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CONTROL DE CALIDAD DE INOCULANTES
FORMULADOS CON HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES (HMA)

Cabello Marta; Ada Albanesi (ex aequo); Celia Branddn

Resumen

Existen diferentes inoculantes de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) en
el mercado que generan la necesidad de establecer estdndares ampliamente aceptados
para el control de calidad. Ello es relevante porgue son organismos biotrofos, endosimbion-
tes obligados, pertenecientes al phylum Glomeromycota. Se requieren protocolos basicos
normalizados para determinar la eficiencia del inoculante a base de HMA, y por ello se deta-
llan las metodologias necesarias, consensuadas y adaptadas para el aislamiento, produccién
y analisis de eficiencia de inoculantes a base de hongos arbusculares. La determinacién de la
abundancia de esporas por la técnica del gradiente de sacarosa y la tincién vital de las espo-
ras para registrar el estado fisioldgico del hongo, la deteccidn de la presencia de las estruc-
turas fungicas, como arbusculos, hifas, circunvoluciones de hifas, vesiculas en el interior de
las raices, la viabilidad de las hifas, la verificacién de sustancias de reserva y la cuantificacién
del efecto del hongo micorricico en el crecimiento y desarrollo vegetal son tépicos que se
abordan y cuyas metodologias se detallan.

Palabras clave: Glomeromycota, micorrizas, control de calidad, biotecnologia.

1. Introduccién diversidad bioldgica, incluida la del suelo y mayor
aceptacion de estos recursos naturales a ser usa-
dos en tecnologias alternativas a los agroquimicos
y iii) la sociedad estd demandando producciones

sustentables” (Gianinazzi y Vosatka, 2004).

El desarrollo de inoculantes micorricicos es
un proceso que implica procedimientos com-
plejos de desarrollo biotecnolégico y el cumpli-
miento de multiples requisitos legales, éticos,
de transferencia, educacién y comerciales (Von
Alten et al., 2002; Tarbell y Koske, 2007).

Actualmente, los inoculantes a base de hon-
gos micorricicos arbusculares se producen en
parcelas inoculadas, en contenedores con di-

El desarrollo de esta incipiente industria biotec-
noldgica se debe a que: “i) los HMA son beneficio-
sos en el desarrollo y la salud de las plantas, en Ja
recuperacién de los suelos y en la bioremediacién;
ii) hay mayor conciencia sobre temas tales como la

ferentes sustratos y plantas, sistemas hidropd-
nicos o in vitro (Jarstfer y Sylvia, 1994). Basica-
mente, el desarrollo de |la formulacién consiste
en colocar propdgulos fungicos (fragmentos de
raices colonizadas con HMA, fragmentos de mi-
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celio fungico y/o esporas) en un soporte como
perlita, turba, arcilla inorganica, zeolita, vermi-
culita, arena) (Estaun et al., 2002).

Existen diferentes productos en el mercado
que generan la necesidad de establecer estdn-
dares ampliamente aceptados para el control de
calidad (Honrubia et al.,, 1992; Colozzi Filho, 2004;
Garcia Garrido et al., 2004; Rubio et al., 2006). Par-
ticularmente, esto es de suma importancia con los
hongos MA, gue son endosimbiontes obligados
pertenecientes al phylum Glomeromycota, por-
gue el cumplimiento de los requisitos de cafidad
estd estrechamente relacionado con el método de
produccion de indculo.

El inoculante que contiene propagulos de
HMA debe ser evaluado y debe ser probada
su eficiencia agrondmica. Por ello, el manejo
de estos microorganismos y la produccion de
inoculantes requiere conocimientos técnicos y
metodologias normalizadas.

Muchos de los protocolos de determinacién
de parametros de eficiencia son simitares, inde-
pendientemente del tipo de microorganismo
inoculado y de la planta cultivada, pero con los
HMA se demandan procedimientos particulares
por las caracteristicas intrinsecas de estos mi-
Croorganismos.

Se requieren protocolos basicos normali-
zados para determinar la eficiencia del inocu-
lante a base de HMA, y por ello se detallan las
metodologias bésicas necesarias consensuadas
y adaptadas para el aislamiento, produccién y
anélisis de eficiencia de inoculantes a base de
hongos arbusculares.

2. Fundamento de la metodologia

La densidad de esporas del phylum Glome-
romycota de inoculantes o de suelos, determina-
da por la técnica del gradiente de sacarosa por
ej. (punto 3.1) da indicios de la abundancia (Figu-
ras 1, 2, 3 y 4) (Sieverding, 1983; Cabello, 2008)
y permite inferir la factibilidad de la interaccién
hongo-planta.

Luego, es conveniente realizar la tincidn vi-
tal (punto 3.2) que indica el estado fisioldgico
del hongo (Any Hendrix, 1988) y permite distin-
gulir rasgos morfolégicos (Figuras 5,6y 7).

De todas maneras, la prueba mds contun-
dente de que el hongo estd fisioldgicamente
activo es {a deteccion de la presencia de las
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estructuras fungicas, como arbusculos, hifas,
circunvoluciones de hifas, vesiculas (Figuras 8,
9, 10y 11), en el interior de las raices {Cabello,
2008) y la visualizacidn del efecto del hongo mi-
corricico en el crecimiento y desarrollo vegetal
(puntos 3.4.2 y 3.3, respectivamente).

La presencia de estructuras fungicas en el

Figura 1. Espora de Scutellospora fulgida.
Foto: M. Cabello

Figura 3. Glomus intraradices (esporas en fasciculo).
Foto: M. Cabello.
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interior de las raices se realiza por tinciones no
vitales (punto 3.4.2) (Phylips y Hayman, 1970;
Giovanetti y Mosse, 1980).

La actividad succinato deshidrogenasa de-
termina la viabilidad de las hifas de hongos mi-
corricicos arbusculares (An et al., 1998; Kough
y Gianinazzi-Pearson, 1986; Kough et al., 1987).
Se utiliza para evaluar efectos de téxicos sobre
estos hongos (punto 3.4.1).

Figura 4. Glomus fuegianum (esporocarpo).
Foto: M. Cabello.

Figura 5. Esporas, previo a la tincién vital.
Foto: M. Cabello.

Figura 6. Esporas con tincidn vital. Foto: M. Cabello.

2500m
Figura 7. Rasgos morfoldgicos en esporas.
Foto: M. Cabello.

- 3 " g S

Figura 8. Hifas y circunvoluciones en raiz.
Foto: M. Cabello.

 } ' /
Figura 10. Punto de entrada donde las hifas se han
originado desde células auxiliares. Foto: M. Cabello.
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Figura 11. Vesiculas en raiz. Foto: M. Cabello.

Con la tincién de raices micorrizadas y veri-
ficacién de lipidos (punto 3.4.3) se confirma la
presencia de lipidos en el micelio (Figura 12) y
estructuras arbusculares intraradicales (Figura
13).

Figura 12. Lipidos en vesiculas dentro de raiz.
Foto: M. Cabello.

Figura 13. Arbusculos en el interior de células de
raiz de Erythronium americanum. Tomado
de Mycorrhizal Associations- The Web Resource.
Mark Brundett, 2008.
Disponible en http://mycorrhizas.info/resource.html
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Para cuantificar la micorrizacidn se realiza
el recuento en placa reticulada {punto 3.5.1) y
para cuantificar las estructuras fingicas se rea-
liza el recuento de segmentos de raiz en micros-
copio {punto 3.5.2).

3. Metodologia

3.1. Extraccion y cuantificacion de esporas de HMA
(desde el suelo o desde inoculantes solidos). Técnica
del gradiente de sacarosa. Procedimiento

3.1.1. Muestra y Tamizado

Pesar 50 - 100 g de suelo rizosférico (o de
inoculante) y diluirlo en 1 litro de agua, pa-
sar por tamices de 300 um, 150 pmy 50 um.

3.1.2. Recoleccién del material

Arrastrar los contenidos de tamices de 300
um, 150 um y 50 um con ayuda de una pise-
ta a tubos de centrifuga de 50 mL.

3.1.3. Interfase

Con el aguay el residuo de los tamices (pun-
to anterior) en un tubo de 50 mL lleno has-
ta la mitad, agregar (hasta completar) una
solucién acuosa de sacarosa pura al 60 %
(puede emplearse azucar de mesa de pri-
mera marca al 80 %) con una jeringa desde
el fondo del tubo para formar un gradiente.

3.1.4. Centrifugado

Centrifugar durante 2 minutos a 1500-2000
rom.

3.1.5. Recoleccién de esporas

Extraer la fase inferior (de sacarosa) del
tubo, volcar sobre un tamiz (50 pm) y lavar
con abundante agua corriente para eliminar
la sacarosa y evitar la ruptura de esporas
por presion osmética.

3.1.6. Cuantificacion

Transferir el material a una placa de Petri
con una cuadricula de 1em dibujada en la
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parte inferior para contabilizar el nimero de
esporas HMA bajo lupa estereoscépica. Se
cuentan en la cépsula con lineas dibujadas y
se refieren a peso seco de suelo o inoculan-
te (yo lo entiendo pero me quedan dudas si
todos lo entienden?).

Referir el numero total de esporas HMA a
100 g ml* de inoculante (hablamos solo de
inoculante, me parece). Para ello, para de
cada una de las muestras se toma una ali-
cuota de inoculante que se seca en estufa
durante 5 horas a 1052C determinandose el
grado de humedad del mismo.

3.1.7. Preparacién de material de herbario de las
esporas de Glomeromycota.

El tamizado de suelo centrifugado sdlo
contiene esporas 0 pequefios esporocarpos.
Los esporocarpos se levantan facilmente de la
muestra con la ayuda de pinzas de punta fina.
Las esporas se aislan con pipetas Pasteur cuya
punta ha sido afinada sobre la llama. En el pro-
ceso de observacidn y aislamiento, las esporas
se separan en grupos individuales de acuerdo a
rasgos morfoldgicos (tamafio, color, conexiones
hifales morfaldgicamente semejantes, caracte-
risticas de la superficie de la espora, para poste-
rior manipulacién de los grupos individuales se
transfieren en agua a vidrios de reloj).

Existen 2 métodos comunes para fa prepara-
cion de material de herbario de las esporas. Uno
de ellos es transfiriendo las esporas a pequefios
viales conteniendo 5 % de formalina. El segundo
método es transferir esporas con poca agua en
portaobjetos, después de la evaporacidn del agua
se agregan unas gotas de PVL {Polivinil alcohol lac-
tofenol) en el sitio donde estan las esporas antes
de colocar el cubre. El PVL es un medio de montaje
permanente y endurece entre 1y 2 dias. Es conve-
niente secar el preparado durante 12 h en estufa
a 60°C; de esta manera se clarifica y se pueden vi-
sualizar bien las paredes de |as esporas.

Las preparaciones permanentes de esporas
se observan en microscopio compuesto con
100-1000x de aumento. Es imprescindible para
medir las esporas que el ocular esté provisto de
reglilla. Cuando la espora muestra claramente
la conexidn hifal puede determinarse el género
del hongo del que se trata.

3.2. Viabilidad de esporas de Glomeromycota
determinada con tincion vital (An et al. 1998).
Se utilizan las esporas obtenidas en el punto 3.
3.2.1. Solucion incubadora

Preparar una solucién stock que conten-
ga 0.5 mg MTT mL?* (MTT [(3-(4, 5-dime-
thyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetra-
zolium bromide] con agua deionizada. La
solucidn stock puede almacenarse por va-
rios meses a 42C en la oscuridad.

3.2.2. Procedimiento

Igual volumen de la solucién stock y una so-
lucién acuosa con suspensidn de esporas de
HMA se mezclan en un tubo eppendorfy se
incuba a temperatura ambiente por 40 h..
Luego se remueven las esporas y se las ob-
serva con microscopio estereoscdpico. Las
esporas vitales se tifien de rojo brillante. Las
no vitales permanecen del color original.
Pasadas las 40 h de incubacién todas las es-
poras se tornan azules.

Observaciones: manejar el MTT con precau-
cidn ya que es una agente mutagénico.

3.3. Validacién de la viabilidad de inoculantes
3.3.1. Ensayo en planta
3.3.2. Preparacion del material

Mantener el inoculante en un lugar fresco y
seco, no exponer directamente a los rayos
del sol.

Preparar 10 vasos de 180 mL de capacidad,
aproximadamente, conteniendo vermiculita
estéril con humedad correspondiente a ca-
pacidad de campo. Los vasos deben tener
dos perforaciones en el fondo de, aproxima-
damente, 2 mm de didmetro.

3.3.3. Inoculacion

Colocar cinco semillas esterilizadas de alfalfa
(Medicago sativa) por recipiente, efectuando
previamente un orificio a una profundidad
no mayor a 2 veces el tamano de la semilla.
Utilizar semillas de buena calidad con buena
energia germinativa, y sin fungicidas.
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Nota: se pueden usar otras especies vegetales
micotroficas.

Luego cubrir con vermiculita y compactar lige-
ramente.

Inocular de acuerdo al marbete del producto.

Definir el tamafio de las bandejas en donde se
colocan los vasos en funcidn del espacio.

3.3.4. Ensayo

Colocar los vasos en oscuridad hasta inicia-
da la germinacion. A partir de emergencia,
mantener 1 cm de la base de las bandejas
con agua destilada, cuidando que el estrato
superior de la vermiculita permanezca hu-
medo.

En emergencia plena, dejar sdlo una planta
por vaso.

E) riego se realiza con agua destilada por
capilaridad. Como la siembra se realiza en
vasos a capacidad de campo, evitar el riego
hasta la emergencia (evita que se pudran las
semillas, en caso de necesidad agregar 10
mL por vaso), luego se mantiene 1 cm en la
bandeja de la base con agua destilada, cui-
dando que el estrato superior de la vermicu-
lita permanezca humedo.

Nota: El agua destilada debe ser de buena cali-
dad de pH 7 {no menor a 6). Si el pH es menor,
hervirla para la eliminacion del didxido de carbo-
no disuelto y asi corregir pH. Si no se corrige de
esta manera revisar provisioén de agua destilada.

Llevar a cdmara de cultivo, las condiciones
se dan en el anexo.

3.3.5. Evaluaciéon

A 30 dias a partir de la emergencia, se des-
calzan las plantas y se realiza la tincidn no vital
con azul de tripano o azul de algodén {Philyps y
Hayman, 1970} y la posterior cuantificacion por
recuento en placa reticulada.

Se recomienda utilizar azul de algoddén en
lugar de azul de tripano que es cancerigeno.
(acd si es una alternantiva buenalll)
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3.3.6. Evaluacion y presentacion de
resultados

Los resultados se expresan como porcentaje
de raiz colonizada.

3.4. Tincidn de la micorrizacion

3.4.1. Tincién vital de estructuras fungicas.
Determinacidn de la actividad succinato
deshidrogenasa. Procedimiento

3.4.1.1. Preparacion de raices

Tras lavar las raices, se cortan en trozos de
0,5 a 1 cm de longitud.

3.4.1.2. Incubacién

Colocar 2 mL de solucidn incubadora (ver
anexo) y llevar a estufa a 25°C durante 16-
18 h.

Eliminar la solucién incubadora, afiadir so-
lucidn acuosa de hidrato de cloral al 75 %y
colocar en ebullicidn a bafio Maria durante
15 minutos.

3.4.1.3. Contratincion

Eliminar el hidrato de cloral, cubrir las raices
con fucsina acida al 0,01% en &cido lactico a
bafio Maria durante 10 minutos.

Montar los trozos de raiz y observar al mi-
croscopio. Las zonas donde actud la succi-
nato deshidrogenasa se visualizan de co-
lor azul-violaceo y las dreas de micelio no
activo o muerto se tifien de fucsia.

3.4.2. Tincién no vital de estructuras fungicas

3.4.2.1. Tincion de raices micorrizadas con azul
de tripano

3.4.2.2. Tratamiento de las raices

Lavar las raices con abundante agua y elimi-
nar los restos de material sélido adherido a
ellas.

Trocear y sumergir en una solucién de KOH
al 10 %. Las raices se calientan (90-1002C)
durante 30 minutos.
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3.4.2.3. Lavado

Eliminar el KOH vy lavar las raices con abun-
dante agua.

Para raices lefiosas pasarlas por peréxido de
hidrogeno (= agua oxigenada, H20?) al 10 %
durante 5 minutos.

3.4.2.4. Neutralizacion

Sumergir las raices en HCl 0,1 N durante 2
minutos.

3.4.2.5. Coloracién propiamente dicha

Eliminar el HCI y afadir azul de tripano al
0,05 % en acido lactico. Calentar a 902C du-
rante 5 minutos.

Eliminar el colorante y afiadir acido factico
para su conservacion.

3.4.2.6. Observacion al microscopio estereoscopico
(lupa) y/o microscopio 6ptico

3.4.3. Tincién de raices micorrizadas y verificacién
de lipidos

3.4.3.1, Tratamiento de las raices

Colocar las muestras de raiz, previamente
lavadas, en vasos de precipitado, cubrir con
KOH al 10 % y calentar a bafio Maria duran-
te 20 minutos a 1 hora (dependiendo de la
estructura radical) a 90°C.

3.4.3.2. Lavado

Eliminar el KOH y lavar las raices 3 veces con agua.

3.4.3.3. Neutralizacién

Afadir HCl 0,1 N manteniéndolo 3 minutos
a temperatura ambiente.

3.4.3.4. Coloracién propiamente dicha

Eliminar el HCI y afiadir azul de Tripano o
azul de algoddn + Sudam Il (ver anexo).

Colocar en el bafio Maria a ebullicion duran-
te 5 minutos.

Eliminar el colorante, colocar las raices en
agua.

3.4.3.5. Observacién: al microscopio estereoscopi-
co (lupa) y/o microscopio éptico

Las estructuras de hifas presentan vacuolas
con lipidos las cuales se tifien de rojo con el
Sudam Il mientras que la restante coloniza-
cidn (sin lipidos) se tifie de azul.

3.5. Cuantificacién de la micorrizacion
3.5.1. Recuento en placa reticulada

Los segmentos de raices tefiidas (1 cm) se
distribuyen al azar en una placa reticulada. Se
observan bajo estereomicroscopio {40x) las in-
tersecciones de las raices con el reticulo, distin-
guiendo los puntos de raiz micorrizados de los
que no lo estan. El porcentaje de micorrizacidn
viene dado por el cociente entre los puntos de
raiz micorrizadas y el nimero total de intersec-
ciones observadas (un minimo de 100).

3.5.2. Recuento de segmentos de raiz en
microscopio

Montar segmentos de raiz de 1 ¢cm de longi-
tud en un portaobjetos (Figura 13) y sobre ellos
se hace un recuento especifico de estructuras
fungicas en el microscopio: nimero de puntos
de entrada cm-1 de raiz, niUmero de vesiculas
cm-1 de raiz o el porcentaje de Ia longitud ocu-
pada por arblsculos.

Las lineas de la Figura 13 punteadas (3} son
imaginarias y sobre ellas se debe desplazar el
campo del microscopio. Cuando se cruza una
raiz (10 lineas en rojo) se registra lo que se ob-
serva: hifa, arbusculo, circunvolucion 6 vesicu-
la, o bien nada.

Figura 13. Esquema de portaobjeto y raices.
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Esta operacidn se realiza en, al menos, 50

segmentos (=5 preparados) por muestra (total
3 lineas en cada preparado=150 intersecciones
X 5 preparados= 750 lecturas por muestra). Se
debe considerar las repeticiones (McGonigle et

al.,

1590).
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ANEXO

Técnica del gradiente de sacarosa
Preparacién de PVL

15 g de polivinil alcohol (75 % hidrotfizado)
se disuelven en 100 mi de agua a bafio de
Maria a 80°C, esta solucion basica debe al-
macgenarse en la oscuridad y frasco bien ta-
pado. Para preparar PVL 56 g de esta solu-
cién hasica se mezclan con 22 g de fenol v
22 g de dcido lactico.

Condiciones de la cAmara

Fuentes de luz: 6-7 tubos Growth-lux por
m?y tubos de luz dia en una relacién 2/1 {o
posible reemplazo con lampara de sodic o
alternativas con led).

Densidad: aproximadamente 21 tubos por
metro lineal {1 lampara).

Altura: 40 ¢m al borde de los vasos (1 m de
los vasos).

Luminosidad: aproximadamente 4.600 lux .
Fotoperiodo: 16/8 para alfalfa.

Temperatura maxima 252C; temperatura
minima 152C.

Humedad relativa: minima del 65%.
Vermiculita.

Preferentemente utilizar vermiculita INTER-
SUM, mediana {o Bertinat fina).

Acondicionar en bandejas y tyndatizar en
autociave a 1002C {con espita abierta) por
60 minutos durante tres dias consecutivos.

Distribuir en los vasitos y lavar con agua desti-
lada o de lluvia tres veces consecutivas o hasta
pH 7 {(Medir pH en agua de percolacién).

Si fuera necesario se puede recurrir a utili-
zar solucién buffer (K,PO,H 0,5 g; KPO,H, 0,7
g; Agua Destilada 1000 mL).

Tincidn vital.

Hidrato de cloral al 75% en agua.

Fucsina acida al 0,01% en acido lactico.
Solucidn incubadora de la tincidn vital.

1 mL de succinato disddico (2,5 M).

2,5 mL de azul de tetrazolio (4 mg mlL-1).
2,5 mLTris-CIH (0,2 M, pH 7).

1 mL Cl. Mg {5 mM).

3 mlL agua destilada.

Tincién no vital.

Azul de algodén o Azul de tripano al 0,05 %
en acido lactico + 0,1 % de Sudan Il
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