.
Algunos tipos de propagulos pueden ser adaptados para iniciar cultivos
monoxénicos, como el caso de especies de Glomus que producen esporas
pequefas (<100 pm).La desinfeccion de las esporas es dificil sin ocasionar dafio,
y la tasa de germinacion y de crecimiento de la hifa son muy lentas. Por esta razén
las especies que producen gran numero de vesiculas dentro de la raiz como
Glomus intraradices, son considerados como los mejores propagulos para iniciar
los cultivos monoxénicos ya que la germinacion de estas vesiculas es rapida y
eficiente. En el caso de los segmentos de raiz micorrizadas la germinacion
multiple que se origina de los extremos de esta raiz incrementa el potencial
infectivo (Figura 3). Cuando se requieren cultivos monoxénicos de fragmentos de
raices micorrizadas es necesario resembrar aislados individuales de esporas fijas

con una nueva raiz.

Figura 3. Propagulos potenciales para iniciar cultivos monoxénicos. a) G. intraradices

b) Raices transformadas en cultivo in vitro, ¢) G. rubiforme y d) Preparacion de cultivos

monoxénicos



2.2.5 Reasociacion de propagulos

Los propagulos pueden ser extraidos del gel de diferentes formas. Para la
mayoria de las especies de Glomus en cultivos monoxénicos simplemente se
corta una pequefa pieza de gel que contenga una cantidad grande de esporas

(cubos de 0.5 cm?®) con aproximadamente 200 esporas y micelio extrarradical.

Alternativamente para especies que producen gran cantidad de esporas el
agente gelificante puede ser removido del medio de cultivo para estimular el
crecimiento del hongo. El agente gelificante puede ser disuelto con un buffer de
Citrato (10 pM).

2.2.6 Cultivo de raices

Se han utilizado varias plantas para el establecimiento de -cultivos
monoxénicos con Hongos Micorrizicos  Arbusculares, las primeras raices
utilizadas como hospederas en cultivos monoxénicos fueron Lycopersicum
esculentum (tomate) y Trifolium pratense asociados con Glomus mosseae

Nicholson y Gerd (Mosse y Herpper, 1975) y Fragaria ananassa Duchense (fresa).

Una transformacion genética natural de las raices con la bacteria
Agrobacterium rhizogenes se ha realizado desde décadas atras (Riker et al. 1930;
Ark y Thompson, 1961), pero comenzé a utilizarse para la investigacion de
micorrizas a mediados de 1980, con el desarrollo de lineas de raices
transformadas de zanahoria establecidas por Bécard y Fortin (1988). La
transformacion de las raices de zanahoria con esta bacteria se realiza
incorporando un segmento de DNA bacteriano denominado la region T
(transferred DNA) del plasmido Ri (root inducing) dentro de las células de la planta

hospedera.



Esta raiz ha sido la mas utilizada como hospedero para -cultivos
monoxénicos de HMA, ya que las raices transformadas tienen muchas ventajas
sobre las no transformadas para cultivos monoxénicos, porque su balance

hormonal ha sido modificado para permitir su proliferacién en medios sintéticos.

Ademas las raices transformadas Ri T-DNA en asociaciéon con los HMA
han mostrado mayor colonizacion intrarradical y desarrollo extrarradical de las

hifas que cuando se usan raices no transformadas.

2.2.7 Transformacioén de raices

Agrobacterium rhizogenes es una bacteria del suelo Gram (-) que induce
enfermedades en los pelos radicales de las plantas dicotiledéneas y por esta
razon es utilizada para inducir pelos radicales. En las raices transformadas con
esta bacteria, un segmento del DNA bacteriano denominado la regién T del
plasmido Ri (inductor de raices) es incorporado dentro de las células de la planta
hospedera (Chilton et al. 1982).La integracion y expresion de este ADN en el
genoma de la planta produce fenotipo que desarrolla pelos radicales y la sintesis
de compuestos de bajo peso molecular denominado opinas. Ademas dependiendo
del gen incorporado en el genoma de la planta la raiz puede tener un cambio en el
geotropismo. Algunos pelos radicales muestran un alto geotropismo negativo
algunas otras solamente un ligero geotropismo negativo mientras que otros
pueden tener un geotropismo positivo. Esto quiza es debido a la sensibilidad de
las auxinas y a la redistribucion de esta hormona después de la transformacion de
la raiz. (Legué et al. 1996). Las raices con un geotropismo negativo deben ser
incubadas en una posicidn invertida para mantener el crecimiento de la raiz en

este medio.



2.2.8 Medios de cultivo

El medio M (Bécard y Fortin, 1988) es una modificacion del medio de White
inicialmente desarrollado para el cultivo de raices de tomate (Butcher, 1980). La
composicion de macro elementos del medio de White es considerablemente mas
baja que la del medio MS y el medio BS utilizados comunmente para cultivos in
vitro de plantas. (Bécard y Piché, 1992). Sin embargo, este método diluido es

adecuado para el cultivo de raices.

El medio MSR (Declerck et al.1998) es una modificacion de medio A, el cual
fue desarrollado para optimizar el crecimiento de la fase intraradical de los hongos
in vitro. La composicién de macro elementos de MSR es similar a la del medio M.
Las diferencias entre los dos medios se dan en las concentraciones de los
oligoelementos y vitaminas: el medio MSR es escaso en yodo, mioinositol, y
glicina, y el medio M es escaso en pantotenato, biotina y cianocobalamina. Ambos

medios se ajustan a pH 5.5 antes de autoclavar y solidificar con goma gelante

(phytagel).

2.2.9 Cultivos continuos

Los primeros cultivos continuos fueron realizados por Strullu y Romand
(1986) y ahora son comunmente utilizados para un amplio rango de Glomus
(Strullu et al. 1997; Declerck et al. 1998). Los cultivos continuos se obtienen por la
transferencia tanto de raices micorrizadas como esporas a medio fresco (Declerck
et al. 1996). Si se utilizan raices micorrizadas viejas, es posible transferirlas a
cajas de petri que contengan raices en crecimiento activo (Declerck et al. 1996,
1998; Plenchette et al. 1996; Strullu et al. 1997).

Para aquellas especies de Glomus que producen pocas esporas y vesiculas

(ej. Glomus macrocarpum y G. caledonium (Nicholson y Gerd.) (Trappe y Gerd.)
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Las raices micorrizadas y las esporas pueden ser transferidas juntas para

incrementar la probabilidad de éxito.

Para aquellas especies de hongos MA que no producen vesiculas internas
(Gigaspora y Scutellospora sp.) se pueden subcultivar directamente pero es dificil
que tengan éxito. Las muestras subcultivadas, un cuadro (10-15 cm?) de raices
no dafiadas y micelio externo, son transferidas a cajas de Petri que contengan
medio fresco (M. Buée y G. Bécard, datos no publicados). Alternativamente, de los
cultivos viejos, las esporas producidas pueden ser utilizadas para inocular nuevas
raices (Bécard y Fortin, 1988).

2.2.10 Criopreservacion de esporas producidas in vitro

Los métodos de cultivos continuos permiten mantener cultivos monoxénicos
por largos periodos de tiempo (Plenchette et al. 1996; Strullu et al. 1997; Declerck
et al. 1998) y sirven para producir y almacenar germoplasma fungico MA. Sin
embargo, como en los cultivos en macetas, estos métodos in vitro no garantizan la
estabilidad genética del material fungico en generaciones. Un método consiste en
almacenar cultivos a 4°C. Sin embargo no existe informacion a cerca de la
supervivencia de los inéculos en cultivo de macetas utilizando este método (Douds
y Schenck, 1990). A 4°C el metabolismo de las raices y el hongo se reduce pero
no se interrumpe. Recientemente Declerck y Angelo-van Coppenolle (2000)
desarrollaron una técnica de criopreservacion basada en la retencion de esporas
de G. intraradices producidas monoxenicamente en gotas de alginato
(~100/gotas).

Las esporas retenidas fueron incubadas por 24 horas en tetralosa 0.5 My
criopreservadas a -100°C, siguiendo dos etapas de descenso en la temperatura:
un descenso lento (1°C/min.) partiendo de la temperatura ambiente hasta alcanzar
los -35°C y un descenso rapido (18°c/min.) de los -35°C a los -100°C. Después de

sumergir rapidamente en un recipiente con agua a temperatura ambiente, las
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esporas dentro de las gotas fueron capaces de germinar, colonizar raices de

hospederos y completar su ciclo de vida in vitro.

Este experimento se realizo utilizando esporas de cultivos de 5 meses de G.
intraradices. Aunque la crio conservacion es una técnica de almacenamiento a
largo plazo, solo una especie ha sido probada y por periodos de tiempo cortos, por
lo que se requieren mas trabajos para validar este método en periodos de tiempo

mas largos y con otras especies de hongos.

2.3 El cultivo in vitro de los HMA como una herramienta en la sistemaética.

La taxonomia de estos hongos se basa casi completamente en la
morfologia de las esporas con lo que la descripcion, identificacion y clasificacion a
nivel especie es dificil. El aislamiento de los hongos MA de cultivos en macetas a
menudo produce esporas con escasas hifas de sostén y/o con las capas de las
paredes de la espora dafadas. Como consecuencia se han generado
descripciones incompletas e inutiles de especies. Sin embargo con los sistemas
de cultivo de raices se obtiene material mucho mas apropiado para el estudio de la

morfologia, ultraestructura, fisiologia, bioquimica y para estudios moleculares.

2.3.1 Estudios Filogenéticos

La produccion de esporas monoxénicos en cultivos de raices permitié la
primera amplificacion de ADN ribosomal (ADNr) de hongos MA (Simon et al.
1993a). El uso de este sistema dio la seguridad de que las secuencias no eran de
geéneros homoélogos de hongos no MA o de otros eucariontes del suelo usualmente
presentes en la preparacion estandar de esporas. Simon (1995) disefo primers
especificos de ADNr (VANS1). Todas las muestras de hongos de estos primers

especificos a nivel de subgrupos mostraron obvias asociaciones con Glomerales.

12



2.3.2 Variabilidad intraespecifica

Ahora es posible realizar analisis comparativos de la ontogénesis de las
esporas, arquitectura de las paredes y ultra estructura combinados con

investigaciones moleculares y analisis bioquimicos.

Los cultivos de raices facilitan el estudio de los efectos ambientales,
nutricionales y fisioldgicos en el crecimiento del hongo y morfologia de la espora.
Un rango de parametros relacionados con la esporulacion, arquitectura hifal, y
ontogénesis de la espora pueden ser comparados de acuerdo con el sistema

utilizado.

Las multiples caracteristicas (anatomicas, ultraestructura, bioquimicas) que
se pueden generar utilizando la produccién de colonias de hongos MA in vitro
necesitan ser clasificadas de acuerdo a su significancia taxondmica para
discriminar entre los parametros medioambientales y filogenéticos. Por ejemplo las
esporas diferenciadas in vitro pueden ser mas pequefias y menos pigmentadas

que las esporas originadas en el suelo (Pawlowska et al. 1999; Dalpé, 2001).

2.4 Caracteristicas fungicas antes y después de la colonizacién de raices

2.4.1 Germinacién in vitro de esporas

El uso de los cultivos de raices de hongos MA permite la produccidn
aséptica de esporas de varias especies fungicas MA, y es bueno saber que una
estratificacion de frio es importante para romper el estado de letargo encontrado

en ciertas especies de hongos MA.

Tratamientos de frio aplicados por mas de 14 dias permite la completa
germinacién con una fuerte dominancia apical y brazos escasos como lo describe

Mosse (1988). En ausencia de tratamiento en frio, sélo se ha observado un patron
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de germinacion: los tubos de germinacién son cortos con brazos profusos, que se

enredan alrededor de las esporas y las encierran.

Muchos hongos tienen la capacidad de germinacién inicial pero el tubo de
germinacién bloquea su crecimiento en ausencia de planta hospedera (Bonfante y
Perotto, 1995).

2.4.2 Desarrollo in vitro de la fase extrarradical

El uso de cultivos de raices en cajas de Petri compartamentalizadas (St-
Arnaud et al. 1996) ha permitido el estudio de lapsos de tiempo del desarrollo del
micelio extrarradical en compartimentos libres de raices. Cuando se compararon el
amonio y los nitratos como fuente de N, \Villegas (2001)
encontr6 que la presencia de amonio en el compartimento distal reduce
drasticamente la produccion de esporas. También se encontré que en presencia
de amonio, el micelio de la fase extraradical desarrollé ovillos hifales vy
agregaciones de hifas que nunca se observan en presencia de nitratos.
Investigaciones ultraestructurales revelaron que los BAS (por las siglas en ingles
branched absorbing structures) (Bago et al. 1998b) son muy similares a los
arbusculos intrarradicales y que al igual que los arbusculos son sitios de intensa

actividad metabdlica y son muy parecidos en su morfologia.

El incremento de la acidez del medio coincide con una alta produccién de
esporas asociadas a BAS. Este cambio de pH podria ser consecuencia directa de
la gran cantidad de fosfatos absorbidos que proveen de productos almacenados a
las esporas (Bago et al. 1998a, 1998b).

2.5 Aspectos fisiolégicos de larelacion hospedero- hongo

Mediante el uso de cultivos de raices MA se ha podido investigar sobre la

sefalizacion entre los dos integrantes de la simbiosis y el metabolismo del hongo.
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2.5.1 Sefalizacién entre integrantes

La germinacion de la espora generalmente no requiere la presencia de la
raiz del hospedero, sin embargo para el crecimiento y desarrollo del hongo MA se
requiere la presencia de un hospedero adecuado (Mosse y Hepper, 1975; Elias y
Safir, 1987; Bécard y Piché, 1989b; Giovannetti et al. 1993, 1996).

Durante esta etapa el metabolismo del hongo es predominante dependiente
del catabolismo de lipidos para la futura biosintesis, el catabolismo de los lipidos
permite la formacion de acetyl CoA, 2 moléculas de C, que después se oxida en el

ciclo de Krebs y el balance neto de C es tedricamente cero.

Poco se sabe sobre la naturaleza quimica de compuestos estimulatorios
producidos por la raiz. Varios flavonoides y acidos fendlicos han sido estudiados
encontrando que algunos flavonoides son altamente estimulatorios (Vierheilig et al.
1998). Esto sugiere que existe cierto grado de actividad quimica y esteroespecifica
que quiza varia entre especies fungicas. Por ejemplo, isoflavonoides como la
biocanina A y formononetina estimulan algunas especies de Glomus (Nair et al.
1991; Poulin et al. 1997) pero inhiben a G. etunicatum (Tsai y Phillips, 1991) y Gi.
rosea (Bécard et al. 1992; Chabot et al. 1992b).

Experimentos in vivo e in vitro muestran que la formacién de la micorriza y
el crecimiento y desarrollo normal del hongo puede lograrse en ausencia de
flavonoides. Recientes investigaciones muestran que algunas fracciones de
exudados de raiz purificados (sin compuestos quimicos estimulatorios) tienen
fuerte efecto en las ramificaciones del hongo (Nagahashi y Douds, 1999) y la

proliferacion celular (Buée et al. 2000).
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2.5.2 Metabolismo del integrante fungico

El sistema de cajas de Petri compartimentalizadas (St-Arnaud et al. 1996)
es particularmente util para el estudio de la absorcion de nutrientes y translocacion
en hongos MA bajo condiciones estrictamente controladas. También permite la

diferenciacion entre el metabolismo fungico intra y extra radical (Bago et al. 2000).

Previamente algunos estudios utilizando analisis espectroscopicos NMR de
fragmentos de raices micorrizadas de poro (Shachar-Hill et al. 1995) y
experimentos respiromeétricos en raices micorrizadas de cebolla (Solaiman y Saito,
1997) muestran que la glucosa es la mayor fuente de C proporcionada por las
plantas. La "Cs-glucosa y la "*Cs-fructuosa que se suministran exégenamente son
rapidamente asimiladas por el hongo y convertidas en trehalosa, glicégeno vy
lipidos. La absorcion del azucar se lleva acabo exclusivamente en el micelio
interno del hongo. Cuando se le adicionan estos azucares marcadores al micelio
externo, no fue posible encontrar estos marcadores en el hongo. Este dato indica
que el papel de la raiz es disparar los mecanismos para la absorcion y

metabolismo de azucares simples (glucosa y fructuosa) por el hongo MA.

Esto sugiere que la sacarosa que se adiciona al medio y que es
almacenada por las raices micorrizadas in vitro, es utilizada por el hongo como

fuente de carbono.
Es posible especular que el hongo posee todos los genes necesarios para

el crecimiento independiente pero que algunos de ellos son regulados por la planta

hospedera, especialmente los relacionados con el metabolismo del C.
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Los sistemas compartamentalizados han sido utilizados por Joner et al.
(2000) y Koide y Kabir (2000) para estudiar el transporte de P por las hifas
extrarradicales de G. intraradices,que encontraron que hay varias fuentes
organicas de P como: fitatos, 5-bromo-4cloro-3indolyl fosfatos y di fosfato
fenolftaleina, que pueden ser hidrolizados y utilizados como fuentes de P para el

hospedero.

2.6 El Aluminio como metal pesado

Los metales pesados son liberados al ambiente como consecuencia de la
mineralizacion natural de las rocas, pero sobre todo debido a las actividades
humanas tales como la mineria, industrias diversas, combustion de energéticos
fosiles y uso de fertilizantes fosfatados. En México la mineria es una de las
principales fuentes de contaminacion ambiental por MP debido a la acumulacion

de desechos sélidos denominados jales (Rivera-Becerril 2006).

Los metales pesados se encuentran agrupados en una categoria de 53
elementos con peso especifico mayor a 5g/cm.? (Holleman y Wiberg, 1985). Los
elementos traza tales como Cu, Fe, Ni y Zn resultan esenciales para un desarrollo
normal de las plantas. Los metales pesados como Cd, Pb, Hg y As no son
esenciales (Mertz, 1981). Para las plantas terrestres la raiz es el érgano que entra
inmediatamente en contacto con los iones metalicos, en la adquisiciéon de la
interfase planta y suelo, la homeostasis de los metales pesados (MP) esenciales
debe estar bien controladas por la planta para estabilizar la deficiencia o el
exceso de estos. Dado que muchas especies de plantas son sensibles a
concentraciones micro molares de Al el potencial para que los suelos sean toxicos

por la presencia del Al es considerable.

El aluminio es el metal mas abundante en l|a corteza terrestre

comprendiendo aproximadamente el 7% de su masa y es un metal pesado ya que
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en pequefas concentraciones afecta el desarrollo de las plantas (Delhaize y Ryan,
1995). Generalmente se encuentra en forma de aluminio-silicatos y conforme el

pH del suelo disminuye, se solubiliza.

La toxicidad del aluminio ha sido reconocida como el factor limitante mas

importante para la produccion agricola en suelos acidos.

Las plantas jévenes son mas susceptibles que las plantas maduras. El Al
aparentemente no interfiere en la germinacién de la semilla pero deteriora el
crecimiento de nuevas raices y el establecimiento de la plantula (Nosko et
al.1988).

La mayoria de las plantas contienen no mas de 0.02 mg de Al por gramo de
peso seco, sin embargo se sabe que algunas plantas que son acumuladoras de Al
pueden contener 10 veces mas de Al sin ser dafadas (Mossor-Pietraszewska
2001). Jackson (1967) establecié que la correlacion entre el contenido de Al en el
follaje de plantas de cultivo y la toxicidad del Al era mas bien raro, también
establecié que los efectos toxicos de Al pueden ser resultado de un exceso en el

medio de crecimiento con poco o ningun cambio de su contenido en el follaje.

Henning (1975) reporté que mucho del Al absorbido por las raices de trigo
penetraba el limite entre el apice de la raiz y la primera capa y se acumulaba en el
nucleo y citoplasma de las células adyacentes de esta zona. Parte del Al pasa a
través de la epidermis y del cortex pero una cantidad considerable es retenida en

las células corticales.

Las primeras evidencias de la toxicidad del aluminio aparecen en el sistema
radical, el cual se ensancha como resultado de la inhibicion de la elongacion del
eje principal y lateral de la raiz, las raices laterales se tornan delgadas y algunas
veces de coloracion café (Mossor-Pietraszewska, 2001). Las raices se vuelven
ineficientes para la absorcion de nutrientes y agua.
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Se ha reportado que el Al interfiere con la divisidén celular en la punta de la
raiz y las raices laterales, incrementa la rigidez de las paredes celulares por
adicion de pectinas, reduce la replicacion de DNA por incremento en la rigidez de
su doble hélice, la fijacién del fosforo en su forma menos disponibles en el suelo y
en la superficie de la raiz de la planta, disminuye la respiracién de la raiz, interfiere
con varias enzimas, reduce la deposicién de polisacaridos y la pared celular,
modifica la estructura y funcidén de la membrana plasmatica e interfiere con la
absorcion, transporte y metabolismo de muchos nutrientes esenciales asi como en
la absorciéon de agua (Mossor-Pietraszewska, 2001). Se dice que en una solucién
nutritiva con concentraciones micromolares de Al se puede inhibir el crecimiento

de la raiz en un tiempo de 60 minutos (Delhaize y Ryan, 1995).

Es de amplio conocimiento que los principales factores limitantes del
crecimiento de plantas en suelos acidos son la fitotoxicidad de Al y deficiencia de
P (Mora 1993). Ambos factores se presentan normalmente asociados (Baligar et
al. 1993). La fitotoxicidad de Al involucra un efecto nocivo directo del ion aluminio
en el crecimiento de las plantas y una reduccion de la disponibilidad de fosfato del

suelo, causado por la precipitacion de fosfato aluminio (Lindsay, 1979).

El transporte del P entre la raiz y el tallo disminuye con el incremento en las

concentraciones del Al en la raiz (Rout et al. 2001).

El Al también interfiere en la absorcion y transporte de K, Ca y Mg. La
inhibicion del crecimiento de la raiz y el dafio en su estructura principalmente la
pérdida de las paredes celulares se debe a la deficiencia o reduccion del
transporte de Ca (Rout et al. 2001). El transporte de Ca dentro de la raiz es mas
intenso en los apices que también son los sitios primarios de acumulacion y
toxicidad de Al (Taylor, 1988). La interaccion entre el Al y el Ca es el factor mas
importante que afecta la absorcién de Ca y su transporte en plantas que crecen en
suelos acidos ya que con un incremento en los niveles de Al la concentracion de

Ca en tallos y raices disminuye drasticamente (Jones et al. 1998). Se ha visto
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también que la acumulacion de Ca y Mg disminuye a causa del Al de manera mas
significativa que la absorcién de otro nutrientes minerales importantes (Rengel y
Robinson, 1989).

La concentraciones de Al y Mn solubles a menudo elevan la toxicidad de
suelos acidos ya que a altas concentraciones de Al (por arriba de 100 uM)
disminuye la acumulacion de Mn en los tallos de igual manera a altas
concentraciones de Mn (por arriba de 50 yM) se incrementa la acumulacion de Al

en raices y tallos (Mossor-Pietraszewska, 2001).

2.7 Los HMA y los metales pesados

Los hongos y las plantas estan expuestos a la contaminacién por MP en el
suelo, pero la simbiosis micorrizica incrementa la tolerancia a la misma (Gildon y
Tinker, 1983). En altas concentraciones los MP interfieren con actividades
enzimaticas esenciales por modificacion de la estructura proteica o por el
emplazamiento de elementos vitales dando como resultado sintomas de
deficiencia en la planta. La membrana plasmatica es particularmente vulnerable a
la toxicidad de MP, desde la permeabilidad de la membrana y de esta manera su
funcionalidad puede ser afectada por la alteracién de proteinas membranales
intrinsecas como H+ -ATPasas (Hall, 2002). La producciéon de oxigeno reactivo
ocasiona dafo oxidativo en los tejidos de las plantas, que se presenta debido a los
niveles altos de MP. Como una consecuencia de esto, se presentan en la planta
los sintomas de toxicidad tales como clorosis, retraso en el crecimiento,

obscurecimiento en raices y efectos en los dos fotosistemas.

Los HMA son de gran importancia porque ellos juegan un papel importante
y un rol vital en la tolerancia y acumulacion de metales (Del Val et al. 1999a,
Jamal et al. 2002). Algunos reportes indican que existe una menor captacion de

metales pesados en la planta debido a los HMA (Joner y Leyval, 1997).
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Los HMA se encuentran en el suelo en la mayoria de los ecosistemas,
incluyendo suelos contaminados. Los HMA mejoran el estado nutricional de sus
hospederos (plantas) por medio de adquisicién de fosfatos y micronutrientes. Los
metales pesados también son absorbidos por la via de la hifa fungica y pueden ser
transportados a la planta. De esta manera en algunos casos las plantas
micorrizadas pueden demostrar aumento en la toma de metales pesados y estos
pueden ser transportados de la raiz al tallo, mientras que en otros casos los HMA
contribuyen a la inmovilizacion de los metales pesados en el suelo. El resultado de
la eficiencia de colonizacion micorrizica como descontaminante de suelos
depende de la combinacién de la planta/hongo/metal pesado y de su influencia en

las condiciones del suelo (Gaur y Adholeya, 2004).

Varias especies de HMA pertenecientes a diferentes géneros han sido
aisladas de suelos contaminados mostrando que una diversidad considerable
puede existir en esos ecosistemas. Por ejemplo seis especies del genero Glomus
fueron aisladas de suelos a los que se habian adicionado lodo de tratamiento
conteniendo Cd y Pd, pero se observd un decremento del numero total de
esporas, asi como en la riqueza y diversidad de especies fungicas cuando se
incrementaron las concentraciones de MP en el sustrato (Del Val et al. 1999b). Sin
embargo las esporas de HMA nunca desaparecen completamente en suelos con
los mas altos rangos de contaminacién, sugiriendo una cierta adaptacion de los

HMA al estrés ambiental.

El efecto de la inoculacion con HMA sobre la acumulacién de metales
pesados es variable entre las diferentes especies de plantas (Malcova, et al. 2003)

y depende del metal pesado que se trate (Kaldorf et al. 1999).

Se han propuesto diferentes estrategias para explicar el efecto protector de
la micorriza arbuscular contra los MP. La primera de ellas se atribuye al mejor
estado nutricional favorecido por las redes hifales que proveen nutrimentos del

suelo a la planta. Otra de las estrategias se refiere a que los organismos
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restringen la captacion del metal (Leyval et al. 1997). Por ejemplo se ha reportado
que la glomalina, una glicoproteina insoluble producida y excretada de forma
abundante por las hifas de los HMA secuestra elementos téxicos (Gonzalez-
Chavez et al. 2004). Asi mismo las células fungicas tienen una alta capacidad de
absorcion de metales gracias a la presencia de grupos carboxilo, amino, hidroxilo,

fosfato y sulfhidrilo, asi como a la quitosana y quitina (Joner et al. 2000).
El secuestro de metales en el citoplasma fungico y vegetal por

metalotioninas y fitoquelatinas se ha propuesto como otro mecanismo posible de

tolerancia en la micorriza arbuscular.
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3. HIPOTESIS

Dado que se ha reportado que los HMA contribuyen aumentando la
tolerancia de las plantas a concentraciones altas de MP como el Al, se espera que
en el presente trabajo, las raices asociadas a HMA en cultivos in vitro muestren
menos sintomas de dafo ocasionado por Al, que aquellas que se desarrollen en

ausencia de los HMA.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Aluminio sobre el

crecimiento y desarrollo de raices y Glomus intraradices, cultivados in vitro.

Objetivos particulares

1. Evaluar la cantidad de estructuras de los HMA (hifas, esporas, raiz, BAS) de
G.intraradices desarrollados en cultivo de raices in vitro, con diferentes
concentraciones de Aluminio; para determinar si hay un efecto diferencial sobre

las distintas estructuras.

2. Cuantificar la biomasa del micelio de G.intraradices en cultivo de raices in
vitro, con diferentes concentraciones de Aluminio, tanto en exposiciéon aislada
Como en exposicion conjunta con las raices, para determinar si la respuesta del
hongo y de la planta son diferentes cuando se exponen juntas o por separado

al medio.

3. Cuantificar la biomasa de las raices transformadas en ausencia del hongo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacién de medio de cultivo

El medio mineral mas ampliamente utilizado para los cultivos de Hongos

Micorrizicos Arbusculares es el medio minimo (M) (Bécard y Fortin, 1988) (cuadro
1) y el medio modificado de Strullu y Romand (MSR) (Declerck et al. 1996; Diop,

1995) modificados por Strullu y Romand (1986). Ambos medios son resultados de

modificaciones empiricas a los medios usualmente utilizados para el cultivo in vitro

de plantas y que son igualmente utiles para una gran cantidad de Hongos

Micorrizicos Arbusculares.

Composicion del medio minimo “M” Cantidades
N(NO73),uM 3,200
N(NH+;), uM -

P( uM) 30

K (uM) 1,735
Ca (M) 1,200
Mg (uM) 3,000
S (uM) 3,000
Cl (uM) 870
Na (uM) 20
Fe (M) 20
Mn ( M) 30
Zn (UM) 9

B (uM) 24

I (M) 4.5
Mo ( uM) 0.01
Cu ( uM) 0.96
Pantotenato de Calcio ( pM) -
Biotina (M) -
Piridoxina ( uM) 0.49
Tiamina ( uM) 0.3
Cianocobalina (uM) -
Acido Nicotinico ( pM) 4
Glicina (mg/l) 3
Mio-inositol (mg/l) 50
Sacarosa (g/l) 10
pH 5.5
Phytagel (g/l) 5

Tabla 1. Composicion del medio minimo (M)
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Para la preparacion de 1 litro de medio de cultivo “M” llenar un frasco Schott

con 500 ml de agua y posteriormente afiadir las siguientes soluciones (Tabla 2):

1.- 25 ml de la solucion 1 que son los macro elementos

2.- 5 ml de la solucidon 2 que contiene KH,PO4

3.- 5 ml de la solucion 3 Nitrato de Calcio

4.- 1 ml de la solucién 4 Na-Fe-EDTA

5.- 1 ml de la solucidén 5 que son los micros elementos

6.- 10 ml de la solucion 6 vitaminas

7.- 10 gramos de sacarosa como fuente principal de Carbono

8.- aforar con 455 ml de agua y agitar. Ajustar el pH a 5.5 con KOH (0.1N)

9.- Anadir 3.5 g/L de phytagel, agitar y tapar.

10.- autoclavar durante 20 minutos a 121°C, dejar enfriar y vaciar a las placas en

condiciones de esterilidad.

SOLUCION SOLUCION MADRE CANTIDAD
MACROLELEMENTOS

* MgSO, " 7H;0 29.24 g/L
Solucion 1 = KNO;g 3.20 g/L

= KCl 2.60 g/L
Solucion 2 KH,PO, 0.960 g/L
Solucién 3 Ca(NO;), * 4H,0 57.6 g/L

» Na-Fe-EDTA 800 mg/100 mL

Solucién 4

MICRO ELEMENTOS

= Ki 75 mg/100 mL

=  MnCl,*4H,0 600 mg/100 mL
Solucion 5 = 7ZnS0O,*7H,0 265 mg/100 mL

= H3BO, 150 mg/100 mL

= CuSO4*5H,0 13 mg/100 mL

= Solucion A=24 mg Na,MoO,4 en 100 mL 1 ml/100mL

VITAMINAS

=  Glicina 150 mg/500 mL
Solucion 6 = Mio-inositol 2.5 g/500 mL

= Acido nicotinico 25 mg/500 mL

= Solucion B = 20 mg de tiaminay 20 mg de | 2.5 ml/500 mL

pirridoxina en 10 MI.

Tabla 2. Soluciones madre para el medio de cultivo M.
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NOTA: la cantidad de las diferentes soluciones dependera de la cantidad de
medio de cultivo que se necesite preparar. Las soluciones utilizadas para la
preparacion del medio de cultivo se preparan por separado para posteriormente
colocarlos en frascos Schott, y utilizar la cantidad necesaria para la preparacion

del medio.

La solucion madre 6 debe almacenarse en congelacion hasta el momento
de su uso. Se recomienda distribuirla en viales pequefos para utilizar vy
descongelar solamente lo que sea necesario, viales con 10 ml son ideales para

preparar volumenes de 1 litro.

5.1.1 Preparacion de medio de cultivo “M” con Aluminio

NOTA: se realizo el mismo procedimiento para la preparacion del medio de cultivo
“M” con la unica diferencia que después de agregar la solucion 6, se le adicion6 el
Aluminio en forma de Cloruro de Aluminio (AICI3.6H,0, PM=241.43) en la cantidad

que se requirid y para lo cual se utilizé la siguiente féormula:
V1C1=V2C; Por lo tanto tenemos que: C, = V41C4
Vo

Donde: V4= cantidad de medio de cultivo que se necesita (1/2, 1, 2,3 litros, etc.)
C+= concentracion que se requiere de Aluminio (50,100 y 200uM)

V, = volumen en que se encuentra el Stock de Aluminio = 100uM
C, = ¢? Cantidad de Aluminio que se le adiciona al medio de cultivo.

5.2 Propagacion de raices transformadas en cultivo in vitro

5.2.1 Metodologia para el establecimiento de cultivo axénico

Para el experimento se utilizaron raices transformadas de zanahoria con el
gen Ri y esporas de Glomus intraradices. Una vez que se obtuvieron las raices
transformadas con Agrobacterium rhizogenes se procedidé a su resiembra en

medios de cultivo “M” para mantenerlas en cultivos axénicos.
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1. Para iniciar el cultivo se remueven con mucho cuidado los apices de
apariencia blanca, saludable y turgente con una longitud minima de 5-8
cm de la caja de Petri en la que se encuentra.

2. Con pinzas colocar dos raices con apices con crecimiento activo en
cajas de Petri de 9 cm de diametro que contenga medio “M” fresco (los
dos apices deben ser puestos en sentido opuesto para favorecer su
crecimiento).

3. Cuando las raices se colocan en el medio se presiona suavemente en el
apice para conseguir que estén en contacto con el gel, él proceso debe
ser muy cuidadosa para evitar romper el apice.

4. Sellar las cajas de Petri con adhesivo plastico e incubar en posicion

invertida a una temperatura de 25°C en la oscuridad.

5.2.2 Metodologia para el establecimiento de cultivo monoxénico

1. Seleccionar la planta hospedera (raices transformadas de zanahoria) de
5-8 cm de longitud con pocos apices de 2-3 semanas de crecimiento en
cultivos.

Con un bisturi cortar un pedazo de inoculo asociado.

Transferir el pedazo de inocul6 en el medio de cultivo.

Con un bisturi cortar dos pedazos de raiz y colocar cuidadosamente
cerca del inoculo asociado que esta en el medio de cultivo.

5. Sellar la caja de Petri con plastico adherente e incubar en posicion

invertida a 25°C en oscuridad.
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5.3 Disefo experimental

El experimento se realiz6 en el periodo de Septiembre de 2007 a Agosto de
2008 en el Laboratorio de Genética y Microbiologia de la Facultad de Biologia de
la U.M.S.N.H. En este experimento se utilizaron esporas de Glomus intraradices y
raices transformadas de zanahoria, y medios de cultivo M puro y medios de cultivo
con Aluminio a diferentes concentraciones. Para la siembra de estos medios se
utilizaron cultivos axénicos y monoxénicos, teniendo para cada experimento
cultivos testigos sin Aluminio, utilizando técnicas diferentes de inoculacién con la
finalidad de determinar el método mas adecuado a nuestras necesidades y fueron:
corte del cultivo con bisturi en fragmentos, con la técnica de sacabocado y la
técnica de dilucion del medio con Citrato de Sodio para recuperar las esporas y
micelio para medir el peso seco. Después de la siembra se dejaron en incubacion
a 25°C y él reporte de cada cultivo se realizé cada 7 y 15 dias evaluando para

cada cultivo diferentes caracteristicas morfologicas.

5.4 Variables a evaluar

En los cultivos axénicos las variables a evaluar fueron: crecimiento de raices

secundarias y peso seco.

En los cultivos monoxénicos: conteo de estructuras, cantidad de hifas,
cantidad de esporas, raiz, peso seco de la raiz, peso seco del micelio. En este
experimento se realizO el conteo de las estructuras con la técnica de

intersecciones en la cuadricula (Tabla 3).
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CULTIVO CAJA TRATAMIENTO | REPLICAS TIEMPO VARIABLES | VARIABLES
DE A A
REPORTE EVALUAR EVALUAR
Axénico 1 10 replicas Raiz Crecimiento
mpartiment Control r d d rai
compartimento 50 uM Al para cada e aices
100 uM Al tratamiento 15 dias secundarias
200 uM Al
Peso seco
Monoxénico 1 Control 10 replicas Conteo de | Raiz:
compartimento | 50 uM Al para cada estructuras: Peso seco
100 uM Al . .
200 uM Al tratamiento Hifas
Esporas Hongo:
Raiz Peso seco
del micelio
Peso seco
de laraiz.

Tabla 3. Variables a evaluar en cultivos axénicos y monoxénicos.

5.5 Disefo estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza y prueba de

comparaciéon de medias de Tukey, a un nivel de significancia de 0.05. El

tratamiento estadistico se realizo utilizando el programa JMP (versién 6.0).
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6. RESULTADOS
6.1. Cuantificacion de estructuras de los HMA: Glomus intraradices

Al evaluar la cantidad de estructuras de Glomus intraradices desarrolladas
en los diferentes tratamientos de aluminio con la finalidad de determinar el efecto
que éste tiene sobre el hongo se encontré que las concentraciones utilizadas no
afectaron el desarrollo del HMA ya que la cantidad de estructuras en los diferentes
tratamientos no mostré diferencias significativas (P =2 0.05 ANOVA) (Figura 4).
Esto es contrario a lo sefialado por otros autores (Del Val et al. 1999; Jamal et al.
2002) que mencionan que la cantidad de esporas, por ejemplo, disminuye al
incrementar la cantidad de metales pesados como Cu, Pb y Zn, aunque este
resultado puede deberse a que en el presente experimento se utilizo un metal
diferente (Al) y las concentraciones utilizadas fueron diferentes ademas de que
esos trabajos se desarrollaron en campo y no in vitro, por lo que seria conveniente

realizar pruebas a concentraciones mayores y bajo condiciones de campo.

Las estructuras que se desarrollaron en mayor cantidad fueron las hifas que
superaron la cantidad de esporas y de raices, presentando un mayor numero en
ausencia de Al (P=0.05), mientras que en las esporas no se observd alguna
tendencia y en todos los tratamientos las cantidades encontradas fueron

semejantes incluyendo el tratamiento control (Figura 4).
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PORCENTAJE DE HIFAS EN CULTIVO MONOXENICO

W Hifas
Control SOk 1LO0uM 200pM
Concentracion de Aluminio
PORCENTAJE DE RAIZ EN CULTIVO MONOXENICO
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S = Raiz
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S
o
Control SOpr LOOpM 200pM
Concentracion de Aluminio
PORCENTAJE DE ESPORAS EN CULTIVO MONOXENICO
W Esporas

Control S0 100 200

Figura 4. Comparacion de promedios obtenidos por estructura de Glomus intraradices en
diferentes concentraciones de Al en cultivo monoxénico (P=0.05).Letras diferentes en cada figura
indican diferencia significativa al interior de cada tipo de estructura.
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6.2. Cuantificacion de la biomasa de raiz y micelio de Glomus intraradices en

cu

Itivo monoxénico

Al comparar el efecto del Aluminio en cultivos monoxénicos de raiz y HMA

se observd que el micelio aumenta su biomasa al aumentar la concentracion del

metal, alcanzando sus maximos valores a 200uM en donde casi duplicé su peso

en comparacion con el control y demas tratamientos (P=0.05) (Figuras 5 y 6). La

raiz, en cambio disminuyd su biomasa en los medios con Al en comparacion con
el control. (P=0.05) (Figura 5).

Peso seco grs

EAOMASADEL MCELOCON DFERENTES CONCENTRACKNES DE OWASADE LA RAZ CON DIFERENTES CONCENTRACONESE
ALLMNOEN CULTYOMNOIENCD ALLMNOENCLLTVOMONOIENCO
0.010 007
0.009 T 0.06 -
0,008
0007 . 005
0006 ; 0
0,005 g
- g om-
0003 - o E
0,002
i | 0t -
0.000 - 0-
o M dM 20 Wil M G 200

Conenracknde ik 1 BOMASAPESO S0 Concentracion de Akuminio *BIOKASA [PESOSECO)

Figura 5.Comparacion de biomasa de raiz y micelio a diferentes concentraciones de Aluminio
(P=0.05).Letras diferentes indican diferencia significativa al interior de cada tipo de estructura.
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Figura 6. Comparacion de cantidad de esporas a diferentes concentraciones de Al. a) Esporas y
micelio a 50 yM a 10x, b) a 100 uM a 10xy c) 200 pM a10x.

La respuesta observada en la raiz es entonces inversa a la respuesta del
hongo. En cultivo monoxénico el HMA respondi6 a los tratamientos desarrollando
mayor biomasa de micelio conforme aumenté la concentracion de Al lo que nos
indica su capacidad de tolerancia al metal, mientras que la raiz respondié
disminuyendo dicha biomasa a concentracion de 200 uM mostrando el efecto

negativo que el Al tiene en ella.

6.3. Cuantificacion de la biomasa de las raices transformadas en cultivo
axénico

Al analizar la respuesta de las raices en cultivos axénicos se observo que el
valor mas alto de la biomasa producida se encuentra en el tratamiento al cual no
se le adicion6 Aluminio (Figura 8). Delhaize y Ryan (1995) que mencionan que el
sintoma mas facil de reconocer la toxicidad del Al es la inhibicién del crecimiento
de la raiz, lo que se observo en las raices sometidas a las concentraciones mas
altas de Al tanto en cultivos axénicos como monoxénicos (P=0.05) siendo mas

notorio en la concentracion de 200uM de Al del cultivo axénico (Figuras 7 y 8).

Ademas se observo que el tamafo alcanzando por las raices en cultivo
axénico sin Aluminio es semejante a los obtenidos en presencia del metal pero en

asociacion con el hongo (Figura 7).
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BIOMASADE LARAIZEN CULTIVO AXENICO CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ALUMIHNIO

0.01

0.00

® BIOMASE (PESO SECO)
control SOpmM 1O00uM 200uM

Concentracion de Aluminio

BIOMASADE LARAIZCONDIFERENTES CONCENTRACIONESDE
ALUMMNICQ EN CULTIVO MONOXENICO

0.07
0.06

0.05

0.04
0.03
0.02
0.01

0

Control SOpm 100pm 200pM

Peso seco engrs.

Concentracion de Aluminio . pjOMASA(PESO SECO)

Figura 7. Biomasa de la riaz en cultivos axénicos y monoxénicos a diferentes concentraciones
de Al (P =0.05).

34



En cultivo monoxénico la cantidad de biomasa en raices sin adicion de Al
fue significativamente mas alta en comparacion con las raices tratadas con Al
(P=0.04) mientras que en las tres concentraciones de aluminio las raices
mostraron un decremento en su crecimiento, sin embargo esta disminucion fue
menos notoria (0.033, 0.034, 0.041) que la observada en los tratamientos sin
presencia del hongo en los cuales la biomasa fue menor en el cultivo control
(0.039 el valor mas alto) (Figura 7 y 8), lo que nos indica que la presencia del
hongo en los medios con aluminio puede contribuir al incremento y quiza aumentar
la tolerancia de la raiz tal como lo senalan Joner y Leyval (1997) en presencia de
otros metales pesados, aunque los resultados obtenidos no muestran claramente

este efecto por lo que se requieren mas estudios.

Figura 8. Desarrollo de raiz en cultivos axénico y monoxénico con diferentes tratamientos de Al. a)
raices en cultivo axénico a los 21 dias y b) raices en cultivo monoxénico.

Algunos autores sefalan, en el caso de ectomicorrizas, que la acumulacion
de este metal en las paredes celulares y citoplasma del hongo asociado a las
raices da como resultado una menor transferencia de este metal hacia la raiz

(Mossor-Pietraszewska, 2001).

35



6.4. Crecimiento de la raiz a diferente tiempo en cultivo axénico

Al analizar el crecimiento y desarrollo de la raiz sin la presencia del hongo
se encontré que el crecimiento fue mayor y mas rapido hasta los 21 dias en los
tratamientos control y 50uM, a los 36 dias estas raices fueron las que presentaron

mayor crecimiento acumulado y mayor cantidad de raices secundarias, asi como

una coloracién blanca a crema y de mayor grosor (Figura 8).

CRECIMIENTO (en
TRATAMENTO | CRECMENTO(encn) | CREGMENTO | on | crecMENTo
21 DIAS 36 DIAS LOS 36 DIAS) 48 DIAS LOS 48 DIAS)
control 1.92 £+ 1.54 146+ 1.15 3.38+£2.20 1.73+1.38 5.1+2.99
50uM 1.89+1 1.18 £ 0.51 3.06 £ 1.47 221+£1.14 5.28 £ 2.61
100uM 1.29+1.23 1.50+1.64 2.78 £2.58 2.39+1.16 5.18£3.34
200uM 1.33+0.93 1.97 £2.81 3.3+2.97 1.68 £2.71 4.98 +5.59

Tabla 4. Crecimiento de raiz y tamafio acumulado a diferente tiempo en las diferentes
concentraciones de Al.

Las raices en los medios con concentraciones de 100 y 200uM a los 21
dias de tratamiento fueron las que presentaron menor crecimiento (1.2 y 1.3 cm
respectivamente) (Tabla 4), desarrollando muy pocas raices laterales que eran
mas delgadas en comparacion con las raices del tratamiento control y con una
coloracion de amarilla a café (Figura 8), lo que concuerda con lo sefialado por
otros investigadores (Rout et al. 2001; Kinraide,1988; Roy et al. 1988) sin embargo
a los 36 dias casi igualaron el crecimiento alcanzado en los demas tratamientos.
De tal manera que a los 48 dias el crecimiento acumulado de las raices en
concentraciones de 200uM fueron solo ligeramente inferiores a las raices del resto
de los tratamientos (Figura 9).Esto puede ser reflejo de que a este tiempo las
raices de todos los tratamientos alcanzaron su crecimiento maximo igualando su

tamafo, reflejo de la capacidad maxima del sistema.
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CRECIMIENTO ACUNULADO DE RAIZEN CULTIVO AXENICOADIFERENTE
TIEMPO ENDIFERENTES CONCENTRACIONES DE ALUMINNIO
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Figura 9.Crecimiento acumulado de la raiz a diferente tiempo con diferentes
concentraciones de Al.

Al comparar la cantidad de raices secundarias desarrolladas en los
diferentes tratamientos se pudo observar que las raices sin Al o con

concentraciones bajas presentaron mayor cantidad (Figura 8).

A los 21 dias el 100% de las replicas utilizadas como control presentaron
crecimiento, mientras que en los tratamientos con Al el porcentaje fue menor, a
concentraciones de 50uM se tuvo crecimiento en el 30% de las replicas, a 100 yM
en el 20% y a 200 uM 28%.Lo que demuestra nuevamente el efecto que tiene la

presencia de este metal para las raices.
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7. DISCUSION

La contribucion de los HMA a la tolerancia al metal en las plantas
hospederas, esta pobremente documentada. Loth y Hofner (1995) atribuyeron la
mayor captacion de Cu, Zn, y Cd en raices de plantas de avena a la gran
superficie de absorcion, dado que la colonizacion micorrizica la incrementa. Esto
coincide con los resultados de los experimentos obtenidos, en donde la raiz
asociada con el hongo, acumula la mayor cantidad de Al. Joner y Leyval
sugirieron que hay una inmovilizacion fungica del Cd, dentro del sistema de raiz.
Esto lo demostraron en Pteridium aquilinum, en un experimento en parcelas de
bosque tratadas con metales pesados, demostrando la acumulacién de los
metales dentro de la hifa intracelular principalmente en material ricos en fosfato en

vacuolas (Turnau, et al. 1993b).

Las especies de HMA tienen potencial que puede ser empleado para
programas de biomonitoreo. La disminucion de la ocurrencia de los HMA
(densidad de propagulos y la infectividad en los suelos con metales pesados)
pueden ser utilizados como bioindicador de la contaminacion de suelos (Leyval et
al. 1995). La colonizacién micorrizica de las raices después de la remediacion del
suelo, puede ser una seinal de que la concentracion del metal o la biodisponibilidad
se han reducido. Dado que la tolerancia al metal involucra la presencia de
algunos hongos en suelos contaminados con metales, estos pueden ser utilizados
para probar el establecimiento de la colonizacion en raices en cualquier suelo
contaminando con metales, proveyendo informacion adecuada acerca de la

toxicidad del metal.

Como los Hongos Micorrizicos Arbusculares no pueden ser cultivados sin la
planta, es mas dificil demostrar la captacion intrinseca del metal por medio de la
hifa. Utilizando sistemas de cultivo, en los cuales permanezcan separados la hifa
extraradical de las raices, como es el caso de los cultivos monoxénicos, se ha

podido demostrar que la hifa puede acumular y asimilar Zn, a un grado que difiere

38



entre especies (Cooper y Tinker, 1978; Burker y Robson 1994). EI Cd se
compartamentalizé en la hifa (Joner y Leyval 1997a), demostrandose que la hifa

extraradical puede transportar Cd del suelo a las raices.

Todos los organismos, incluyendo los microorganismos, pueden obtener
resistencia a los metales pesados (Joho et al. 1985). EI primer mecanismo
involucra, por ejemplo, reduccién de la captacién o incremento del reflujo,
formando complejos fuera de las células vy liberacion de acidos organicos. En la
segunda situacion, los metales son quelados intracelularmente a través de la
sintesis de ligandos tales como metolotioneina, polifosfatos, y otros
compartimentos como vacuolas. Los individuos sensibles pueden ser distinguidos

por su escaso crecimiento sobre substratos contaminados con metales.

Se han hecho experimentos, con aislados de Hongos Micorrizicos
Arbusculares de suelos contaminados (Gildon y Tinker, 1981). La tolerancia al
metal fue probada, por la germinacion de las esporas, en una solucién con cadmio
(Weissenhorn, et al. 1993), Glomus mosseae P2 (BEG 69), aislada de suelos
contaminados con metales fue mas tolerante al Cd que las cepas de G. moseeae
(BEG12) aislada) de suelos no contaminados. En estos experimentos el Cd se
redujo la germinacion de esporas mas que la extension de la hifa. Utilizando un
sistema de medio compartamentalizado separando raices e hifas extaradicales,
Joner y Leyval, (1997b), demostraron que la longitud de la hifa no fue afectada por
cantidades mayores a 100 mg Kg ' de Cd adicionado en el compartimento de la
hifa. Esto coincide con los resultados obtenidos en nuestro experimento de
cultivos monoxénicos, en donde los valores mas altos fueron para las hifas,

esporas y raices, a las concentraciones mas altas del metal (200uM).

El mecanismo de la tolerancia a metales por los Hongos Micorrizicos
Arbusculares no esta aun dilucidado. La co-tolerancia al Cd y al Zn fue sugerida
por un aislado de suelo contaminado con aplicaciones de lodos contaminados con

Zn (Weissenhorn, et al. 1994). El incremento de la tolerancia al Cd de un cultivo

39



mixto fue observado en suelos con sales de Cd, pero solo un afio después se
logro la restauracion (Weissenhorn, et al. 1994). El incremento en la tolerancia al
metal ha sido observado en los HMA aislados de suelos naturales con altas
cantidades de metales (Leyval, et al. 1995). El hongo utilizado en nuestros
experimentos G. intraradices, no estd adaptado a suelos contaminados con Al,
pero permitié la proteccidon de las raices a las elevadas concentraciones de Al, y
estas tuvieron una buena respuesta con un buen desarrollo. Sin embargo, es
necesario buscar especies nativas de Hongos Micorrizicos Arbusculares que
muestren similares y mejores efectos protectores a las plantas y que promuevan la

actividad para la bioremediacion de suelos contaminados con aluminio.

Los metales pesados entran a la raiz por las vias del apoplasto y simplasto
(Salt, et al. 1995), utilizando energia dependiente de canales transmembranales
para los iones metalicos. Los metales no esenciales compiten con los esenciales,
por estos acarreadores membranales. Sin embargo, los mecanismos de captacion
de los metales en raices micorrizadas no han sido descritos. Una vez que los
metales entran a la hifa, pueden ser inmovilizados o transferidos a la raiz, y una
vez en la raiz son retenidos ahi mismo o translocados al tallo. De acuerdo a Salt
et al. (1995) la translocacion del metal de la raiz al tallo tiene lugar en el xilema
después de atravesar por el simplasto hacia la endodermis, Los complejos de
acidos organicos, tales como citrato de Cd y las fitoquelatinas pueden jugar un
papel importante en la transportacion del metal en el xilema. Cuando se forman
complejos, la tasa de translocacion de cationes metalicos tales como Zn, Cd y Cu

en el xilema aumenta (Marschner, 1995).

Desafortunadamente, los datos de la cantidad de micelio extraradical
producido por el hongo micorrizico hacen falta en la mayoria de los estudios sobre
micorrizas y metales pesados. En el presente estudio la biomasa del micelio fue
mayor en la concentracion de 200 pM, alcanzando hasta 0.0082 g. de biomasa, lo

cual indica la tolerancia la metal.
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En la mayoria de los experimentos reportados sobre metales pesados y
micorrizas, solo uno de unos cuantos aislados han sido considerados y el origen
de estos aislados no siempre se conoce Aun asi, esto se considera importante,
ya que existen diferencias en la tolerancia del metal entre géneros y dentro de
especies de hongos micorrizicos han sido demostrados en suelos contaminados.
Para entender el efecto de los metales pesados sobre los hongos micirorrizicos,
seria necesario estudiar y comparar la diversidad dentro de las poblaciones de los
hongos micorrizicos en suelos contaminados y no contaminados. Resultados
preliminares de (Leyval, y Vandenkoornhuyse, en resultados aun no publicados),
demuestran que la diversidad intraespecifica de los HMA decrece en suelos
contaminados con metales. Una clave importante para entender las interacciones
entre los metales pesados y la micorriza es evaluar la diversidad funcional de los
hongos micorrizicos y la compatibilidad funcional con las plantas (Ravnskov vy
Jakobsen, 1995).
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8. CONCLUSIONES

1. Los propagulos fungicos (hifas, micelio y esporas, tuvieron los valores mas

altos a concentraciones de 200uM de Al.

2. En cultivo monoxénico las hifas y esporas no tuvieron diferencia
significativa, pero si en las raices, lo que se pudo observar que la presencia
del hongo le ayuda a la raiz a su crecimiento pero no a la tolerar el efecto

del metal.

3. El micelio fungico obtuvo la mayor cantidad de biomasa en altas

concentraciones de Al (200uM).

4. Las raices en cultivo monoxénico y axénico redujeron su biomasa conforme
aumentaba la concentracién del metal. En los cultivos monoxénicos la
biomasa de la raiz sin tratamiento fue significativamente mas alta que en
todos los tratamientos con Aluminio (P=0.05) y en el cultivo axénico

disminuy® significativamente solo a la concentracion de 200 yM.

5. En el tratamiento de cultivo axénico en concentracion de 200 uM de Al, las
raices disminuyeron su tamafo al aumentar la concentracion del metal. Por
lo que el crecimiento de las raices tanto primarias como laterales se inhibe
al aumentar la concentracion de aluminio por arriba de 200 uM hasta perder

su viabilidad.
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