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LOS SISTEMAS DE CU LTI\{O In Vitro APLICADOS AL ESTUDIO
DE LOS HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (HMA)
Review
In Vitro culturesystemsapplied toAMF studies

Kalyanne Fernandez Suarez®

ABSTRACT. The advances in the study of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (AMF) and the process involved in their
interactionswith plantsdepend in great extent of invitro culture
systems which include both organisms, due mainly to their
biotrophic condition and hypogeous nature. Those systems
have evolved trough the years and at the present time alot of
questions related with the physiology and biochemistry of
association had been resolved. Some aspects about the
importance of invitro culture systems applied to AMF studies,
the type of current systems and their advantages and
limitations, besides some factors which influence thein vitro
mycorrhizal establishment are considered inthisreview.
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RESUMEN. Los avances en el estudio de los Hongos
Micorrizicos Arbusculares (HMA) y de los procesos
involucrados en su interaccion con las plantas dependen en
gran medidade lossistemas de cultivoinvitro queincluyena
ambos organismos, debido fundamental mente asu condicion
de simbiontes obligadosy asu caracter hipdgeo. Estos sistemas
han evolucionado con € decursar delosafiosy en laactudidad
han contribuido a dar respuesta a un sinnUmero de
interrogantesrel acionadas con lafisiologiay labioguimicade
la asociacion. Algunos aspectos sobre laimportancia de los
sistemas de cultivoin vitro aplicados a estudio delosHMA,
|os tipos de sistemas existentes, sus alcances y limitaciones,
asi como algunos factores queinfluyen en el establecimiento
micorrizico in vitro son considerados en esta resefia.
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ALGUNAS GENERALIDADES
SOBRE LOS HMA

Las micorrizas son asociaciones
mutualistas altamente evolucionadas
que se establecen entre determinados
hongos del suelo y las raices de las
plantas. Los individuos involucrados
son hongos pertenecientes a los
Phyla Glomeromycota, Ascomycota
y Basiodiomycota y la mayoria de
las plantas vasculares (1). Entre hongos
y plantas se establece una simbiosis
mutualista,altamente interdependiente,
en la cual la planta hospedera recibe
nutrientes minerales y agua, mientras
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que el hongo obtiene compuestos
carbonados derivados de la
fotosintesis (2).

Existen al menos siete tipos de
asociaciones micorrizicas reconocidas
que incluyen diferentes grupos de
hongos y plantas hospederas con
variados patrones morfoldgicos (3).

Todas estas asociaciones varian
ampliamente en estructura y funcién
pero la asociacion mas comun es la
micorrizica arbuscular, la cual
involucraa mas del 80 % de las plantas
terrestres incluyendo angiospermas,
gymnospermas, pteridofitas, y
musgos (4). Solo un pequefio nimero
de plantas pertenecientes a las familias
Brassicaceae, Caryophyllaceae,
Chenopodiaceae o Urticaceae no son
micorrizicas (1, 5).

La clasificacion taxondémica de
los HMA ha sufrido numerosas
modificaciones desde su primera
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descripcién en 1842 (6), segun Koide
y Mosse (7). La clasificacion mas
reciente publicada (8), se muestra en
la tabla sobre el tema.

Los HMA son parte integral de
NUMErosos ecosistemas y se consideran
particularmente ventajosos para las
plantas que crecen en zonas tropicales,
en las que los nutrientes se reciclan
muy rapidamente y estan presentes
en bajas concentraciones (9).

Esta simbiosis confiere beneficios
directos a las plantas hospederas,
vinculados principalmente con la
nutricién mineral, las relaciones con
el agua y la resistencia a estrés
bidtico y abidtico; y a cambio provee
al hongo de carbohidratos (9).

Se ha estimado mundialmente
que cerca de cinco billones de
toneladas de carbono (C) son
transferidas cada afio desde las
plantas a los HMA a través de la
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Clasificacion taxonédmica de los HMIA

Phylum Glomeromycota
Clase Glomeromycetes
Ordenes (4) Familias (11)

Géneros (18)

Glomerales Glomeraceae

Claroideoglomeraceae
Diversi sporales Diversisporaceae
Acaulosporaceae
Entrophosporaceae
Gigasporaceae

Pacisporaceae

Archaeosporales Geosiphonaceae
Ambisporaceae
Archaeosporaceae

Paraglomeral es Paragl omeraceae

Glomus

Funnd iformis
Rhizophagus

Sclerocystis
Claroideoglomus
Redeckera, Diver sispora,
Otospora

Acaul ospora
Entrophospora

Gigaspora, Scutellospora,
Racocetra

Pacispora

Geosi phon
Ambispora
Archaeospora
Paraglomus

simbiosis (10) y que la biomasa total
de Glomeromycota es de 1,4 Pg (11),
comparada con la estimacion global
de la biomasa microbiana que es de
13,9 Pg (12).

SU CARACTER
DE SIMBIONTES OBLIGADOS

El origen de la simbiosis
micorrizica arbuscular se remonta al
periodo Ordovicico (13), hace mas de
450 millones de afnos. La existencia
de estructuras fdsiles sugiere, no
solo que la simbiosis micorrizica
arbuscular ha evolucionado conjun-
tamente con las plantas terrestres,
sino que esta existia mucho antes
de que las estructuras radicales
hubiesen evolucionado completa-
mente y que los hongos Glomales
se hallaban en la tierra antes de que
surgieran las primeras plantas con
semillas (Gimnospermas) (13, 14),
por lo que algunos afirman que fueron
un instrumento que las plantas
utilizaron para colonizar la tierra (15).
Esta simbiosis es también considerada
la mas antigua, en comparacion con
otras asociaciones planta-hongo,
exceptuando los liquenes. El hecho
de que las plantas hayan
coevolucionado con los hongos
micorrizicos arbusculares explica

facilmente la amplia distribucion de
esta simbiosis, no solo dentro del Reino
Plantae, sino en los ecosistemas de
manera global (16).

Por otra parte, la existencia en
la actualidad de familias de plantas
gue no se micorrizan (17), o incluso
que la condicidn micorrizica se haya
perdido a lo largo de la evolucién con
la sola mutacién de un gen, demuestra
que la ocurrencia de la micorrizacion
en las plantas es la regla y no la
excepcion (1). Esto sugiere que la
simbiosis micorrizica arbuscular (u otras
menos antiguas como las micorrizas
ericoides y ectomicorrizas) es de vital
importancia para la supervivencia de
las plantas en los ecosistemas
naturales (15, 18).

Debido a su caracter de
simbiontes obligados, los HMA no
pueden completar su ciclo de vida en
ausencia de una raiz hospedera,
aunque los compuestos indispensables
que requieren de las raices aun no
han sido totalmente identificados (19).

Uno de los principales factores
que explica su condicion de biotréfos
obligados es el metabolismo o la
absorcion de carbono en el estadio
presimbidtico (20), debido al hecho
de que las hifas extrarradicales de
estos hongos son incapaces de
absorber carbohidratos (21).

IMPORTANCIA

DE LOS SISTEMAS
DE CULTIVO In Vitro
EN EL ESTUDIO

DE LOS HMA

Sistemas de cultivo in vitro de raices.
Los estudios fisiolégicos relacionados
con la simbiosis micorrizica
arbuscular se dificultan considerable-
mente debido a la condicién de
simbiontes obligados que caracteriza
a los hongos que intervienen en la
asociacion, lo cual hace imposible
su crecimiento en condiciones
axeénicas.

Por otra parte, todos estos
eventos ocurren en un ambiente
hipdgeo, altamente complejo, que
complica aun mas las investigaciones,
teniendo en cuenta que cualquier
estudio bioquimico o molecular de la
biologia de un organismo dado requiere
de material puro, facilmente obtenible
y en cantidades suficientemente
grandes que permitan extraer las
moléculas de interés.

No obstante, el empleo del
cultivo de raices (Figura 1) como un
sistema simplificado para establecer
la simbiosis micorrizica arbuscular,
ha sido muy utilizado y particular-
mente util en numerosos estudios
fisioldgicos que incluyen dos aspectos
fundamentales: el intercambio de
sefales entre los simbiontes y el
metabolismo fungico (22).

Figura 1. Cultivo de raices
transformadas de zanahoria
(Daucus carotal.) en placa
Petri (90 mm)
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El cultivo de raices fue
desarrollado por primera vez por
White (23) y perfeccionado en afios
posteriores por Butcher y Street (24)
y Butcher (25). Posteriormente,
numerosos investigadores se sumaron
al reto de establecer la simbiosis
micorrizica sobre medios de cultivo
axénicos.

La primera esporulacion in vitro
fue obtenida en el afno 1988 por
Bécard y Fortin (26) utilizando raices
transformadas de zanahoria (Daucus
carota L.) colonizadas con Glomus
intraradices Schenck & Smith.
Posteriormente, Bécard y Piché (27)
realizaron algunas modificaciones
en el medio de cultivo existente,
reduciendo las concentraciones de
algunos elementos para evitar la
inhibiciéon del establecimiento
micorrizico sin afectar el crecimiento
y desarrollo radical. Esto permitié
contar con un sistema de cultivo
monoxénico altamente reproducible
caracterizado por la produccion de
grandes cantidades de micelio y
esporas (28).

El uso de este sistema permitio
realizar un control riguroso de
determinados parametros como: la
raiz hospedera, el indculo fungico y
las condiciones ambientales fisicas,
quimicas y microbioldgicas. Ademas,
bajo estas condiciones se pueden
llevar a cabo observaciones no
destructivas a nivel morfoldgico y
celular de gran ayuda para fisiélogos,
taxébnomos y genetistas. Es
igualmente una poderosa herramienta
para estudios de interaccidén con
patégenos y otros organismos. Este
sistema de cultivo permite también
la produccidn de indculo fungico puro
en diferentes estadios simbidticos y
en suficientes cantidades para realizar
estudios citologicos y bioquimicos
(22, 29).

El incremento creciente del
numero de especies de HMA
cultivadas in vitroy la posibilidad del
cultivo continuadoy la cryopreservacion
permitié crear una coleccion interna-
cional de HMA in vitro conocida como
GINCO (Coleccion in vitro de
Glomeromycota), en la cual se
conservan numerosas especies

pertenecientes a varias familias de
estos hongos y se reproducen nuevas
especies con el objetivo de incrementar
la coleccién. Ademas, GINCO
proporciona indculo libre de conta-
minantes y de alta calidad para las
investigaciones cientificas.

No obstante, la naturaleza artificial
de este sistema, existen numerosas
razones para continuar utilizandolo
en el estudio de los HMA. Esté
demostrado que las especies
fungicas cultivadas forman las estruc-
turas tipicas involucradas en la
colonizacidn (apresorios, arbusculos
y vesiculas) y producen un profuso
micelio extrarradical, asi como
abundante numero de esporas. La
produccion de esporas es morfoldgica
y estructuralmente similar a las
producidas en potes de cultivo y las
estructuras intrarradicales son capaces
de iniciar nuevas asociaciones
micorrizicas después de un periodo
de subcultivo, indicando que la
especie fungica es capaz de
completar su ciclo de vida en
esas condiciones (22).

Sin embargo, que determinadas
especies o aislados puedan
sobrevivir en el ambiente que brinda
este sistema de cultivo no quiere decir
que todas puedan. Existen especies
llamadas recalcitrantes que se resisten

a colonizar las raices e incluso, en
muchos casos, a germinar en estas
condiciones. El perfeccionamiento
metodoldgico continuo del sistema
de cultivo (ej. composicién del medio
de cultivo y las condiciones de
crecimiento) hara que muchas de estas
especies puedan ser cultivadas
exitosamente.

Sistema compartimentado. El sistema
de cultivo in vitro de raices fue
perfeccionado en un intento por
incrementar la semejanza de este
sistema con los sistemas naturales,
brindandole al micelio extrarradical
condiciones nutricionales cercanas
a las encontradas en los ambientes
edaficos. Con este propdsito es que
St-Amaudy colaboradores (30) crearon
un sistema de cultivo en placas Petri
compartimentadas (Figura 2), en las
que colocaron el cultivo de raices en
el compartimento proximal y un medio
de cultivo apropiado en un compartimento
distal donde solo podia crecer el
micelio extrarradical.

La primera observacion
interesante utilizando esta técnica
fue una estimulacion notable del
crecimiento del micelio fungico y un
valor diez veces superior del nimero
de esporas en el compartimento distal
comparado con el proximal.

CP: compartimento proximal conteniendo el cultivo de raices transformadas de zanahoria

en asociacion con el HMA

CD: compartimento distal, libre de raices y abundante en micelio y esporas

Figura 2. (A) cultivo de Glomus intraradices de tres meses creciendo en
sistema de placas compartimentadas; (B) ampliacion de la
zona marcada en la cual se aprecia claramente la abundante
produccién de esporas y micelio en el CD (modificado de

Fortin y col. (22)
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Segun Fortin y col. (22), el
envejecimiento de la raiz en el
compartimento proximal puede liberar
determinadas sustancias quimicas
que limitan el crecimiento del hongo
y la produccién de esporas; aunque
también es posible que estas
diferencias sean el resultado de
cambios en el pH o alteraciones en
la disponibilidad de nutrientes.

Este sistema es muy util para
los estudios de absorcion vy
translocacién de nutrientes en raices
micorrizadas bajo condiciones
controladas. Ha sido utilizado para
demostrar, utilizando radioisétopos
de P, cierta capacidad mineralizadora
de los HMA al absorber y translocar
a las raices colonizadas formas
orgéanicas (**P-AMP) e inorganicas
de P (**P04) (31). Igualmente, ha
sido empleado en los estudios de
transporte de C (32), N (33), U (34) y
Cs (35).

También permite realizar estudios
diferenciados del metabolismo
fungico al permitir separar la fase
intrarradical de la extrarradical (10),
lo cual es particularmente ventajoso
para comparar la expresion genética
entre ambas fases del micelio.
Limitaciones de los sistemas de
cultivo in vitro de raices. Si bien los
sistemas de cultivo in vitro de raices
han permitido obtener valiosas
informaciones sobre numerosos
aspectos relacionados con la simbiosis
micorrizica, es obvio que cuentan
aun con no pocas limitaciones, pues
son sistemas artificiales que tratan
de imitar las condiciones encontradas
por las raices micorrizicas en la
naturaleza. Una de las mas impor-
tantes es que la planta hospedera es
reemplazada por un solo érgano, la
raiz. Como resultado, el beneficio
simbidtico que puede obtener el
hongo de la planta se ve seriamente
afectado por la ausencia de tejido
fotosintético, un adecuado balance
hormonaly las relaciones fisiolégicas
normales de fuente-sumidero.

En estos sistemas las raices se
alimentan de manera artificial a través
del medio de cultivo. La sacarosa es
adicionada para compensar la
ausencia de fotosintatos y por tanto,

la interfase o matriz de intercambio
se ve “sumergida” en una solucién de
azucar, lo cual no ocurre en condiciones
in vivo (22). En este caso, los
carbohidratos llegan a la corteza y
al sistema vascular a través de la
epidermis, por lo que es posible que
la presencia de azucar en lainterfase
modifique la bioquimica de la
interaccion entre la planta y el hongo.

Como resultado de estas
limitaciones, numerosas cuestiones
quedan aun por estudiar y algunos
resultados son recibidos con
escepticismo. Portanto, la necesidad
de desarrollar sistemas que incluyeran
la planta completa se convirtié en un
retoy diversos sistemas fueron
disefiados con mayor o menor éxito.
Sin embargo, la gran mayoria era
casi imposible de reproducir y no

propiciaban un adecuado desarrollo
de la colonizacién micorrizica, asi
como tampoco permitian realizar
observaciones no destructivas (36),
u obtener plantas micorrizadas en
cortos periodos de tiempo.
Sistemas de cultivo in vitro que
incluyen la planta. En el ano 1995,
Elmeskaoui y colaboradores (37)
publicaron un novedoso sistema
(Figura 3A) que permitia micorrizar
in vitro plantas de fresa (Fragaria sp.)
y demostrar la capacidad de los HMA
de reducir el estrés hidrico en plantas
micorrizadas. Este era un sistema
tripartita que incluia, ademas de las
plantas, raices cortadas provenientes
de cultivo de raices transformadas de
zanahoria previamente micorrizadas,
lo cuallo hacia en extremo complicado
y dificil de reproducir.

A: sistema tripartita de Elmeskaoui y col. (37), disefiado para estudios fisioldgicos

B: sistema autotrdfico parcialmente in vitro de Voets y col. (38), propuesto para la
micorrizaciéon de plantas y la produccién de indculo micorrizico

C: sistema autotrdfico totalmente in vitro en placas Petri bi-compartimentadas, disefiado
para estudios de transporte por Dupré de Boulois y col. (36)

D: sistema de cultivo en medio liquido desarrollado para la produccién masiva de inéculo

micorrizico, de Cano y col. (39)

Figura 3. Ejemplos de sistemas de cultivo in vitro que incluyen la planta,
desarrollados con diversos propdsitos
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Después de transcurridos diez
afnos, se publica un sistema de
micorrizacién autotrofico (Figura 3B),
«parcialmente» in vitro, de plantas de
Solanum tuberosum L. utilizando
solo placas Petr (38) En dicho
sistema las raices se desarrollan
dentro de la placa, en un ambiente
totalmente in vitro, y el sistema aéreo
se desarrolla expuesto al ambiente.

Estos autores obtuvieron una
intensa colonizacién micorrizica y la
produccion de miles de esporas
después de 22 semanas de cultivo.
Las esporas fueron capaces de colonizar
nuevas plantas bajo las mismas
condiciones. Sin embargo, al concluir
el experimento, las plantas mostraban
numerosas afectaciones en su
desarrollo y estado fisioldgico, debido
al prolongado tiempo de cultivo y la
escasez de nutrientes.

Un afo mas tarde, Dupré de
Boulois y col. (36) propusieron un
sistema de cultivo completamente in
vitro (Figura 3C) utilizando placas
bi-compartimentadas que permitié
realizar estudios de transporte de
elementos entre plantas de Medicago
truncatula y Glomus lamellosum
(MUCL 43195), pero este no fue
facilmente adaptable a todas las
especies de plantas estudiadas
(ej. Solanum tuberosum L., datos no
publicados).

Dos anos después, Cano y col.
(39) publicaron un sistema
medianamentecomplejo (Figura 3D)
que estuvo encaminado a la produccion
de grandes cantidades de tejido
micorrizico de una planta micorrizada
in vitroy bien colonizada, factible para
realizar estudios de marcaje, facil de
muestrear y que permitiera realizar
cosechas subsecuentes. Este
sistema solo permitia alcanzar un
20 % de colonizacién después de cuatro
semanas de cultivo.

Todos estos sistemas (Figura 3)
demaostraron, por una parte, el potencial
del sistema de cultivo in vitro para
realizar cultivos continuados de HMA
y su utilidad como herramienta para
lainvestigacion de numerosos aspectos
relacionados con la simbiosis
micorrizica, en las cuales se hace
necesaria la presencia de tejido

fotosintético activo y la relacion fuente-
sumidero. Por otra parte, quedo clara
la necesidad de busqueda de nuevos
sistemas en los cuales se pudieran,
no solo obtener igual niumero de
esporas y de estructuras fungicas
intra y extrarradicales, sino también
plantas sanas y vigorosas, con altos
niveles de colonizacion en el menor
periodo de tiempo posible, factibles
de ser transplantadas y capaces de
reproducir la colonia fungica en
nuevos medios o ambientes de cultivo.
Sistema de cultivo in vitro a partir de
una planta donante de micelio (PDM).
Este sistema (Figura 4) fue desarrollado
por Voets y col. (40) con el propésito
de obtener plantulas eficientemente
micorrizadas en cortos periodos de
tiempo, capaces de reproducir la
colonia fungica al ser transferidas a
un nuevo medio, partiendo de demostrar
la capacidad del micelio extrarradical

de HMA proveniente de una planta
donante de colonizar plantulas
rapidamente.

Los resultados demostraron el
gran potencial de este nuevo sistema,
en el cual con solo nueve dias para
el caso de Solanum tuberosum L.
(papa) y 12 para Medicago truncatula
Gaertn. se alcanzaron niveles de
colonizacién en las plantas lo
suficientemente altos como para
reproducir la colonia fungica tan solo
transcurridas 48 horas de su
transferecia a medios frescos. En el
caso especifico de la papa, alos 12
dias de contacto con las redes de
micelio extrarradical (RME), se
alcanzaron valores de los
parametros fungicos evaluados
comparables con los obtenidos
después de 45 dias en el sistema in
vitro publicado cuatro anos antes
también por Voets y colaboradores (38).

-
"Nl X
Sl

/Pléntulas de M. A

truncatula de 4 dias

| @_

CR inoculadas

B

Plantulas de papa
micropropagadas

raices

pared divisoria

micelio extrarradical ™Y
Ry

produciendo esporas

oy D
CH y,
/ Recrecimiento
del micelio
Plantula micorrizada /
Plantulas de papa/

CR (compartimento radical), CH (compartimento hifal)

A: plantula de M. truncatula asociada con Glomus intraradices en el sistema in vitro
autotrdéfico a partir de una PDM en el medio SRM, sin azucares ni vitaminas

B: planta de M. truncatula después de dos meses de asociacion mostrando una red

profusa de micelio extrarradical en el CH

C: dos plantulas de papa de siete dias de cultivo fueron introducidas en el CH para
provocar el contacto de sus raices con la red de micelio

D: recrecimiento del micelio en las plantas de papa colonizadas transplantadas a medio
fresco E (Murashige y Skoog, modificado por el autor)

Figura 4. Representacion esquematica del sistema de cultivo in vitroa
partir de una planta donante de micelio (PDM), utilizado para
la produccion acelerada de plantas de papa micorrizadas
(modificado de Voets y col. (40)
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Estos niveles de colonizacion
nunca habian sido alcanzados en
otro sistema in vitro estudiado
anteriormente y enla actualidad ya
se han colonizado numerosas especies
de plantas de importancia econdmica
como Zea mays (maiz), Musa sp.
(banano), Plantago lanceolata,
Trifolium repens (trébol) y Vitis
verlandieri (uva), utilizando este
sistema y a M. truncatula como
planta donante’.

Por consiguiente, soninmensas
las posibilidades que este sistema
ofrece, no solo desde el punto de
vista investigativo, sino también de
aplicacion practica, en los cuales se
hace necesario tanto la colonizacion
acelerada y homogénea de las
plantas como la produccion masiva
de indculo micorrizico.

ALGUNOS FACTORES
A TENER EN CUENTA
PARA GARANTIZAR

EL ESTABLECIMIENTO
DE LA SIMBIOSIS
MICORRIZICA
ARBUSCULAR In Vitro

Propagulos micorrizicos. Los hongos
micorrizicos arbusculares poseen
tres tipos de propagulos fundamentales
en el suelo, que son: las esporas
extrarradicales, los propagulos
intrarradicales (fragmentos de raices
micorrizadas o vesiculas aisladas) y
el micelio extrarradical (41). Sin
embargo, para inciar los cultivos
monoxénicos se utilizan por lo
general dos de ellos: las esporas y los
fragmentos de raices micorrizadas
que muestran recrecimiento micelial,
0 una combinacion de ambos (29, 42).

Las esporas producidas en el
suelo por los HMA son capaces de
germinar en ausencia de sefnales
derivadas de un hospedero (43), pero
son incapaces de extender su micelio
y completar su ciclo de vida sin
establecer una simbiosis funcional
con la planta. Las esporas son los

! Declerck, Stéphane. Unidad de Microbiologia,
Laboratorio de Micorrizas, Universidad catélica
de Lovaina, LovainalaNueva, Bélgica Marzo,
2010. Comunicacion personal.

propagulos més efectivos en la familia
Gigasporaceae, mientras que se ha
demostrado que Glomeraceae y
Acaulosporaceae pueden iniciar
nuevas colonias a partir de los tres
tipos de propéagulos antes
mencionados (44).

Por otra parte, para el cultivo de
especies de hongos micorrizicos que
no producen vesiculas (ej. especies
de Scutellospora y Gigaspora) se
utilizan esporas, las cuales son
usualmente mas grandes y germinan
vigorosamente. Los esporocarpos de
G. mosseae también han sido
utilizados en un intento por establecer
el cultivo in vitro de esta especie (45).

Las esporas, por lo general, se
colectan del suelo o de potes de cultivo
a través de la técnica de tamizado
humedo y decantado y posterior
gradiente de centrifugaciéon para
separarlas de la fraccidn de suelo.
Antes de que estas esporas sean
utiizadas como indculo in vitro deben
someterse a un proceso de desinfeccion
parcial (22, 27). Este paso es critico
debido a que su éxito depende de
que la mayor parte de los contaminantes
sean eliminados, o al menos
aquellos que no juegan un papel
importante en la germinacion de las
esporas. Es necesario destacar que
NUMErosos microorganismos viven
entre las paredes de las esporas e
incluso en su interior (46), haciendo
los procesos de desinfeccion aun
mas complicados y en algunos casos
imposibles de lograr (47).

Los fragmentos de raices
micorrizadas se extraen principal-
mente de plantas trampa, prove-
nientes de potes de cultivo. Allium
porrum L. (ajo) es comunmente
utilizada para estos fines debido a
que sus raices mas jovenes son
translucidas y las vesiculas pueden
apreciarse facilmente en su interior.
Estos fragmentos también deben
ser previamente desinfectados antes
de su uso utilizando un procesa-
miento ultrasénico, segun la
metodologia de Declerck y col. (48).
Este método ha sido empleado para
el cultivo de numerosas especies de
HMA (48, 49, 50, 51).
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Por otra parte, también las
vesiculas aisladas del interior de
raices micorrizadas pueden ser
utilizadas para comenzar cultivos
in vitro, aunque esta metodologia no es
muy utilizada. Las vesiculas estan
menos contaminadas que la superficie
de las raices por lo que podrian
representar una mejor fuente de indculo.
El método de extraccién de vesiculas
(52) es algo complicado y engorroso,
por lo que raramente se utiliza para
inoculaciones de rutina. Las comparacio-
nes realizadas por Nantais (53) entre
esporas producidas in vitroy vesicu-
las aisladas de raices de ajo prove-
nientes de potes de cultivo, indicaron que
la colonizacion radical fue mas efi-
ciente utilizando esporas que las ve-
siculas aisladas.

Dentro de estos propagulos, el
micelio extrarradical es considerado
la «mitad oculta» (54) de la simbiosis
y al parecer es el componente mas
dinamico y funcionalmente diverso de
la asociacion (55).

El micelio extrarradical de los
HMA consiste en un entremezclado
de hifas cenociticas multinucleadas
y altamente ramificadas que se
interconectan a través de fusiones de
hifas o anastomosis (55), formando
redes de micelio extrarradical (RME).
En la naturaleza las RME pueden
interconectar plantas diferentes,
teniendo en cuenta la baja
especificidad delos HMA (56, 57),
representando una importante
fuente de indculo para la colonizacion
de plantas vecinas debido a la gran
cantidad de apices hifales que se
ramifican de la colonia (58, 59).

Las RME que se forman estan

directamente involucradas en la
absorcién de los nutrientes (60, 61),
la agregacion del suelo (62, 63), la
composiciéon de las plantas y el
funcionamiento de los ecosistemas
(56).
Medio de cultivo. El medio de cultivo
constituye un eslabon clave para
garantizar el establecimiento de la
simbiosis micorrizica arbuscular in
vitro, pues involucra a organismos
con requerimientos nutricionales muy
diferentes.
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Las plantas obtenidas a través
de las técnicas de cultivo de tejidos
se producen sobre medios sélidos,
semisélidos y liquidos, cuya
composicion varia dependiendo de
la especie de planta que se esté
cultivando y de los propdsitos del
productor; pero en general son ricos en
nutrientes minerales, en especial los
que de alguna manera pueden retardar
la colonizacién micorrizica e incluso
inhibirla.

En cambio, los cultivos duales
de raices y hongos micorrizégenos
son establecidos en medios sélidos,
particularmente en los medios White
modificado (minimo, M) y Strullu y
Romand modificado (SRM) (64, 65),
los cuales presentan una concentracion
de macroelemntos mucho mas baja
que las encontradas en el medio
Murashige y Skoog (MS) (66),
comunmente utilizado para la
micropropagacion de plantas.

La seleccion del medio es muy
importante pues algunos tipos de
agar contienen inhibidores propios
debido a la presencia de trazas de
metales pesados. Ademas,
determinadas concentraciones de
sulfato de sodio, fésforo y sacarosa
en el medio de cultivo son de relevante
importancia para el establecimiento de
los hongos micorrizicos (26, 37, 67),
por lo que se encuentran disminuidos
en los medios en los que estos se
cultivan.

La composicién del medio M es
incluso mas pobre que el medio SRM
y fue desarrollado comparando el
efecto de la concentracion de diferentes
elementos sobre la formacién de
micorrizas (26). Por su parte, el medio
SRM fue desarrollado empiricamente
(48) para optimizar la fase intrarradical
del hongo in vitro. La composicion
de macroelementos es similar en
ambos y las diferencias mayores se
encuentran en la composicién de
oligoelementos y vitaminas.

Enlaactualidad més de 30 aislados
de especies micorrizicas arbusculares
pertenecientes a las familias
Acaulosporaceae, Gigasporaceaey
Glomaceae se cultivan satisfactoriamente
en estos medios, utilizando cultivos
de raices como hospedero.

Intercambio de gases. El intercabio
de gases en los sistemas utilizados
para el establecimiento de la
micorrizacion de plantas in vitro es
de relevante importancia para
garantizar el éxito de la asociacion
debido a los requerimientos de los
organismos involucrados, sobre todo
de los propagulos fungicos, cuyo
establecimiento depende en gran
medida de las concentraciones
existentes de CO, y etileno,
fundamentalmente (68).

Asociados con la heterotrofia o
la fotomixotrofia de las plantas se
reconocen numerosas desventajas
de los sistemas comunmente utilizados
para establecer los cultivos de plantas
in vitro. Dentro de estas se encuentra
la adiciéon de azucares en los medios
de cultivo como fuente de carbono,
lo cual incrementa la proliferacion de
contaminantes bioldgicos; el tamafo
pequefio de los envases y la
hermeticidad de los mismos (68).
Por otra parte, estos autores también
refieren que el aire en el interior de
estos envases se satura casi
completamente con vapor de aguay
que se alteran las concentraciones de
CO, y etileno.

Todas estas condiciones
medioambientales  producen
desdrdenes morfofisiolégicos,
retardo en el crecimiento y mutaciones
y han contribuido a que la
micropropagacion fotoautotréfica
aumente las potencialidades de
aplicacion sobre los métodos
convencionales.

En cuanto al desarrollo fungico
se conoce que las raices pueden
estimular a los HMA a utilizar las
reservas de sus esporas por dos
acciones que pueden ser simultaneas:
cambios en el medio o cambios en la
composicién de los gases en el
ambiente de cultivo (67). Esto ocurre
antes de establecerse la simbiosis,
momento en que las esporas
germinantes necesitan ciertos factores
para promover el crecimiento de las
hifas. En este estadio el hongo es
tréficamente dependiente de las
reservas de la espora y algunos
exudados provenientes de la raices
regulan la habilidad del hongo para
utilizar dichas reservas (69).
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Dentro de estas sustancias se
han identificado los compuestos
fendlicos, con los cuales se han
realizado numerosas investigaciones
relacionadas con su comportamiento
en presencia de CO, (69). Estos
estudios han demostrado el efecto
estimulador sinérgico entre el CO, y
determinados flavonoides como la
quercetina, similar al obtenido
anteriormente por Bécardy Piché
(67) entre el CO, y exudados radicales.
Estos autores también demostraron
que el CO, por si solo, a 0.5 %, es
capaz de reemplazar los compuestos
volatiles liberados por lasraicesenla
activacioén del crecimiento fungico a
partir de las reservas de las esporas.
Papel del etileno en las plantas. EI
etileno se encuentra dentro de un
gran grupo de hormonas vegetales o
fitohormonas, sustancias naturales
que en bajas concentraciones regulan
numerosos aspectos del crecimiento
de las plantas (70), de su desarrollo
y de las respuestas a estrés como
sequia, heridas mecanicas y ataques
de insectos y patégenos (71). Segun
afirma Segura (72), existen, al menos,
nueve grupos de hormonas diferentes:
auxinas, citoquininas (CKs),
giberelinas (GAs), etileno, &cido
abscisico (ABA), brasinoesteroides,
acido jasmonico (AJ) y jasmonatos,
acido salicilico (AS) y salicilatos y
poliaminas (Pas).

Segun Lynch y Brown (73), el
etileno esta implicado en la respuesta
de las plantas a numerosos estreses
bidticos y abidticos; sin embargo,
poco se conoce sobre su papel ante
el estrés nutricional en términos de
deficiencia nutricional o de toxicidad
mineral. El etileno también puede ser
generado durante la necrosis de tejido
inducida por deficiencias severas y
toxicidades. La toxicidad por metales
puede inducir la produccion de etileno
por estrés oxidativo.

Existen también evidencias que
sugieren un cierto papel del etileno
en la regulacion de la respuesta de
las plantas ante la deficiencia de
macronutrientes, aunque aun no son
conclusivas. Al parecer, las deficiencias
de N y P estan relacionadas con la
produccion de etileno. El posible papel
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del etileno mediando la respuesta
adaptativa de las plantas ante el
estrés por P se asume a partir de
que este tipo de estrés induce una
variedad de cambios morfoldgicos en
el sistema radical en los que también
estd involucrado el etileno como: el
gravitropismo, la formacién de
aerénquima y el desarrollo de los
pelos radicales. Otra respuesta
adaptativa puede incluir senescencia
o0 abscision de partes de la planta.
Por otra parte, Malamy (74) afirma
que el etileno y el acido abscisico
estan implicados en los procesos de
emergencia y activacion del
meristemo.

El etileno y el establecimiento de la
simbiosis micorrizica arbucular in
vitro. Muy poco se conoce acerca de
coémo el etileno, una hormona vegetal,
puede influenciar en el suelo la
formacion de micorrizas. La evolucion
del etileno es provocada no solo por
la actividad fisica de las raices en
respuesta a varios estimulos (75),
sino también por la presencia de
infecciones microbianas (76).

Las infecciones fungicas
simbidticas en ciertas plantas pueden
estar asociadas con incrementos en
la sintesis de etileno y este a su vez,
puede ser producido por los hongos
micorrizicos e influir en el crecimiento
y desarrollo de las plantas (75).

Las condiciones de crecimiento
in vitro en las que se producen
determinadas especies de plantas
pueden provocar también incrementos
en la produccién de etileno debido al
estrés que ocasionan, relacionados
principalmente con la hermeticidad
de los envases de cultivo (77).

En raices micorrizadas se ha
descrito una reduccién en la produccion
de etileno (78), conjuntamente con
la actividad de las enzimas
quitinasas y [3-1 ,3-glucanasas. Por
otra parte, se ha informado también
que la aplicacién de etileno exdgeno
suprime el establecimiento de la
colonizaciéon micorrizica, aunque
segun Geil y Guinel (79), en bajas
concentraciones puede promover su
formacién.

CONSIDERACIONES

A pesardelos avances alcanzados
en el disefio y elaboracion de sistemas
de cultivo in vitro destinados a la
produccion de indculo micorrizico,
en mayor medida, y a la micorrizacion
de plantas, todavia quedan algunas
cuestiones por resolver para optimizar
estos sistemas. Por una parte, se
desconoce la concentracion de gases
en el interior de los envases que limita
el establecimiento de la asociacion
micorrizica y el desarrollo de las plantas,
en funcion por supuesto de la especie
vegetal de la cual se trate. Por otra,
prevalece aun la imposibilidad de
obtener plantas micorrizadas en los
sistemas cerrados convencionales
de produccion de plantas por cultivo
in vitro.

No obstante, los sistemas
disefiados hasta el momento han
contribuido a enriquecer los avances
obtenidos en el estudio de las
asociaciones micorrizicas
arbusculares in vitroy sostienen las
razones de Cano y col. (39) cuando
expusieron que “las bases de la era
del cultivo in vitrode los HMA ya estan
creadas”.
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