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INOCULANTES DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
DE Glomus mosseae Y Glomus sp, EN MEDIO LIQUIDO

F. Fernandez=®, J. M. Dell’ Amico, Kalyanne Fernandez, |. de la Providencia

y Asuncion Morte

ABSTRACT. Two experiments were designed in order to
evaluate the fungal vitality of Glomus mosseae (INCAM 2)
and Glomussp, (INCAM 4) inliquid suspension aswell asits
biological characterization in transformed (Ri TDNA) carrot
rootlets (TCR). Inthefirst one, afungal viability of sporeswas
studied in a liquid suspension for preservation and distilled
water as a control for eight months was performed. Weekly
and monthly evaluations of viability averages were done. In
the second experiment, col onization capability of spores stored
for eight months in TCR was studied. Spore population,
germination average, and colonized root length were measured.
The corresponding ANOVA design and Tukey test for
comparing media was used. A higher viability and stability
after eight monthswere observed with important spore viability
losses in water media. Both strains showed its germinating
power without significant differences, up to 30 days of
incubation. Higher germination percentages in spores were
recorded, which could be related to the strong osmotic stress
occurred during the exposition time of sporewall in aliquid
suspension during eight months. During colonization tests, it
could be appreciated that spore population not only
germinated, but it had aprofuse colonization in both strains 14
dayslater, that means liquid suspension was effective to keep
good functioning levelsof thefungi studied, fromthebiological
viewpoint.
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INTRODUCCION

El cultivo de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HMA) pasa por un denominador coman, la
necesidad de una planta hospedera o explantes de raicillas
para completar su ciclo de vida, debido a su condicion de
simbiontes obligados (1). Durante los ultimos afios, se
han desarrollado diversas tecnologias de reproduccion,
siendo las mas utilizadas aquellas que involucran a la
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RESUMEN. El trabajo tuvo como objetivo laevaluacion dela
viabilidad deloshongos micorrizicos (HMA) Glomus mosseae
(INCAM 2) y Glomussp, (INCAM 4) en soluciones|iquidas.
Serealizaron dos experimentos, uno donde se estudiod lavia-
bilidad fungicade las esporas en un medio liquido de conser-
vaciéon y como control, agua destilada estéril durante ocho
meses. En el segundo se estudié la capacidad de coloniza-
cion de las esporas almacenadas durante ocho meses. En
cadaexperimento seaplicd el ANOVA correspondientey prue-
ba de comparacién de Tukey. En el medioliquido selogré un
tiempo de viabilidad y estabilidad superior alos ocho meses,
con importantes pérdidas de viabilidad de las esporas de
ambas especies en el agua. Las cepas expresaron su capaci-
dad germinativa hasta los 30 dias de incubacion, no detec-
tédndose diferencias significativas. En las esporas se encon-
traron elevados porcentajes de germinacion, lo cual parece
relacionarse con €l fuerte estrés provocado alas paredes de
estas, debido a la permanencia durante ocho meses en un
medio liquido osméticamente protector. L os ensayos de co-
lonizacién permitieron aseverar que las esporas produjeron
una fuerte colonizacion gradual a partir de los 14 dias de
iniciado el experimento, siendo muy similar en ambas espe-
cies. Finamente, se puede aseverar que el inoculante liquido
es efectivo desde el punto de vistabiol égico, logrando nive-
les de funcionamiento aceptados.

Palabras clave: micorrizasarbusculares Glomus, abonoslicuidos

planta en un medio o sustrato sélido, empleando mate-
riales que van desde suelo, turba, perlita, vermiculita, are-
na, arcilla, arcilla calcinada, varios materiales vegetales, fo-
restales, asi como las mezclas de algunos de ellos (2, 3).
También se han desarrollado inoculantes micorrizicos
en medios hidropdnicos, poniendo en contacto a las
raicillas de las plantas (previamente colonizadas con la
especie fungica deseada) con una solucién nutritiva que
fluye de manera continua y a velocidad constante; este
método tiene como inconveniente que es preciso ser muy
riguroso en el control del pH de la solucién, ya que varia
con la entrada al medio de los exudados de la planta (4).
Otra metodologia de produccién de inoculante
micorrizico lo constituye el cultivo aeropdnico, el cual se
basa en el desarrollo de plantas (previamente
micorrizadas) sin sustrato, en una camara oscura, donde
sus raicillas son irrigadas temporalmente a través de un
dosificador de solucion nutritiva, creciendo de forma ace-
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lerada de 12 a 15 semanas, en donde se logra un mate-
rial muy homogéneo y libre de patégenos (5, 6).
Finalmente, se ha desarrollado un sistema de multi-
plicacién de raicillas micorrizadas en fermentadores, que
pudiera ser una interesante fuente de inoculante; sin em-
bargo, no se han obtenido inoculantes micorrizégenos
liguidos masivos, para enviar por los sistemas de riego
localizado a cultivos horticolas protegidos, asi como para
las plantas micropropagadas en condiciones in vitro.
Este trabajo tiene como objetivo mostrar la viabilidad
de los hongos micorrizicos (HMA) Glomus mosseae
(INCAM 2) y Glomus sp, (INCAM 4) en soluciones liqui-
das, asi como sus caracteristicas bioldgicas frente a la
micorrizacion de raicillas transformadas de zanahoria.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del material fingico para el inoculante liquido.
Se emplearon dos especies de HMA, Glomus sp, (INCAM 4)
y Glomus mosseae (INCAM 2). Estos hongos se propa-
garon durante cuatro meses en asociacion con la planta
hospedera Sorghum vulgare, utilizando como sustrato
arcilla caolinitica con un pH de 7.5, una temperatura de
25-28°C y fotoperiodo natural. Las plantas recibieron una
solucion de Long Ashtong, modificada con media dosis
de fésforo semanalmente y agua, segun sus necesida-
des (7, 8).

Una vez culminado el ciclo de vida de la planta hos-
pedera, se corto la parte aérea y se obtuvo un sustrato
solido consistente en una mezcla de propagulos
micorrizicos (raicillas colonizadas, micelio fingico y es-
poras del propio hongo) y el propio soporte inicial, que
tuvo las siguientes caracteristicas micorrizicas:

a. micelio externo (9) (> 100 mg.g™ suelo)

b. colonizacién radical (10) (entre 80 y 87 %)

c. Glomus sp,: 120 esporas.g™ de sustrato seco
Glomus mosseae: 300 esporas.g™ de sustrato seco.

Posteriormente, este inoculante fue secado a tem-
peratura ambiente y almacenado durante un mes en reci-
pientes plasticos a 4°C en la oscuridad. Cada una de las
cepas fue montada en preparaciones con PVLG, reactivo
de Meltzer y con azul algodén para comprobar sus ca-
racteristicas morfolodgicas en un microscopio compuesto
Olympus BH2-RFCA con aumentos desde 40 x hasta 100x.

Con posterioridad, se procedié a extraer los
propagulos micorrizicos por el método de decantado
humedo y tamizado a través de dos tamices de 400y 40 um
respectivamente; la fraccion solida que se recogio en el
tamiz mas fino, se centrifugd cinco minutos a 2000 g,
con solucién de sacarosa 2M-Tween 80 y luego se de-
canto la fraccion liquida con los propagulos flngicos (11).

Una vez separados todos los componentes, estos
fueron desinfectados segun el protocolo establecido (12)
y modificados durante el proceso de la siguiente manera:
% la desinfeccion de las esporas se realizé en tubos

Eppendorf durante dos minutos y se sustituyeron dos
centrifugaciones
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% la manipulacion de las esporas y del material desin-
fectante (Cloramina Ty Cefalexina -IMEFA-) se reali-
z0 a través de filtros (malla de acero, 40 um)
esterilizables, acoplados a las tapas horadadas de
los tubos Eppendorf, en sustitucién de filtros millipore
y membranas de 0.22 um, empleando jeringas
esterilizables de 15 mL.

El proceso comenzé con el lavado de los propagulos
en solucioén Ringer estéril durante cinco minutos, agitan-
dose en vértex para remover las impurezas. Posterior-
mente, se procedio a realizar la desinfeccién con la solu-
cién de Cloramina T (2 %) empleando un tiempo de expo-
sicién de dos minutos. Finalmente, las esporas se lava-
ron con agua destilada estéril dos veces consecutivas y
se les afiadio la solucion de Cefalexina 100 mg.L™* duran-
te 24 horas.

Una vez concluida esta fase, los propagulos fueron

introducidos en diferentes soluciones estériles
osmoticamente protectoras, conformando de esta forma
los inoculantes liquidos.
Estabilidad del inoculante micorrizico liquido. Una vez
establecidos los propagulos micorrizicos dentro de la
solucién protectora méas promisoria y con el objetivo de
demostrar la viabilidad del germoplasma flngico dentro
de este medio, se montd un experimento de almacena-
miento y viabilidad de esporas, colocando un ndmero
constante de 100 esporas viables en tubos Eppendorf,
realizdndose para cada tratamiento 10 observaciones.
Determinaciones. Para cada una de las especies se rea-
lizaron tres ensayos, un conteo diario durante siete dias,
una dindmica mensual durante ocho meses, evaluando-
se en ambos casos, la viabilidad de las esporas a través
de la determinacion de las caracteristicas morfol6gicas y
de coloracién de una espora viable y finalmente se reali-
z6 el control de calidad de este inoculante a partir de un
bioensayo de efectividad en arroz (Oryza sativa, variedad
LP-4). El ensayo fue conducido en contenedores indivi-
duales de 10 x 40 cm, con una profundidad de 15 cm. El
sustrato empleado fue arcilla esterilizada, suplementada
con solucion de Long Ashton modificada y ajustada a pH
6.5y un filtrado de sus microorganismos rizésfericos por
una membrana de 2 um.

En este caso se inocularon semillas de arroz con 20

esporas tomadas a los dos, cuatro, seis y ocho meses;
las plantas se cosecharon a los 28 dias, sus raices se
clarificaron y tifieron, y se determiné el porcentaje de
colonizacién micorrizica (10, 11).
Germinacion y colonizacion del germoplasma fangico. En
la Universidad de Murcia, Espafia, se realizé un experi-
mento con inoculante liquido de las especies de Glomus
mosseae y Glomus sp,, con el objetivo de conocer la
capacidad germinativa y de colonizacion de este material
almacenado durante ocho meses en sustrato liquido.

Las esporas extraidas del medio liquido fueron coloca-
das en placas de petri conjuntamente con raices transfor-
madas (Ri T-DNA) de zanahoria (Foto 1) (Daucus carota L.)
(13), en medio minimo e incubadas en posicion invertida
a 27°C en la oscuridad (14). En total se evaluaron 10 ca-
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jas de petri por especie de hongo micorrizico. Cada uni-
dad experimental consistié en una placa de petri con 30
mL de medio M, 50 esporas y un fragmento de raiz trans-
formada de zanahoria e incubada a una temperatura de
27°C, durante 40 dias.

Foto 1. Raicillas de zanahoriatransformadas (Ri T-DNA)

Determinaciones. Se realizaron observaciones diarias
desde los siete hasta los 40 dias. En este caso se deter-
minaron el nimero de esporas germinadas y el porcenta-
je de germinacién, asi como la cuantificacion de la colo-
nizacion micorrizica a los siete, 15y 30 dias y el porcen-
taje de colonizacién micorrizica (10, 11).

Analisis estadistico. En todos los casos se realizaron
analisis de varianza, utilizando el programa estadistico
Statgraphs 4.1, asi como transformaciones a los valores
de porcentaje perteneciente a las variables fungicas Co-
lonizacion, segun la expresion arcsenv100/x.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas del inoculante liquido de hongos
micorrizogenos. Descripcion. En las Fotos 2 y 3 pueden
apreciarse las esporas de Glomus sp, y Glomus mosseae
respectivamente, a los ocho meses de incubacion en el
medio liquido. En el primer caso, se observa la unién
esporocarpica que puede reunir hasta nueve esporas en
una misma estructura, las tres paredes celulares tipicas
de las esporas de la especie y la unién del esporoforo,
sin estrechamiento de paredes en su base y el aspecto
delinoculante a base de Glomus sp,, con abundante pre-
sencia de mucilago, presumiblemente debido a la excre-
cién de una glicoproteina soluble del citoplasma de estos
hongos llamada Glomalina, asi como las caracteristicas
morfolégicas del segundo hongo, con las tres capas de
pared celular y el tipico poro ocluido que enlaza la base
del esporoforo con la esporay la hifa de formacion.

Estabilidad del inoculante micorrizico liquido. Tras reali-
zar ensayos tendentes a seleccionar un soporte liquido,
capaz de asegurar la viabilidad del inoculante durante un
prolongado periodo de tiempo, se elaboraron inoculantes
a base de las especies anteriormente mencionadas, las
cuales presentaron una viabilidad y estabilidad adecua-
das durante ocho meses, debido a las peculiaridades del
componente liquido utilizado en su elaboracion.
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Foto 2. Diferentes esporas de Glomus spl. a: Esporas
formando esporocarpos. b: Esporas en
esporocarpo frente al reactivo de Meztler. c: Es-
poras en esporocarpos. d: Espora individual y
unién con el esporéforo. e: Aspecto del
inoculante en las lineas de riego. Notese una
gran cantidad de esporas y presencia de muci-
lago, presumiblemente Glomalina

B

Capa externa

Capaintermedia
Capa interna

Poro sin ocluir

Foto 3. Esporas jovenes de Glomus mosseae, conteni-
das en el medio liquido. A. Diferentes capas
de paredes. B. Poro del esporéforo sin ocluir

En la Tabla | se presentan los nUmeros de esporas
viables de ambas especies. Se pudo observar que en este
medio liquido se mantienen estables sus caracteristicas
morfol6gicas, como la coloracion de la pared externay la
brillantez, con ausencia de necrosis.

Sin embargo, este comportamiento fue contrario en
el agua. Se pudo constatar una importante pérdida de
viabilidad de las esporas de ambas especies en el agua,
lo cual era esperado, provocado por la diferencia de pre-
sion osmoética entre el interior de la espora y el exterior
rodeado de agua.
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Tabla I. Numero de esporas viables de Glomus sp, y Glomus mosseae en el medio liquido (ML) y en agua,

durante ocho meses de incubacién

Tratamientos

M eses de incubacion

1 2 3 4 5 6 7 8
Glomus sp; (ML) 103 a 101 a 97 a 100 a 100 a 96.5a 975a 98 a
Glomus mosseae (ML) 100 a 101 a 100 a 103 a 102 a 100 a 101 a 99 a
Glomus sp; (Agua) 42 b 30b 26.5b 175¢c 175b 175b 10b 11b
Glomus mosseae (Agua) 45b 31b 26.3b 21b 18.2b 153b 9.2b 85¢c
ES x 1.12%** 1.15%**  2.26*** 2.31%** 1.14%** 2.09*** 2.25%** 3.31%**

En otro experimento de una semana, se tratdé de
conocer con qué velocidad se produce la pérdida de viabi-
lidad de las esporas en este medio.

Los resultados mostraron que el comportamiento en
el medio protector liquido era similar al encontrado a los
ocho meses (Tabla Il); sin embargo, para el caso de las
esporas en agua, se observé una tendencia a la disminu-
cion. Si bien las pérdidas de la viabilidad se produjeron
de forma progresiva, durante los dos a tres primeros dias
de acuerdo con la especie en cuestion, esta se mantiene
alrededor del 40 %, lo cual pudiera indicar que las mayo-
res pérdidas se presentan a partir del primer mes de
incubacion en agua, llegando a desaparecer casi total-
mente estas especies a los ocho meses de almacenadas.

Los resultados mostraron que en todos los momen-
tos la inoculacién de las esporas en el medio protector
provocé valores de colonizacion por HMA, demostrando
gue la incubacion en este sustrato era efectiva, mante-
niendo la capacidad infectiva durante los ocho meses que
duré el ensayo, por el contrario de las esporas en agua,
donde solo se encontré colonizacion a los dos meses de
incubadas, coincidiendo con el momento en que se ha-
bia informado la mitad de la poblacioén de esporas (50 %,
Tabla I). A medida que aumentd el tiempo en presencia
de agua, no solo se presentan menores esporas viables,
sino que no se pudo observar colonizacion radical y por
ende una disminucién sensible en su capacidad infectiva.

Tablall. Nimero de esporas de Glomus sp, y Glomus mosseae viables en medio liquido (ML) durante 164 horas

Tratamientos Horas de incubacion
24 48 72 96 120 144 164
Glomus sp; (ML) 103.5a 104.5a 100.5a 94.0b 108.0 a 107.0a 1015a
Glomus mosseae (ML) 100.0 a 101.0a 100.0 a 102.0a 100.0 a 101.0a 100.0 a
Glomus sp; (agua) 82.0b 575¢c 485c 495¢ 420b 440b 450b
Glomus mosseae (agua) 79.0c 780D 65.0b 48.0c 420b 410b 420b
Es x 2.09*** 3.11%** 1.12%** 1.08*** 4.09*** 3.11*** 2.07***

Medias con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente, segin Prueba de Tukey para p<0.001 ***: Diferencias significativas

Esta tendencia a la disminucion no fue apreciada en los
tratamientos homdlogos en medio liquido, los cuales mantu-
vieron un valor estable durante todo el experimento (Tablal).
Colonizacion de arroz con el inoculante liquido almace-
nado. Con este estudio, se traté de comprobar la capaci-
dad infectiva de las esporas tratadas en medio liquido a
través de la colonizacion radical de plantulas de arroz,
inoculadas con esporas de dos, cuatro, seis y ocho me-
ses de incubacion en el medio liquido y sus homdélogos
en agua (Tabla l11).

Tablalll. Porcentajes de colonizacion encontrados alos 28
dias en plantulas de Oryza sativa, inoculadas con
esporas de Glomus sp, y Glomus mosseae, en
medio liquido (ML) y en agua (A) almacenadas
durantedos, cuatro, seis y ocho meses

Tratamientos M eses de al macenamiento
2 4 6 8
Glomus sp; 253ns 252ns 264ns 28.8ns
Glomus mosseae 26.2ns 255ns 254ns 26.9ns
Glomus sp1(A) 26.2 ns 0 0 0
Glomus mosseae (A) 23.5ns 0 0 0
Esx 2.3 2.6 3.3 4.7
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Losvalores de colonizacién alcanzados estuvieronenunrango
de 23 a 29 %, coincidiendo con valores informados anteriormente
parael cultivo del aroz en otras condiciones de experimentacion (13).
Pruebas de germinacién in vitro. Se procedid a conocer la capa-
cidad germinativa y totipotente de las esporas de las dos espe-
cies flingicas conservadas en medio liquido osméticamente pro-
tector, posterior alos ocho meses de incubacién en condiciones
invitro, comprobando a su vez si eran capaces de promover una
colonizacién efectiva, ain en estas singulares condiciones.

En la Tabla IV se puede apreciar el comportamiento de la
germinacién de las especies de Glomus estudiadas en este tra-
bajo. Enambos casos, se presentaron patrones de germinacion
muy similares; el proceso germinativo ocurrid entre los siete y 30
dias después de la desinfeccion y los mayores valores se alcan-
zaron conlacepaGlomus sp,; no obstante, los valores engeneral
fueron altos, tomando en consideracion que las esporas de las
especies de Glomus poseen un bajo poder germinativo y pasan
por largos periodos de dormancia. Sinembargo, el hecho de per-
manecer durante ocho meses en un medio liquido osméticamente
protector, indudablemente pudo haber generado unfuerte estrés
enlazona de la pared externa, que debe haber influido sobre las
capacidades germinativas, una vez extraidas de este medio y
colocadas en condiciones favorables de humedad y temperatura.
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Tabla V. Numero de esporas germinadas (NEG) y porcentajes de germinacion (% G) de Glomus sp, y Glomus
mosseae en medio liquido (M), incubado a 28°C, durante 40 dias

Tratamientos

Dias de incubacién

0-7 7-15 15-30 30-40
NEG %G NEG %G NEG %G NEG %G
Glomus sp; (ML) 0 0 6a 12 a 36 a 84 a 0 84 a
Glomus mosseae (ML) 0 0 4b 8b 30b 68 b 0 68 b
Es x 0.05*** 0.03*** 2.34*** 2.45%** 3.33***

Medias con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente, segiin Prueba de Tukey para p<0.001. *** Diferencias significativas

En las Fotos 4 y 5 se pueden apreciar tanto las es-
poras germinadas como las etapas del proceso de inicio
de la colonizacion de las raicillas de zanahoria por las
dos especies de HMA estudiadas. La germinacién estu-
Vo caracterizada por la formacion de un tubo germinativo,
gue emergié en direccidn rectilinea o serpenteando y for-
mando en algunos casos ramificaciones, pero siempre
originadas desde el interior del esporéforo que sostiene
la espora.

Foto 4. Germinacién de esporas de Glomus mosseae
a los siete dias (a), hifa corredora en una
esporade Glomus mosseae (b), formaciéon de
la colonia de Glomus clarum (c), hifas co-
rredoras (1) e hifas saliendo del interior radical (2)

Foto 5. Esporas asépticas de Glomus sp, (a), Esporas
comenzando a germinar (b), Colonia de
Glomus sp, alos 60 dias de cultivo (c), nétese
hifas corredoras, esporas en ramilletes e hifas
ramificadas de absorcion

Estas se asociaron con las raices y las primeras
hifas corredoras empezaron a colonizar el medio una se-
mana posterior a la germinacion, se ramificaron, forman-
do ocasionalmente anastomosis con otras. Estas colo-
nias se esparcieron rapidamente, formando una profusa
y densa red hifal en algunas zonas, asociada en algunas
ocasiones a contaminacion bacteriana.

Los resultados observados en las figuras anteriores,
permitieron aseverar que las esporas no solo germinaron,
sino que produjeron una colonizacién gradual a partir de
los 14 dias de iniciado el experimento, siendo el compor-
tamiento diferente en ambas especies.

Para el caso de Glomus mosseae, el crecimiento in vitro
resulto bastante recalcitrante; a los 60 dias de cultivo, solo se
habian formado hifas corredoras que rodeaban todas las raices
de zanahorias y se empezaban a observar algunos micelios
gue emergian del interior radical, lo cual indicaba que el estadio
de colonizacién estaba comenzando; el hecho de que germi-
naran las esporas, no queria decir que se iba a lograr una
colonizacién fructifera. Solo para esta especie se hainformado
in vitro la formacion de hifas y atin no se ha observado forma-
cion de esporas extraradicales. Estos resultados concuerdan
con otros (14), considerandose este tipo de formacion de
micorrizas como una de las mas dificiles de lograr.

Sin embargo, para el caso de Glomus sp , este creci-
miento fue mucho més acelerado; al cabo de los 15 dias,
ya se podian apreciar incluso que comenzaban a formar-
se las esporas hijas y a los 60 dias, se pudo lograr un
cultivo in vitro exitoso.

EnlaTablaV se presentan los valores de colonizacion
de las raicillas transformadas con los HMA estudiados. Los
resultados permitieron comprobar el comportamiento dife-
renciado de ambas especies; Glomus sp, no solo comenzo
primero la asociacion con las raicillas de zanahoria, sino
gue logré los mayores valores de colonizacién radical a par-
tir de los 14 dias de iniciado el experimento.

Tabla V. Porcentajes de colonizacién de raicillas
transformadas de zanahoria con las cepas
de Glomus sp, y Glomus mosseae durante
60 dias de incubacion en medio M a 28°C

Tratamientos Diasdeincubacion
7 15 30 40 50 60
Glomus sp; (ML) Ons 2a 24a 3Ha 46a 5S6a
Glomus mosseae (ML) Ons 0b 11b 10b 2b 25b
Esx 12" 25™ 34" 517 32" 26"
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Medias con letras iguales en la misma columna no difieren
significativamente, segn Prueba de Tukey para p<0.001
*** Diferencias significativas



F. Fernandez, J. M. Dell’Amico, Kalyanne Fernandez, I. de la Providenciay Asuncién Morte

Para la otra cepa, el desarrollo de la colonizacion
radical estuvo ralentizado, fue mucho méas pobre y se
pudo constatar a partir de los 30 dias, alcanzando valo-
res también muy bajos de colonizacion radical, fenédme-
no que puede apreciarse con mayor claridad en la Foto 6.

.

a b #

Foto 6. Raicillas de zanahoria transformadas y tefi-
das con azul de tripano a los 30 dias des-
pués de enfrentada con esporas provenien-
tes de medio liquido protector. Nétese la di-
ferencia en los patrones de colonizacion, (a)
Glomus mosseaey (b) Glomus sp,

En esta foto se pudo constatar como la cepa Glomus sp,
logré una extensa colonizacién radical a los 30 dias, apre-
ciandose una buena cantidad de arbusculos, en contras-
te con la otra especie, que apenas comienza el desarro-
llo de las hifas internas.

En cualquier trabajo con HMA, es crucial el proceso
de desinfeccion de esporas para la formacion y el poste-
rior desarrollo de la micorrizacion en condiciones in vitro,
por ser la presencia de contaminantes uno de los mayo-
res problemas que atenta contra el estudio de estos
microorganismos en condiciones controladas; ademas,
las metodologias de desinfeccion deben ser estableci-
das para cada especie de hongo en particular, pues el
efecto de los desinfectantes o las combinaciones de es-
tos varian en funcion de la especie utilizada (15).

Los resultados aqui obtenidos en la conformacion del
inoculante liquido, reflejan el efecto exitoso de una combina-
cion de antibidtico (Cefalexina), desinfectante (Cloramina T)
sobre la variable germinacion de las esporas.

En el proceso de desinfeccion se empled una dosis
de Cefalexina de 200 mg.mL™, la cual constituye una
concentracion suficiente para ejercer un adecuado con-
trol microbiano (16). Por otra parte, la Cefalexina esta
considerada un antibiético de amplio espectro, informan-
dose su mayor efecto sobre grupos bacterianos Gram-y
algunas enterobacterias Gram+, ademas de actuar sobre
algunos hongos de la clase Deuteromycete (17).

La efectiva accion de la Cloramina T como fuerte
agente oxidante se puso de manifiesto en las cepas utili-
zadas y estuvo dada por la eficacia en el control de
microorganismos contaminantes dentro del medio. En el
caso particular de este desinfectante, se liberan lenta 'y
gradualmente las moléculas contenidas del halégeno,
evitando que actlen negativamente sobre el proceso
germinativo (18).

Similares resultados fueron presentados en esporas
de Gigaspora margarita (Becker & Hall) y Scutellospora
heterogama (Nicolson & Gerdemann) Walker & Sander

inoculadas en medio Agar Agua (18), valores cercanos a
60 % de germinacion en presencia de Cloramina T (2 %)
y tiempos de exposicion a la solucién desinfectante +
antibiético entre tres y seis minutos.

En este estudio se demostré también la habilidad de
las cepas Glomus sp, y Glomus mosseae para mante-
nerse viables luego de ocho meses de incubacién, asi
como la capacidad de colonizar raices transformadas de
zanahorias después del proceso de desinfeccién y mon-
taje en el medio protector y contar en el caso de la prime-
ra, con todos los atributos necesarios para los eventos
tempranos de un cultivo monoaxénico.

Esta situacién pudiera estar asociada con el hecho
de conservarse las especies en un medio liquido
osmoprotector, que mantiene las esporas en una latencia
constante y estimula los mecanismos de germinacién a
partir de la creacién de una situacidn estresante durante
un prolongado periodo de almacenamiento, lo cual ayu-
daria a vencer los periodos de dormancias presentes en
las especies del género Glomus.

También se pudiera considerar que este efecto es muy
similar al que se busca con el tratamiento de bajas tempe-
raturas a los inoculantes en sustrato sélido, para lograr a
través de un fuerte estrés que se despierten los mecanis-
mos de germinacion y sobrepasen el periodo de dormancia
en las esporas, bastante nocivo en la efectividad de un
inoculante, debido a la baja capacidad de germinacion que
presentan las esporas de la familia Glomaceae (19, 20, 21).

Otro aspecto interesante observado en el medio li-
guido es una secrecion de las esporas al medio, que pu-
diera estar relacionada con la produccién de una
glicoproteina soluble llamada Glomalina, especifica de
estos hongos. Esta sustancia pudiera conferirle caracte-
risticas especiales al inoculante, debido a sus propieda-
des adherentes, ya que en contacto con el suelo, pudiera
acelerar los procesos de formacién de microagregados
estables, mejorando su estructura fisica a partir de una mayor
porosidad e incremento en los niveles de oxigeno (22), lo
cual pudiera facilitar una mejor colonizacion de este mi-
croorganismo en condiciones de suelo altamente
compactados, como es el caso de los suelos anegados.

Un aspecto relevante fue también la capacidad colo-
nizadora de las esporas en este medio liquido protectory
una vez fuera de él, en condiciones in vitro. Existieron
diferencias relevantes entre los patrones de comporta-
miento in vitro, que pueden estar asociados a las necesi-
dades nutricionales de cada una de las cepas estudia-
das, asi como a las propias caracteristicas genéticas de
crecimiento. Evidentemente, la especie Glomus sp, se
asocié mucho mas facilmente con las raicillas de zana-
horia que Glomus mosseae, cuyo crecimiento estuvo
ralentizado y en ausencia de esporas, comportamiento
anteriormente descrito (14).

Otro hecho a considerar pudiera ser la propia actividad
enzimatica de cada una de las especies estudiadas. Se
conoce que los hospederos vegetales responden activamente
ala colonizacién por HMA con un incremento en la actividad
enzimatica (23). Otros encontraron un elevado incremento
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de la actividad quitinasa (24) a los cinco dias en las raices
colonizadas por Glomus fasciculatum, en comparacion con
Glomus clarum, donde se detecto la actividad a los 25 dias
después de inoculado. Algunos han propuesto que las
enzimas quitinasas podrian tener una funcién especializada
en la extensién y ramificacién de las hifas de los HMA,
como las tienen para los hongos no micorrizicos. Esto pu-
diera ser una de las causas por las cuales las plantas res-
ponden de forma diferenciada a un tipo de hongo en la for-
macién de la asociacion micorrizica (25).

Otro elemento a tomar en consideracion puede es-
tar relacionado con las diferencias morfofuncionales de la
especie Glomus mosseae de la familia Glomaceae, es
decir, devolverla taxonémicamente a lo que originalmente
fue, es decir, Endogone mosseae, pues sus caracteristi-
cas morfoldgicas y moleculares halladas recientemente,
distan mucho filogénicamente de las especies represen-
tadas en esa famila (19).

Sin embargo, Herrera® indica que la especie Glomus
mosseae debe ser reubicada taxonémicamente, no ya
devolverla a su antigua taxén, Endogone, sino incluso crear
una nueva familia para incluirla, debido a su ontogenia'y
formacién de estructuras morfolégicas muy diferentes de
algunas especies tipicas de la familia Glomaceae.

Estos elementos pueden constituir argumento que
explique las diferencias en los patrones de funcionamien-
to micorrizico en condiciones in vitro e incluso marquen
las diferencias entre las distintas habilidades competiti-
vas de cada especie en cuestion.

Finalmente y a modo de conclusién, se puede ase-
verar que se esta en presencia de un nuevo inoculante
micorrizico, que nos permitira ampliar las vias de aplica-
cién de estos microorganismos, pudiéndose utilizar a tra-
vés de los sistemas de riego localizado y cultivos protegi-
dos, contribuyendo de esta forma con un manejo mucho
mas efectivo de la simbiosis micorrizica en un entorno
menos agresivo y sostenible.
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