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METODO EFECTIVO PARA LA DESINFECCION TOTAL
DE ESPORAS DE HONGOS MICORRIZOGENOS
ARBUSCULARES (HMA): AISLAMIENTO

Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS ENDOSPORICAS

EN Glomus clarum

Loreli Mirabal", E. Ortega, Rosa Rodés y F. Fernandez

ABSTRACT. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) areobligate
endosymbionts, which are present in many natural and
agricultural ecosystemsand have agreat responsibility in plant
physiology integrity. Thisresearch work isbased on different
isolations of Glomus clarum, coming from pure cultures of
INCA strain collection. 25 endosporic bacterial strains were
isolated, purified and subjected to several morphological and
biochemical tests, among which aerobiosis and N-fixing
capacity resulted very interesting. Threeisolated bacteriahad
coincident characteristics with Gluconoacetobacter
diazotrophicus diazotroph endophyte. Besides, an effective
method for the complete disinfection of the outer AMF spore
wall ispresented.

Key words: endosporic bacteria, Glomus clarum,
total disinfection, vesicular arbuscular
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INTRODUCCION

Uno de los microorganismos mas estudiados han
sido los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA), los
cuales forman asociaciones micorrizicas, a partir de la
union de estos con las raices de las plantas. Estos es-
tan considerados simbiontes universales, debido a que
estan presentes de manera natural, aproximadamente en el
85 % de las especies vegetales con interés agronémico (1).

Lainteraccion de los HMA con organismos del sue-
lo es un fenédmeno muy estudiado y donde los
microorganismos rizosféricos juegan un papel muy im-
portante en el desarrollo, la estabilidad y la eficiencia de
las micorrizas.
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RESUM EN. Loshongos micorrizégenosarbusculares(HMA)
son endosimbiontes obligados, presentes en muchos
ecosistemas naturales y agricolas, con gran responsabilidad
en laintegridad fisiol6gica de laplanta. Estainvestigacion se
basa en la realizacion de diferentes aislamientos de Glomus
clarum, proveniente de cultivos puros del cepario del INCA.
Seaidarony purificaron 25 cepas bacterianas endospéricas, a
las cuales se les realizaron varias pruebas morfoldgicas y
bioquimicas, siendo muy interesantes |a aerobiosisy la capa-
cidad nitrofijadora. Tres cepas bacterianas aisladastienen ca-
racteristicas coincidentes con el enddéfito diazétrofo
Gluconoacetobacter diazotrophicus. Ademas, se establecio
un método efectivo paraladesinfeccion total delapared exter-
na de las esporas de HMA.

Palabras clave: bacteria endospdrica, Glomus clarum, des-
infeccidn total, micorrizasvesiculares
arbusculares (HMA)

La germinacion de los HMA se produce
eficientemente en suelo no estéril, destacando la impor-
tancia de los organismos del suelo relacionados con este
fenémeno (2).

Observaciones morfologicas con colorantes
fluorescentes han revelado alrededor de 250,000 bacte-
rias vivas en el interior de cada espora (3).

Bacterias enddfitas diazotrofas pertenecientes a los
géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Azoarcus y
Acetobacter, han sido detectadas en micelio de HMA en
suelos tropicales (4) y recientemente se detecto la pre-
sencia del género Burkholderia en aislamiento de HMA
Gigaspora margarita (BEG 34) (5).

Debido a la importancia tanto econémica como agri-
cola de los HMA, el siguiente trabajo tiene como objeti-
vos estandarizar un método efectivo para la desinfeccion
total de esporas, asi como detectar y caracterizar posi-
bles bacterias endospéricas en HMA Glomus clarum del
cepario del INCA.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y desinfeccién de esporas. Las esporas de
Glomus clarum se aislaron del suelo por centrifugacion (6),
procedentes de cultivos puros del cepario del INCA Yy se
depositaron en viales de 1.5 mL, a razén de 50 esporas
por vial.

Para la desinfeccion total de las esporas se emplea-
ron dos metodologias: método 1, cloramina-T 2 %, sulfato
de estreptomicina 200 mg L™y SDS 200 mg L™ durante
30 minutos, seguido de tres lavadas con agua destilada
estéril durante 30 minutos (7) y una variante de este mé-
todo hecha por los autores, para la cual se utilizé
cloramina-T al 5 % (se lavé cinco veces), tween 40 (1 gota
por vial) y cefalexina (2.5 g por litro); los viales se dejaron
en reposo durante seis horas conteniendo el antibiético.
Al pasar este tiempo se lavaron las esporas con agua
destilada estéril (tres veces) y se inocularon en los me-
dios de cultivo: LGl (libre de nitrégeno, 10 % de sacaro-
say pH 5.5) (8), AN (Agar nutriente) y SYP (medio de
cultivo enriquecido con extracto de levadura, sacarosay
sales, pH 6.2) (9).

Aislamiento y purificacion de bacterias endosporicas. Se
inocularon de forma superficial esporas intactas (aproxi-
madamente 30 esporas por placa de cultivo) y macera-
das (0.1 mL del producto macerado por placa de cultivo).
Se incubaron durante siete dias a 30°C. Las colonias
obtenidas fueron seleccionadas teniendo en cuenta su
morfologia y frecuencia de aparicién en el medio de culti-
vo, las cuales fueron observadas al microscopio
estereoscopico. La purificacién tuvo lugar en medio LGI,
donde se inocularon por agotamiento las bacterias para
conseguir colonias aisladas.

Caracterizacion morfologica y bioquimica de los aislados. A
los aislados se les realiz6 tincion de Gram (10), provenien-
tes de cultivos frescos de Agar nutriente (24-48 horas). Para
la deteccion de la enzima catalasa se utilizo peréxido de
hidrogeno al 10 %y para observar los requerimientos de
oxigeno (11) se trabaj6 con el medio de cultivo tioglicolato.

Se evalud la actividad de reduccién de acetileno
(ARA) mediante cromatografia gaseosa (12). Se emple6
un detector Taguchi, con aire como gas portador a una
presion de ocho libras por pulgada cuadrada (55kPa), con
columnas rellenas con Porapak. Para el procesamiento
de los datos se utilizo el programa Logger Pro. Vernier
Software, version 1.06, 1997.

Las bacterias con forma bacilar, Gram negativas,
reductoras de acetileno y formadoras de colonias naran-
jas en medio de cultivo LGlI, fueron inoculadas en medio
Agar papa (13) y medio basal de Gordon (14), para los
gue se probaron seis azlcares: manitol (M), manosa (m),
lactosa (1), fructuosa (f), glucosa (g) y sacarosa (s). Se
considera resultado positivo el cambio de color del medio
de malva amarillo, el indicador utilizado fue bromocresol
parpura. En el caso del medio Agar papa se utilizé una
cepa de G. diazotrophicus como control positivo.
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Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias fue-
ron observadas al microscopio estereoscopico, incuba-
das durante siete dias a 30°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la desinfeccién superficial de las esporas, au-
tores como Reis han empleado seis metodologias, con
el objetivo de validar la presencia de la bacteria endoéfita
Gluconoacetobacter diazotrophicus en esporas de HMA,
en cultivos de cafia de azucar en Rio de Janeiro (15).
Otros autores plantean que existen fallos en la desconta-
minacion de la pared de las esporas, producto de la aso-
ciacion de estas con bacterias (16).

En este trabajo se emplean varias metodologias con
el objetivo de obtener una completa desinfeccion de la
pared externa de las esporas. Con el método 1 (ver Mate-
riales y Métodos) aparecian muchos contaminantes en
las placas de cultivo, generalmente hongos, los cuales
no permitian un aislamiento de las bacterias obtenidas.
Ademas, este no era lo suficientemente efectivo como
para desinfectar totalmente la pared externa de las espo-
ras, ya que se observé un crecimiento bacteriano en pla-
cas petri donde se inocularon esporas intactas. Debido a
ello, en estos experimentos se trabajé con modificacio-
nes del método 1 (7), persiguiendo la completa desinfec-
cion de la pared externa de las esporas y para tener la
certeza de que las bacterias aisladas fueran bacterias
endosporicas.

Figura 1. Esporas de Glomus clarum

Cuando se utilizd el método 1 (modificado por los
autores) de desinfeccion total de la pared de las esporas,
se obtuvo crecimiento bacteriano solo en las placas don-
de se habian inoculado bacterias maceradas, en los tres
medios de cultivo citados en Materiales y Métodos. Este
resultado es una evidencia de la presencia de bacterias
endosparicas en HMA Glomus clarum. Algunos autores
han observado por microscopia electrénica la presencia
de estructuras en el interior de las esporas de diferentes
especies de HMA (Glomus caledonium, Acaulospora
laevis y Gigaspora margarita) (17, 18). Ademas, se han
realizado pruebas morfolégicas y moleculares que de-
muestran que en las esporas de G. margarita (aislado
BEG 34) existen verdaderas bacterias; ademas, amplifi-
caron ARN 16S bacteriano desde ADN total de esporas 'y
por secuenciacion directa indicaron homologia con bac-
terias del género Burkholderia (3).
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De las bacterias crecidas en los tres medios de cul-
tivo, se aislaron y purificaron 25 cepas bacterianas con
caracteristicas morfolégicas diferentes como se muestra
enlaTablal.

Tincién de Gram. A las 30 horas de incubacion aproxi-
madamente, se detecto crecimiento para la realizacion
de la tincidon, observandose predominio de
microorganismos bacilares y Gram negativos (Tabla I).
En la hifosfera de HMA Glomus fasciculatum se han ob-
servado resultados similares (19).

Tolerancia al oxigeno. Debido a la ubicacion del creci-
miento en tubos con medio Tioglicolato, se puede inferir
gue todas las cepas son aerobias, detectandose en casi
todos los aislados actividad catalasa. El resultado fue
negativo en las cepas 15y 20, y difuso en las cepas 8, 19
y 21, donde no se observo claramente la efervescencia
causada por la liberacién de oxigeno a partir de peroxido
de hidrogeno en presencia de la enzima catalasa.
Capacidad reductora de acetileno. Se detectaron picos
de actividad nitrogenasa en todas las cepas ensayadas.
Los valores de ARA de los aislados oscilan entre 0.7 y
4 nmol de etileno producido.hora™.mL™ de medio de cul-
tivo. La cepa Gluconoacetobacter diazotrophicus por sus
caracteristicas de microorganismo diaz6trofo mostro un

valor de ARA de 29.9 nmol de etileno.hora™.mL™ de me-
dio de cultivo.

Medio Agar papa. En este medio Gluconoacetobacter
diazotrophicus forma colonias carmelitas. Sélo las ce-
pas 8, 17 y 18 fueron capaces de formar colonias carme-
litas similares al control positivo, siendo ésta una carac-
teristica de gran importancia seguida con fines
taxondmicos para el género Acetobacter (20) (Tabla I1).
Utilizacién de azlcares. Las cepas 8, 17 y 18 fueron ca-
paces de tornar el medio de malva a amarillo. Los resul-
tados se muestran en la Tabla I1. Dichas cepas fueron
capaces de utilizar sacarosa como Unica fuente de car-
bono, ademas crecieron en medios de cultivo que solo
tienen como fuente de carbono glucosay fructuosa, y en
el caso de la cepa 8 y 18, manosa.

La concentracion final de estos azlcares en el me-
dio es de 0.5 %. Para el caso de la sacarosa esta con-
centracion no resulta relevante, ya que es sabido que
son capaces de crecer en perfectas condiciones en me-
dio LGI. Pocas bacterias crecen a tan altas concentra-
ciones de este azUcar, lo que resulta distintivo de otros
grupos bacterianos. De hecho, las cepas objeto de este
estudio fueron conservadas en medio LGI durante tres
meses, conservando perfectamente la viabilidad.

Tablal. Caracteristicas morfolégicas y biogquimicas de las cepas aisladas

Cepas Tincion Morfologia Crecimiento Actividad Caracteristicas de la coloniaen LGI
de Gram del microorganismo en Agar nutriente  Catalasa (incubadas a 30°C durante 7 dias)
(24-48 h)
1 - Cocos grandes + + Colonias elevadas, naranjas oscuras cremosas

2 - Coco-bacilos + + Colonias amarillas oscuras

4 - Bacilos + + Colonias amarillas claras

5 - Bacilos + + Colonias amarillas claras

6 + Bacilos pequefios + + Colonias rosadas oscuras

7 + Bacilos finos y pequefios + + Colonias amarillas claras

8 - Bacilos pequefios y delgados + D Colonias naranjas

9 + Bacilos - + Colonias amarillas oscuras elevadas,
medianas, lisas

10 - Cocos + + Colonias amarillas oscuras

11 - Cocos + + Colonias amarillas oscuras, elevadas

12 + Bacilos - + Colonias amarillas oscuras, elevadas,
medianas, lisas

13 - Bacilos, alargados y finos - + Naranjas cuando provienen del medio LGl y
en medio de cultivo SY P son amarillas palidas
y mas grandes

14 + Bacilos - + Colonias amarillas claras

15 + Cocos + - Colonias amarillas

16 - Bacilos + + Colonias amarillas oscuras, lisas

17 - Bacilos pequefios + + Colonias naranjas

18 - Bacilos + + Colonias naranjas

19 Bacilos - D Colonias naranjas

20 + Bacilos con espora central - - Colonias rosadas, elevadas

y terminal

21 - Bacilos largos + Colonias amarillas oscuras.

22 + Bacilos - + Colonias blancas en cultivo jévenes (3-7 dias)
en medio LGI, con més dias se muestra
naranja-carmelita

23 + Cocos grandes + + Colonias amarillas claras

24 - Bacilos + + Colonias amarillas, lisas

25 - Bacilos + + Colonias blancas (3 dias) en medio LGI, alos

5 dias comienza a tomar color amarillento
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Tabla ll. Comportamiento en medio Agar papay me-
dio basal de Gordon de los aislados con
caracteristicas similares a G. diazotrophicus

Cepas Medio Agar papa Formacion de écido a partir de carbohidratos

2 nocreci6 (M) no creci6; (m) no creci6; (1) no creci6; (g)-; (9)-; (f)

(M) = (m)+; ()5 (9) +(9) - () +
(M) +; (m) +; (1)-3(9) -5 (9) - (F)-
(M)-; (m)+; (1)-5 (@) (9+; (F)-

4 verde carmdlita
5 no crecio
8 carmelitas

16  amarillo (M)+; (m)+; (1)+; (9)+; (9+; (H+
17  carmdita (M)-; (m)-; (1) (@)+: (9 + (O)+
18  carmdita (M)-; (m)+; (1) (@ (9 +; ()+
21  rosado (M) +; (M) +; (I+); @)+ (9 - ()+
24 rosado (M) = (m) - ()= (@) (9 - )+
25 amaillooscuro (M) - (m) +; ()+; (9)+; (9 +; (N+

D-Actividad catalasa difusa
(M)-manitol, (m)-manosa, (s)-sacarosa, (l)-lactosa, (f)-fructuosa,
(9)-glucosa

Resultan de gran importancia las bacterias aisladas
dadas sus caracteristicas diazotrofas, lo que le brinda la
capacidad entonces de tomar el nitrégeno atmosféricoy
reducirlo a una forma utilizable por las plantas. Esto con-
tribuye a un mejor funcionamiento de los HMA en
ecosistemas agricolas, sumandose a las numerosas
bondades que ofrecen estos hongos tales como absor-
cién de varios nutrientes, tolerancia a estrés biético y
abiodtico y produccién de hormonas. Recientemente fue-
ron aislados genes nif a partir de cultivos de bacterias
endospdricas pertenecientes al género Burkholderia (21).

CONCLUSIONES

El método de desinfeccidn total de esporas (método 1
modificado por los autores) logré una completa desinfec-
cién de la pared externa de las esporas de Glomus clarum.
Fueron aisladas y purificadas 25 cepas microbianas de
las esporas de Glomus clarum, siendo muy interesante
su aerobiosis y su capacidad nitrofijadora. Las cepas 8,
17y 18 son bacilos Gram negativos, formadores de colo-
nias naranjas en medio de cultivo LGI, capaces de redu-
cir acetileno a etileno, formadores de colonias carmeli-
tas en Agar papa y utilizan sacarosa, glucosa, fructuosa
(cepas 8, 17 y 18) y manosa (cepas 8 y 18) como Unica
fuente de carbono, caracteristicas coincidentes con el
enddfito diazétrofo Gluconoacetobacter diazotrophicus.
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