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COMUNIDAD MICROBIANA ASOCIADA A LOS HONGOS
MICORRIZOGENOS ARBUSCULARES (HMA)

Lorelide los A. Mirabal®y E. Ortega

ABSTRACT. The optimal crop development demands a
higher application of mineral fertilizers and pesticides. The
use of such chemicalsinvolvesnot only high cost and energy
requirements, but their indiscriminate contribution could cause
salinity troubles and ground water pollution. Plant
development can also be improved by using biological
elements that co-ordinately act in the soil-root interface;
among them and as an essential factor are arbuscular
mycorrhizal fungi, which are capable of colonizing 95 % land
plants. A recent study onthemicrobial community associated
to arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) has provided afungal
knowledge; bacteria, filamentous fungi and yeast associated
to AMF structures have been observed. This paper is aimed
to analyze the evident tripartite interaction between AMF,
plants and other microorganisms, and to release the main
scientific contributions associated to this phenomenon.
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RESUMEN. El desarrollo éptimo deloscultivosdemandauna
elevada aplicacion de fertilizantes minerales y pesticidas. El
uso de dichos insumos quimicos implica no solo costo y re-
guerimientos energéticos el evados, sino que su aporte indis-
criminado pudieraprovocar problemas de salinizacion y con-
taminacion del manto fredtico. El desarrollo vegetal también
puede incrementarse por la utilizacion de elementos biol 6gi-
cos, que actlian deformacoordinadaen lainterfase suelo-raiz;
entre estos y como factor imprescindible se encuentran los
hongos formadores de micorrizas arbusculares, capaces de
colonizar €l 95 % de las plantasterrestres. El estudio reciente
de la comunidad microbiana asociada a los hongos
micorrizégenos arbusculares (HMA) ha contribuido a cono-
cimiento de ellos; se han observado bacterias, hongos
filamentososy levaduras asociadas alas estructurasdel HMA.
El presente trabgj o tiene como objetivo analizar lainteraccion
tripartitaque se pone de manifiesto entrelosHMA, las plantas
y otros microorganismosy dar aconocer |os principal es apor-
tes cientificos relacionados con este fenémeno.
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bacteria, symbiosis

LOS HONGOS
MICORRIZOGENOS
ARBUSCULARES

# Generalidades

El vocablo micorriza lo utiliz6 por
primera vez el botanico de origen ale-
man Albert Bernard Frank (1), para
designar “la asociacion de hifas alos
organos subterraneos de las plantas
superiores”. Etimologicamente, la
palabra se ha formado del término
griego “mykos” (hongo) y del voca-
blo latino “rhiza” (raiz) (2).
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El término micorrizas describe
un fendmeno de ocurrencia generali-
zada, resultante de la unién organi-
ca entre las raices y el micelio de
hongos del suelo. Es un 6rgano
morfolégicamente independiente con
dependencia intimay reciproca, se-
guido por el crecimiento de ambas
partes y con funciones fisiolégicas
muy estrechas (3).

La inmensa mayoria de las plan-
tas que crecen sobre la corteza te-
rrestre viven asociadas, en forma de
simbiosis mutualista, con los HMA.
Mas del 80 % de las plantas, entre
ellas las de interés agrondmico (in-
cluida orto-fruticultura), asi como las
especies arbustivas, sub-arbustivas y
herbaceas propias de los ecosistemas
forestales ibéricos, forman las llama-
das “micorrizas arbusculares” (MA). El
hongo MA, microscépico, coloniza
biotréficamente la corteza de la raiz,
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sin causar dafio a la planta, llegando
a ser fisioldgica y morfolégicamente
parte integrante de dicho érgano. El
hongo también desarrolla un micelio
externo que, a modo de sistemara-
dical complementario y altamente
efectivo, coloniza el suelo que rodea
la raiz y ayuda a la planta a adquirir
nutrientes minerales y agua. Re-
cientemente se ha comprobado que
las hifas del hongo en conjunto con
otros microorganismos del suelo,
contribuyen a la formacion de agre-
gados estables necesarios para man-
tener la estructura y, por tanto, la
calidad del suelo (4).

Las micorrizas arbusculares
constituyen la simbiosis planta-mi-
croorganismo mas extendida sobre
el planeta, tanto por el nimero de
hospederos vegetales que la confor-
man como por su distribucion, ya que
mas del 97 % de las especies vege-
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tales forman micorrizas de forma
nativay, a suvez, en un 95 % de los
casos son del tipo arbuscular (5).

La distribucién geografica de las
asociaciones micorrizicas es muy
amplia, encontrandose desde los
polos hasta los trépicos (6, 7). Es-
tos enddfitos fungicos tienen la ca-
pacidad de colonizar diversos am-
bientes y su éxito ecoldgico refleja
un alto grado de diversidad en las
capacidades genéticas y fisiolégicas.
No puede sorprender, entonces, ha-
llar especies vegetales formando este
tipo de asociacion en la mayoria de
los ecosistemas terrestres, siendo
quizas las excepciones algunas
plantas de zonas pantanosas y
acuaticas (8).

Aunque la micorrizacién aporta
un beneficio mutuo para ambos or-
ganismos, hay que tener en cuenta
el criterio de Palma (9), quien plan-
tea que la asociacién micorrizica re-
sulta de la union intima entre hués-
pedy hospedero, en la que intervie-
nen factores como la virulencia del
huésped y la reaccién de defensa de
la planta, mucho menos severay de
caracter temporal en relacién con los
microorganismos patdgenos tipicos.

A las asociaciones micorrizicas
se le han atribuido multiples funcio-
nes, entre las que se destacan el
mejoramiento de la superficie absor-
bente del sistema radicular a través
de un aumento significativo de ella,
aumento de la tolerancia a las toxi-
nas, resistencia a condiciones adver-
sas (sequia, salinidad, entre otras),
cierta proteccién contra los
patdgenos radicales, y como relevan-
te el hongo formador de micorriza
arbuscular capacita y faculta a la
planta asociada paraincrementar la
captacion de iones, principalmente
fosfatos, la cual puede ser seis ve-
ces superior a la que conseguirian
en su ausencia.

Tomando en consideracion la
distribucién geografica de los
simbiontes, su morfo-anatomiay ul-
tra-estructura, los hongos formadores
de micorrizas se clasifican en:
ectomicorrizas, endomicorrizas y
ectendomicorrizas (10).

Las ectomicorrizas se pueden
visualizar macroscépicamente, pues
elhongo rodea alaraiz y forma una
capa 0 manto flngico. A partir de esta
estructura, las hifas se introducen
entre las células de la corteza, sin
lograr penetrarla, y forman de esta
manera la red de Harting, que provo-
ca cambios anatomicos evidentes y
el consecuente crecimiento
dicotémico fragmentado de las rai-
ces (11, 12).

Las endomicorrizas son dificil-
mente apreciables a simple vista, no
forman capas fungicas externasy se
propagan a través de las raices, al-
canzando el interior de las células
corticales, pero sin franquear la
endodermis. Finalmente, como un
nivel o paso intermedio, aparecen las
ectendomicorrizas, que presentan
caracteristicas de los dos tipos de
simbiosis anteriores (11, 12).

#* Evolucion

Datos de fosiles y moleculares
han demostrado que los HMA son
muy antiguos, datan de alrededor de
350 a 400 millones de afios (13, 14).

Existen varias hip6tesis que de-
fienden distintas teorias acerca del
origen del hongo. Pirozynski y
Malloch (15) sugirieron que fuese un
alga semiacuatica. Por otra parte,
Morton (16) no aceptd este ancestro
y sugirié un hongo zygomicetes
saprobiotico con habitat mas terres-
tre. Recientemente la hip6tesis de
Morton ha sido corroborada, hoy se
conoce que es un hongo
zygomicetes llamado Geosiphon
pyriformis (Kuts & Wettstein) (16),
gue no se asocia con plantas supe-
riores pero tiene gran similitud
morfolégica y molecular con la linea
Glomus en Glomales.

Otros trabajos demostraron que
en Geosiphon pyriformis existen se-
cuencias de nucledtidos (18S ARNr),
que tienen gran similitud con hongos
pertenecientes al orden Glomales,
gue con hongos fuera de este orden (17)
Y Sus esporas guardan cierta seme-
janza con especies tipicas del géne-
ro Glomus (18).

Debido a la actividad fisiologica
del hongo, se conoce que es capaz
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de vivir en autotrofia de carbono y ni-
trégeno (17); quizés la asimilacion de
carbono por el micobionte en la foto-
sintesis esté estrechamente ligada
con indicadores de parentesco con
hongos del orden Glomales, lo cual
sugiere que ha existido una estrecha
y obligada relacién con procariontes
autotroficos.

De gran relevancia para la pre-
sente investigacion fue conocer que
en Geosiphon pyriformis se hubiesen
detectado microorganismos asocia-
dos; se plantea la observacion de
especies filamentosas de Nostoc
(usualmente N. puntiforme) (19). Sin
embargo, Geosiphon junto al
endosimbionte han sido considera-
dos como un raro sistema
endocitobidtico primitivo, porque los
procariontes encontrados en su in-
terior pueden ser experimentalmen-
te separados y unificados (20), po-
niéndose en evidencia no solo el ori-
gen de estos HMA, sino también que
en el hongo reconocido como mas
antiguo se ha detectado la presen-
cia de microorganismos enddgenos.

#* Relacion entrelos HMA 'y otros
microorganismos

En adicion a la bien conocida
interaccién entre plantas y hongos,
las micorrizas ofrecen un excelente
nicho ecoldgico para otros
microorganismos (21). Los hongos
frecuentemente hospedan
microorganismos del suelo, los cua-
les pueden influir de manera benefi-
ciosa en la fisiologia y el desarrollo
de ellos (22, 23, 24). Los
microorganismos pueden ser deriva-
dos de la tierra circundante o ser
transportados por esporas de hon-
gos. Desde el punto de vista
ecoldgico, muchos estudios mues-
tran que NUMerosos microorganismos
del suelo interacttan con los hongos,
promoviendo actividad antagonica,
sinérgica o de competencia (25).

1. Interacciéon de los HMA vy las
bacterias rizosféricas

Artursson y Jansson (26) confir-
maron la importancia de las bacte-
rias asociadas a las micorrizas, las
gue afios anteriores Garbaye (27)
habia identificado como bacterias que
ayudan a la micorrizacion y las de-
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nomin6 mycorrhization helper bacte-

ria (MHB) y propuso cinco mecanis-

mos que explican el comportamien-

to de las MHB:

= cambios beneficiosos en el suelo
rizosférico

= mejoramiento del reconocimiento
entre laraiz y el hongo

= incremento de la susceptibilidad
de las plantas a la colonizacion
micorrizica

= mejoramiento del
nutricional del hongo

= estimulacién de la germinacién de
los propagulos del hongo.

Estas poblaciones microbianas
tienen un efecto beneficioso en el
crecimiento del HMA, no solo por-
gue mejoran la colonizacion radical
y estimulan el crecimiento de la hifa
extrarradical, sino porque facilitan la
germinacion de la esporas del HMA
(28). Este efecto ha sido visualizado
con Actinomycetes, Pseudomonas
Corynebacteriumy Bacillus (29) spp.

Después de varias investigacio-
nes, Garbaye y Bowen (30) sefiala-
ron que existian verdaderas bacterias
gue ayudaban al hongo a adaptarse
a vivir en simbiosis, localizdndose en
la vecindad del hongo en el suelo;
con mucha frecuencia observaron
Pseudomonas fluorescens, que en
un 80 % traian consigo un efecto
positivo sobre la formacién de las
micorrizas y en un 20 % exhibian un
halo inhibitorio, revelando entonces
gue en larelacion bacterias y su efec-
to sobre la formacion de las
micorrizas, no se debe ser totalmen-
te absoluto.

También fueron encontradas
bacterias formando parte de la sim-
biosis entre el hongo y la planta, en
diversas condiciones del sitio a
muestrear y en diferentes combina-
ciones hongo-planta.

Estas bacterias rizosféricas en
gran medida son las responsables de
los cambios beneficiosos en la
rizosfera, como por ejemplo la trans-
formacién de las propiedades fisico-
guimicas del suelo, con el objetivo
de facilitar la colonizacion
micorrizica.

estado

2. Antecedentes de bacterias aso-
ciadas a HMA

Como es ya conocido, existe una
estrecha relacion entre los hongos
HMAy las plantas; ahora se abre una
nueva posibilidad con el estudio de
bacterias y otros microorganismos que
viven asociados con el hongo, y cons-
tituye una de las nuevas promesas para
entender la compleja simbiosis.

Ademas de la conocida pregun-
ta de si los hongos emiten sefales
que sean reconocidas por recepto-
res potenciales en la planta, hoy se
abre una nueva incégnita:
® . laextensacantidad de bacterias

en el interior o especificamente
asociadas con el hongo sugiere
gue muchas de las simbiosis en-
tre este y la planta sean asocia-
ciones tripartitas?

Existen numerosas evidencias
que demuestran la relacion existen-
te entre los HMA vy otros
microorganismos; en algunas oca-
siones la literatura refiere términos
como: microorganismos enddgenos,
bacterias que ayudan a la
micorrizacion, enddfitos y en otras
ocasiones se hace referencia a
microorganismos asociados.
® . Qué evidencias existen de

microorganismos asociados a las
esporas de HMA?

En 1970, Mosse (31) plante6
algunas hipotesis sobre la posible
presencia de organismos parecidos
a bacterias en el citoplasma de
Endogonaceae, actual Orden
Glomales. Este autor observé que las
bacterias eran capaces de suplir con
productos metabdlicos a las espo-
ras de los glomales en periodos de
rapida multiplicacion. No obstante,
cit6 que otros habian demostrado que
los microorganismos podian estimu-
lar, inhibir o matar las esporas en
procesos de germinacion.

Mac Donald y Chandler (32) in-
formaron la presencia de organismos
parecidos a bacterias embebidos en
las paredes de las esporas de HMA
Glomus caledonium (Nicol. & Gerd.,
Trappe & Gerd); estas bacterias lo-
calizadas en las paredes se prote-
gen fisicamente de soluciones
esterilizantes y afirmaron que el cre-
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cimiento eventual de bacterias em-
bebidas puede ser la causa de con-
taminaciones aparentes y esponta-
neas de las esporas de HMA en cul-
tivos axénicos.

A partir de muestras de suelos
rizosféricos de cafia de azucar fue-
ron obtenidas esporas vivas y muer-
tas de la familia Endogonaceae, prin-
cipalmente de Glomus sp. y
Acaulospora sp. y observaron bac-
terias que crecian en medio LGI. Al
realizar pruebas bioquimicas
(catalasa, oxidasa, produccién de
H,S, utilizacion de azucares,
hidrolisis de almidén y gelatina,
tincién de Gram) a los aislados, en-
contraron que los siete crecian en
medio LGI, que por sus caracteristi-
cas concluyeron que eran cepas de
A. diazotrophicus y que las esporas
podian constituir un reservorio natu-
ral de esta bacteria fijadora de nitro-
geno.

En el mencionado trabajo la des-
infeccién solo se realiz6 con
estreptomicina (no se especifica la
concentracion) y agua destilada, sin
gue se haya comprobado que hubo
una verdadera desinfeccion externa
de las esporas. Este trabajo tiene el
mérito de haber sido pionero en la
idea de bacterias asociadas a las
esporas de estos hongos en Cuba,
pero las evidencias presentadas no
constituyen una verdadera prueba de
gue las cepas aisladas fueran
Acetobacter diazotrophicus y mucho
menos que los resultados probaran
la presencia de bacterias provenien-
tes del interior de las esporas de
hongos micorrizégenos (33).

No se explica como analizaron
gue los microorganismos podian ha-
ber estado albergados en el interior de
las esporas. No se considera que se
hizo una buena desinfeccion de ellas,
porque no se dan datos de la concen-
tracién del antibiético usado y no se
menciona el uso de agentes clorados,
desinfectantes biolégicos, reactivos
estos empleados para un trabajo de
desinfeccién total de esporas de HMA.

Para una identificacion de los
aislados y concluir que son cepas
de A. diazotrophicus, es necesario
en primer lugar realizar pruebas
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moleculares, por ejemplo 16 SARN
y secuenciar el fragmento para com-
pararlo con el Blast (una lista de
microorganismos y su fragmento
conservado secuenciado, que sirve
de comparacion), prueba de identifi-
cacion API e incluso el perfil de los
acidos grasos. Las pruebas
bioquimicas realizadas dan la proba-
bilidad de que las cepas obtenidas
sean Acetobacter diazotrophicus,
pero no constituye un resultado con-
cluyente.

Afos més tarde, otros observa-
ron al microscopio electrénico de
transmision en esporas de Glomus
clarum NT4 (Nicol. & Schenck) es-
tructuras semejantes a bacterias;
aun cuando no confirmaron que es-
tas fueran verdaderas bacterias, atri-
buyeron la presencia de tales estruc-
turas a posibles fallos en la descon-
taminacion de las esporas (34).

De forma semejante, Bianciotto
y colaboradores con el uso de técni-
cas morfolégicas y moleculares de-
mostraron que el citoplasma de HMA
Gigaspora margarita (Becker & Hall)
sirve de albergue a verdaderas bac-
terias, las cuales fueron detectadas
ultraestructuralmente en esporas y
micelios simbidticos. Y con el uso
de microscopia confocal fluorescen-
te, estimaron aproximadamente
250 000 organismos parecidos a bac-
terias en el interior de esporas de
Gigaspora margarita. Utilizando
microscopia electrénica, otros han
detectado organismos semejantes a
bacterias en HMA Glomus
caledonium y Acaulospora laevis
(Gerdemann & Trappe) (13).

En el HMA Gigaspora margarita
se realiz6 una comparacion entre los
genes representativos de eubacterias
y la secuencia de los genes de la
subunidad menor de ARNr de bacte-
rias endosimbidticas, concluyendo
gue los genes del ARNr de las
endosimbiédticas pertenecian al gé-
nero Burkholderia. Los andlisis
filogenéticos hechos al ADNr 16S
demostraron la presencia de esta
bacteria en todas las fases del ciclo de
vida del HMA Gigaspora margarita (14).

Numerosos estudios aportaron
ideas e hipotesis suficientes, a tra-

vés de las cuales varios cientificos
(13, 14, 21, 35) llegaron a la conclu-
sion que los sistemas micorrizicos
debian incluir otros microorganismos,
ademas de las raices y el hongo que
eralo estudiado.

Segun Bianciotto y colaborado-
res (13, 14), la identificacién
taxondmica ha estado muy limitada,
por lo dificil e infructuoso que ha cons-
tituido el aislamiento y crecimiento
de bacterias endosimbiontes de es-
poras de HMA en medios de cultivo
axénicos. Solamente se menciona el
género Burkholderia (13) y un nuevo
taxén bacteriano ‘Candidatus
Glomeribacter gigasporanum’ (36), el
gue solo fue detectado en el citoplas-
ma de esporas dormantes y micelios
de HMA Gigaspora margarita,
Scutellospora persica (Koske &
Walker Walker & Sanders) y
Scutellospora castanea (Walker).

Andlisis electroforéticos revelan
gue la comunidad bacteriana asocia-
da con las esporas depende mas del
hongo micorrizico arbuscular que de
laidentidad de la planta hospedera (37).

Bacterias asociadas con espo-
ras HMA colonizan principalmente la
pared celular externa de las esporas
y raras veces penetran en el interior
de la pared mas interna (34). Aun-
que se han observado algunas bac-
terias en el citoplasma de esporas
de HMA (14, 32), el papel de estas
bacterias aun no se ha esclarecido,
ellas pueden estimular la germinacién
de las esporas por erosién en las pa-
redes (38), por la produccién de com-
puestos estimuladores, por ejemplo
el CO, y otros compuestos volatiles,
o por influencia en la adquisicién de
fésforo por los HMA (39).

En estudios previos de
microorganismos asociados a las
esporas, las bacterias fueron aisla-
das de los cultivos in vitro del HMA.
No obstante, estas bacterias no cul-
tivables en medios de cultivo no se-
lectivos podian representar una par-
te significativa de la comunidad
bacteriana asociada a las esporas.
Solo una pequeia fraccién (de 1 al
10 %) del total de la comunidad
bacteriana es cultivable (40).
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3. Hongos filamentosos en HMA

Los Actinomicetes se han en-
contrado en esporas y ascocarpos
de HMA (38), y representan un com-
ponente normal de su microflora.
Estos microorganismos incrementan
la germinacién de las esporas, debi-
do a la produccion de compuestos
voléatiles como por ejemplo
2 - methylisoborneol (41).

Por su parte, otros han detecta-
do hongos filamentosos en esporas
de HMA. Ellos plantean que los HMA
podian ser habitados por numerosos
microorganismos y aislaron dos hon-
gos Ascomicetos con fenotipos dife-
rentes, de esporas vivas y muertas
del HMA Scutellospora castanea con
secuencias muy parecidas o seme-
jantes a ascomycetes (ascomycete-
like) (42). Estas secuencias pueden
haber sido aisladas de hongos con-
taminantes que podian estar habitan-
do la superficie de las esporas de
HMA; otra posibilidad es que las se-
cuencias fueran de hongos
ascomicetos que viven en el interior
de las esporas de HMA y la tercera
situacién es que podia ser que las
secuencias sean originadas desde el
genoma de la espora (42).

Investigaciones futuras podrian
revelar si la presencia de tales hon-
gos juega un papel importante en el
funcionamiento de los HMA o su
interaccién con las plantas.

4. Levaduras en HMA

En los HMA también se han de-
tectado levaduras, que fueron obser-
vadas asociadas a esporas de
Glomus mosseae (cepa INCAM-2,
cepario del INCA) después de un pro-
ceso de desinfeccion total denomina-
do CCIfT. Dos levaduras fueron carac-
terizadas (EndoGm1 y EndoGm11),
ambos aislados fueron capaces de
solubilizar fuentes de fésforo poco
solubles (fosfato de hierro y calcio) y
acumular polifosfatos. Los resultados
del andlisis del 18S ADNr revelaron
gue dichas levaduras pertenecian a
los géneros Rhodotorula o
Rhodosporidium (EndoGm1l) y
Cryptococcus (EndoGm11). Los re-
sultados de los experimentos de ino-
culacion revelaron que existe un efecto
de las levaduras asociadas a las es-
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poras sobre el crecimiento radical de
plantulas de arroz, lo cual pudiera in-
dicar una posible interaccion tripartita
entre las levaduras asociadas a las
esporas, los HMA y las plantas (43).

HIPOTESIS DEL ESTABLE-
CIMIENTO DE LA SIMBIOSIS
ENTRE HMA Y BACTERIAS
ENDOSIMBIOTICAS

La simbiosis intracelular trajo
consigo cuestiones fascinantes acer-
ca de la adquisicion, transmision de
los endosimbiontes y la evolucién de
adaptaciones reciprocas.

Margulis y Chapman (44) propu-
sieron que en los miembros de la fa-
milia Gigasporaceae (Morton &
Benny), se observan claramente dos
posibles y opuestos tipos de simbio-
sis. En un estudio realizado en dis-
tintas areas geogréficas, se obtuvie-
ron once aislamientos fangicos, per-
tenecientes a seis especies diferen-
tes de la familia Gigasporaceae: se
aprecio que Gigaspora margarita es
capaz de albergar gran cantidad de
endobacterias, Gigaspora roseae
(Nicol. & Schenck) no alberga nin-
gunay en Gigaspora gigantea (Nicol.
& Gerd.) se observan bacterias
endosimbidticas, pero con caracte-
risticas diferentes a las encontradas
en otras especies de Gigaspora, de-
bido a la presencia de bacterias con
formas redondeadas o cocoides.

La compleja situacién observa-
da en la familia Gigasporaceae, pue-
de deberse a la temporal pero inte-
resante asociacion de los HMA se-
leccionados por los simbiontes
bacterianos (bacterias del suelo de
vida libre) desde el ambiente (sim-
biosis ciclica). Aunque la existencia
de endocitosis y adquisicion de la
bacteria es un evento muy raro en
hongos, debido a la pared que rodea
las hifas, algunos Zygomicetes pue-
den representar un caso especial
entre los hongos, solo se conoce
gue estos tienen la posibilidad de
establecer relaciones ciclicas con
cianobacterias (14).

La simbiosis permanente es el
resultado de la adquisicion de bac-
terias durante la evolucion, mostra-

da solo por transmisién vertical, du-
rante las generaciones de los
endosimbiontes. La reproduccion
asexual tipica de los HMA y la natu-
raleza cenocitica del micelio en los
Zygomicetes, son factores que pue-
den facilitar este tipo de transmisién.

La simbiosis permanente ha
sido muy discutida y es la que cuen-
ta con un mayor nimero de votos a
su favor. En el 2000 se demostro, con
el uso de anélisis celulares y
moleculares, que las bacterias se
mueven de una generacién fingica a
la siguiente, por lo que bacterias pre-
sentes en el interior de HMA pueden
llevar millones de afios en sus es-
tructuras, teniendo en cuenta que
estos hongos datan de alrededor de
millones de afios (14).

AISLAMIENTO DE
MICROORGANISMOS
ASOCIADOSY
METODOLOGIAS DE
DESINFECCION DE
ESPORAS UTILIZADAS

La desinfeccion total de las es-
poras ha sido intentada con diferen-
tes objetivos, entre estos para lograr
cultivos in vitro de los HMA; pero si
se desean aislar bacterias del inte-
rior de las esporas, esto es impres-
cindible. La descontaminacioén de la
superficie es requerida para evitar la
proliferacion de microorganismos
contaminantes y asegurar que estos
no influyan en los resultados experi-
mentales, siendo las esporas fres-
cas mas sensibles al proceso de
descontaminacién que las esporas
maduras (34).

Las esporas antes del proceso
de desinfeccion presentan una colo-
racion oscura a su alrededor debido
a los contaminantes. Cuando las
esporas son desinfectadas e incuba-
das en medio de cultivo Agar agua,
la germinacion de las esporas es li-
mitada; niveles de germinacion del
28 % fueron obtenidos después de una
exposicion en Cloramina T al 5 % por
120 minutos, porque la Cloramina T
inhibe la germinacion (34).
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Existe mucha contradiccion en
cuanto a la eficiencia o no del méto-
do de Mosse. El plante6 que con el
uso de una solucién de Cloramina T
al 2%, 200 pug.mL™ de estreptomicina
y trazas de detergente biolégico se
logra un 90 % de esporas
descontaminadas (43); sin embargo,
informaron que con dicho método
solo se conseguia del 32-64 % de
esporas axénicas (45).

En la literatura se citan otros
métodos para la desinfeccion de las
paredes de las esporas en dependen-
cia del objetivo que se persigue, por
ejemplo:

» Inmersién en hipoclorito de sodio
al 0.5 % por 20 minutos, seguido
de tres lavados con agua destila-
da estéril e inmersion en una solu-
cion de sulfato de estreptomicina
100 mg.L* por 30 minutos y nue-
vamente tres lavados con agua
destilada estéril (46).

» Inmersion por diez minutos en
hipoclorito de sodio al 0.5 %, se-
guido de dos lavados con agua
destilada estéril e inmersion en
una solucion de sulfato de
estreptomicina 100 mg.L™ por 10
minutos y nuevamente tres lava-
dos con agua estéril (46, 47).

» Lavado con alcohol 70 %, segui-
do de dos lavados con agua es-
téril e inmersién en solucion de
Cloramina T al 1 % por 10 minu-
tos, seguido de tres lavados con
agua estéril (47, 48).

» Inmersion en Cloramina T 2 % du-
rante un tiempo entre 10 y 120
minutos (34).

» Inmersién en solucién 1:1 de
Cloramina T 2 %, sulfato de
estreptomicina 200 mg.L* por 30
minutos, seguido de tres lavados
con agua estéril durante 30 mi-
nutos (47, 49).

» Inmersién en solucion de
Cloramina T 2 % durante cinco
minutos, seguido de tres lavados
en agua destilada estéril por el
mismo tiempo (47).

» Inmersion en solucion de Cloramina
T 4 %, 300 ppm de estreptomicina
por 30 minutos y lavar cinco veces
por una hora con agua filtrada y
destilada estéril (13, 50).
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» Otros utilizaron la metodologia an-
terior con una variante; en lugar de
estreptomicina 300 ppm, usaron
estreptomicina al 0.04 % (14).

Los métodos de desinfeccion
superficial no son capaces de elimi-
nar el 100 % de los microorganismos
asociados, debido a la cantidad de
microorganismos que pudiera estar
localizada en el lumen de las espo-
ras, asi como incrustadas en las
paredes de las hifas (47).

En la literatura se encuentran
publicados un gran nimero de méto-
dos rutinarios, con el objetivo final de
proveer la superficie desinfectada de
las esporas. El éxito en el uso de
estas metodologias de desinfeccion
es altamente dependiente de cdmo
son manipuladas las técnicas y so-
bre qué material se aplican.

Sin embargo, se ha propuesto
una metodologia de desinfeccion efi-
ciente por un colectivo (51) del Insti-
tuto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA) y la Universidad de La Haba-
na (UH), en un trabajo conjunto que
se realizd con esporas frescas del
HMA Glomus mosseae, las que fue-
ron completamente desinfectadas y
la limpieza de sus paredes puede ser
apreciada en la Figura 1. Esta des-
infeccién puede contribuir al estudio
de la ultraestructura del esporangio,
sus nucleos, sus sistemas de mem-
branas, sus diferentes paredes celu-
laresy, por supuesto, el objetivo prin-
cipal para la que fue concebida, el
estudio de microorganismos estre-
chamente asociados a las esporas
de HMA Glomus mosseae (49).

2 - et

Figural.Paredes delaesporaGlomus
mosseae después del pro-
ceso de desinfeccion CCfT

Dicha metodologia se denomi-
né CCfT y en ella se emplean dife-
rentes combinaciones de CloraminaT,
Tweeny Cefalexina. El no crecimien-
to microbiano fue verificado durante
siete dias en tres medios de cultivos
diferentes LGI-P (libre de nitrégeno,
10 % de sacarosay pH 5,5) (52), AN
(Agar nutriente) (53) y SYP (extracto
de levadura, sacarosay sales, pH 6,2)
(54), en los cuales se habian inocu-
lado esporas desinfectadas e intac-
tas; lo inverso ocurrié cuando se ino-
cularon en placas de cultivo esporas
desinfectadas y maceradas (51), lo
cual evidencié que las paredes esta-
ban completamente desinfectadas y
que en el macerado existen
microorganismos que pudieran haber
estado adheridos muy estrechamen-
te en las paredes e introducidos en
poros de estas o que simplemente
vivian en el interior de las esporas.

CONCLUSIONES

El concepto endosimbiosis da la
posibilidad de estudiar e investigar la
relacion entre células y genomas.
Este informe resalta que las
micorrizas tienen un interés particu-
lar en un contexto evolutivo, porque
ofrecen un selecto ejemplo de
interacciones entre las plantas, los
hongos y las bacterias u otros
microorganismos.
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