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CAPITULO 1
Introduccién y generalidades
Fabricio Emanuel Valdés, Camila Abarca, Roxana Paula

Colombo y Vanesa Analia Silvani

La vida (...) es también una unién simbidtica y cooperativa, que permite triunfar a los que se asocian.
LYNN MARGULIS, LA VIDA COMO LIBERTAD Y COOPERACION

Toda disciplina cientifica conserva, en si misma, un interés que a través de estudios,
observaciones y demostraciones, intenta satisfacerse de conocimiento, tratando de explicar
o brindar una organizacion a patrones que se observan en la naturaleza, y se perciben cons-
ciente o inconscientemente. Asi es como se despierta el interés y se transforma en una cien-
cia basica.

A lo largo de este capitulo comenzaremos dando una breve introduccion, asi como los con-
ceptos basicos que entendemos importantes para poder adentrarnos en la tematica de los
hongos formadores de micorrizas arbusculares (abreviadamente en lo sucesivo como hongos
MA). Partiendo desde el entendimiento del concepto de micorriza, su origen y su evolucion
histérica, hasta los actuales avances en la sistematica, los caracteres por las cuales se identi-

fican y sus principales utilidades que apuntan a las incumbencias en las ciencias aplicadas.

La Simbiosis Micorricica

Las micorrizas son asociaciones simbidticas que se producen entre ciertos hongos del suelo
y las raices de las plantas. El término micorriza proviene del griego mykos (hongo) y rhiza (raiz)
y fue utilizado por primera vez por Frank (1885) para describir un fendmeno comun que observo
en las raices de arboles de los bosques templados de Norteamérica. Estos 6rganos vegetales
se diferenciaban morfolégicamente a otras raices cuando se encontraban asociados a ciertos

hongos del suelo. Actualmente, el concepto de micorriza se utiliza de una manera mas amplia

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES — FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO UNLP 11



MICRORRIZAS ARBUSCULARES — M. C. N. SAPARRAT, M. F. RUSCITTI Y M. C. ARANGO (COORDINADORES)

para hacer referencia a una gran diversidad de asociaciones de este tipo, incluyendo angiosper-
mas, gimnospermas y pteridofitos que tienen raices, asi como los gametofitos de algunos mus-
gos, licopodios y psilotales, que no poseen raices verdaderas (Smith y Read, 2008).

En una relacion simbidtica dos organismos de especies diferentes viven conjuntamente.
Esta es una definicion muy amplia, ya que en la naturaleza las interacciones de este tipo son
diversas y pueden clasificarse de acuerdo a distintos criterios. La simbiosis puede ser perjudi-
cial para alguno de los organismos involucrados y beneficiosos para el otro, y en ese caso se
denomina simbiosis parasitica o parasitismo. También existen asociaciones que pueden ser
beneficiosas para ambas partes, y entonces se trata de una simbiosis mutualista o0 mutualismo
(Bary y Garnsey, 1887). Comunmente el término “simbiosis” se utiliza para hacer referencia
so6lo a relaciones de mutuo beneficio entre especies diferentes, de manera opuesta al concepto
de parasitismo. Ademas estas relaciones pueden ser facultativas o temporales, cuando no son
imprescindibles y las dos especies pueden vivir tanto juntas como separadas, u obligadas o
permanentes, cuando una de las partes (0 ambas) es dependiente de la otra y no puede so-
brevivir sin su simbionte.

Allen y Allen (1991) definieron a las micorrizas como simbiosis generalmente mutualista que
se encuentran en una raiz, o en una estructura similar, en la cual la energia se mueve de la
planta al hongo y los recursos inorganicos del hongo a la planta. Los hongos son seres vivos
heterétrofos y, por lo tanto se benefician con los hidratos de carbono sintetizados por la planta.
A su vez, éstos toman y transfieren nutrientes del suelo a la raiz (principalmente fésforo y nitré-
geno) y le proveen proteccidon contra patégenos y condiciones hidricas desfavorables (Smith y
Read, 2008).

Ademas de mejorar el estado nutricional y el crecimiento de su hospedante vegetal, la
simbiosis micorricica ofrece otros beneficios, entre los que se destacan: la proteccién ante
el ataque de parasitos, hongos patégenos y nematodos, el aumento de la resistencia a la
herbivoria, ya que influyen en la produccion de sustancias defensivas por parte de la misma
planta, la limitacién de la absorcion de metales pesados como el zinc y el cadmio, que son
retenidos en las hifas del hongo, y el aumento del area de exploracién de la raiz, permitiendo
incrementar el flujo de agua del suelo a la planta. Ademas, los hongos contribuyen a mejorar
las propiedades fisico-quimicas del suelo mediante el enriquecimiento de materia organica
y, en el caso de los hongos MA, estimulan la formacién de agregados de particulas mediante
el exudado de un grupo de glicoproteinas hidrofébicas, denominadas glomalina. Esto mejora
la estructura y estabilidad del suelo, reduciendo su erosiéon y aumentando su capacidad de
retenciéon de agua (Finlay, 2008).

La formacién de micorrizas resulta fundamental para la supervivencia de muchos taxones de
plantas en diversos ecosistemas, incluyendo especies de cultivo de interés agrondmico (Beth-
lenfalvay y Linderman, 1992). Esta asociacion se presenta en aproximadamente el 90% de las
plantas, por lo que se ubica en todos los ecosistemas del mundo. Algunas especies de MA pue-
den encontrarse en los mas variados tipos de suelo y regiones climaticas teniendo una distribu-

cion mundial (Read, 1991), por lo que las asociaciones micorricicas pueden considerarse, en
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cierto grado, cosmopolitas y generalistas. Esto es el resultado de un proceso de co-evolucion
entre hongos y plantas que ha ocurrido de forma convergente en diferentes ambientes y momen-
tos de la historia de la vida en la tierra (Garcia, 2009). Existe evidencia fosil del Ordovicico medio
~475 millones de afios (Ma) que demuestra que las primeras plantas terrestres se asociaron con
hongos para poder establecerse en suelos pobremente desarrollados (Redecker et al., 2000a;
Wellman et al., 2003). Actualmente se considera que los hongos micorricicos fueron cruciales
para que las plantas pudieran colonizar el medio terrestre y responder adecuadamente a las
condiciones ambientales cambiantes (Smith y Read, 1997).

En el medio natural, las micorrizas no son simplemente interacciones entre la raiz de una
planta y una especie de hongo en particular, sino que constituyen una comunidad compleja
formada por diferentes especies fungicas y los sistemas radiculares. Existen estudios que
reportan que la micorriza genera una extensa red de micelio externo que explora el suelo en
la busqueda de recursos e interconecta a las raices de plantas de la misma especie o de
especies diferentes (Simard y Durall, 2004). Esta asociacién se define como un continuo
“mutualismo-parasitismo”; es decir, se analiza desde una perspectiva de “costo-beneficio”,
considerando el desarrollo tanto de las plantas como de los hongos, las condiciones ambien-
tales y edaficas y los factores de reconocimiento genético mutuo (Johnson et al., 1997). En
los distintos ecosistemas de la tierra, la seleccion parece haber favorecido ciertos atributos
de las micorrizas y sus simbiontes involucrados, dando lugar a una gran diversificacion es-

tructural y funcional.

Las Micorrizas y su Clasificacion

Las micorrizas se pueden clasificar principalmente mediante ciertas caracteristicas morfolo-
gicas del hongo, como la forma y el tipo de hifas, el nivel de penetracién en la raiz o el tejido, asi
como los taxones involucrados (Cuadro 1.1). Podemos reconocer de manera consensuada, dos
grandes tipos de micorrizas de acuerdo a la forma de penetracién de las hifas en las células de
la raiz: ectomicorrizas y endomicorrizas (Figura 1.1). Se describen también formas intermedias:
las ectendomicorrizas (Frioni, 2006).

Las micorrizas de tipo arbutoides son ectendomicorrizas y presentan manto hifal, red de Hartig
y una penetracion intracelular desarrollada. Dentro de las endomicorrizas se describen diferentes
subtipos: monotropoide, ericoide, orquideoide y micorrizas arbusculares; en las primeras tres no

se observan vesiculas ni arbusculos, estructuras tipicas del subtipo MA.
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Cuadro 1.1: Clasificacion de los tipos de micorrizas de acuerdo a las caracteristicas generales

de los hongos y las plantas involucradas en la asociacion

. . Ectendomicorrizas Endomicorrizas
Tipos de mi- Ecto-
corrizas micorrizas
Otras Arbutoide Monotropoide Ericoide | Orquideoide MA
Hifas septadas septadas septadas septadas septadas septadas seS[;?os
i inter- intra- intra- intra- intra- intra- intra-
Penetracion
celular celular celular celular celular celular celular
Manto hifal presente PIESEIEY presente presente ausente ausente ausente
ausente
Slmb/o'nte fan- Basidio/ Basidio/ Basidio Basidio Asco Basidio Glomero
gico Asco Asco
Bryo
S GymPO Gympo Ericales Monotropoideae Sllcies Orchidales PIERD
vegetal Angio Angio Bryo Gymno
Angio

MA: Micorrizas Arbusculares; Basidio: Basidiomycota; Asco: Ascomycota; Glomero: Glomeromycota; Gymno: Gymnos-
perma; Angio: Angiosperma; Bryo: Bryophyta; Pterido: Pteridophyta. (Smith y Read, 2008).

Ectomicorrizas (ECM)

El caracter distintivo de las ECM es la formacion de un manto de hifas alrededor de las
raices absorbentes, lo cual produce una modificacion de la morfologia de la raiz (Harley y
Smith, 1983). Respecto de las hifas y su interaccién a nivel ultraestructural dentro de la raiz,
no penetran en el interior de las células de la planta hospedadora, sino que crecen Unica-
mente de manera intercelular, pudiéndose analogar con la via de transporte del agua, es
decir, que colonizan el apoplasto radical. De esta manera se puede observar una disposicion
hifal en las primeras células del tejido radical, lamada “Red de Hartig”. La red de hifas con-
forma un manto fingico que rodea las raices, las células corticales se alargan transversal-
mente y los pelos suelen estar ausentes o totalmente cubiertos. Este manto hifal puede llegar
a representar el 40% del érgano (Frioni, 2006).

Las ECM son formadas por hongos pertenecientes al grupo de los Basidiomycetes y varios
grupos de plantas de porte arbéreo o arbustivo, tales como las familias Pinaceae, Araucariaceae,
Cupressaceae, Gnetaceae, Polygonaceae, Nyctaginaceae, Myrtaceae, Salicaceae, Fabaceae, y
los 6rdenes Fagales y Malvales. Asi también, algunas hepaticas foliosas pueden formar este tipo
de asociaciones. Es importante notar que las ECM ocurren en menor porcentaje que las endo-
micorrizas, dado que tienen un menor rango de hospedantes vegetales y se limitan principal-
mente a regiones templadas vy frias (Wang y Qiu, 2006).

Se estima que mas de 6000 especies de hongos formadores de setas son, a su vez, forma-
dores de ECM. Entre algunas especies comestibles podemos nombrar a Lactarius deliciosus

(niscalo, robellén), Amanita caesarea (oronja o huevo de Rey), Pleurotus ostreatus (girgola),
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ademas de otras especies toxicas y carentes de interés culinario (Martinez y De Aguilar, 2004).
También existen especies con diferentes grados de especificidad, es decir que crecen solo aso-

ciadas con ciertas familias, géneros o especies de plantas.

Figura 1.1: Representacion esquematica del micelio intercelular en una ectomicorriza (a) e inter-intracelular de una
endomicorriza (b).
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Endomicorrizas

En las endomicorrizas las hifas de los hongos crecen tanto inter como intracelularmente en la
raiz, es decir, por via apoplastica y simplastica. La presencia de un manto hifal alrededor de las
raices no es una caracteristica propia de este tipo de micorrizas, aunque algunos subtipos de
endomicorrizas suelen tenerlo (Harley y Smith, 1983). Dentro de la raiz, el hongo coloniza las
células de la corteza, pero no alcanza la endodermis.

El grupo més grande y mas frecuente de endomicorrizas es el de las MA, siendo los arbuscu-
los, las estructuras tipicas de la simbiosis. Los hongos asociados en las MA pertenecen al Phylum
Glomeromycota (SchiuBler et al., 2001; Btaszkowski, 2003), se caracterizan por sus hifas caren-
tes de septos y su biotrofia obligada. Sobre este grupo en particular, es que se hara énfasis a lo
largo de este capitulo.

Su temprana aparicion en el registro fosil sugiere que esta asociacion representa el tipo mas
ancestral de micorrizas en las plantas terrestres (Strullu-Derrien et al., 2018). Esto explicaria su
presencia en la mayoria de las especies vegetales y su amplia distribucién cosmopolita, que
permite encontrarlas tanto en ambientes naturales como en casi todos los cultivos agricolas.

A continuacién se muestra un cuadro comparativo entre las ECM y las MA segun algunas

caracteristicas generales (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2: Cuadro comparativo de aspectos generales entre ECM y MA.

ECTOMICORRIZAS MICORRIZAS ARBUSCULARES
Regiones frias a templadas Amplia distribucion geografica
Arboles y arbustos Todos los tipos de vegetacion
+ de 6000 especies principalmente Basidiomycota Cerca de 200 especies de Glomeromycota
Cambia la morfologia de la raiz La morfologia de la raiz no cambia
La planta es simbionte obligado La planta es simbionte facultativo
El hongo es simbionte facultativo El hongo es simbionte obligado

La Biologia de los hongos MA

Los hongos MA (anteriormente conocidos como vesiculo-arbusculares) se caracterizan por el
desarrollo de hifas inter e intracelulares y estructuras de intercambio denominadas arbusculos
dentro de las células corticales de la raiz y por la produccién de esporas intra y extraradicales.
Ademas algunas especies desarrollan vesiculas dentro de las raices.

Un requisito basico para la manipulacién y el manejo de las MA es el conocimiento de su
biologia, desarrollo simbiético en los tejidos vegetales, y de su identificacién y ocurrencia en el

reino vegetal. Para determinar la presencia de MA y eventualmente cuantificarlas es necesario
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realizar observaciones microscopicas de las raices. Las raices pueden observarse directamente
bajo lupa binocular para el reconocimiento de las estructuras fungicas. Sin embargo, esta meto-
dologia requiere de gran experiencia por parte del observador, ya que el micelio de los hongos
MA y otras estructuras son generalmente hialinas, dificultando su diferenciacion con otros hongos
endofitos, saprofitos o parasitos (Figura 1.2). Por lo tanto, es habitual utilizar diferentes protoco-
los de tincion de las raices para el reconocimiento de estructuras fungicas como proponen Phi-
llips y Hayman (1970).

Figura 1.2: Raiz de tomate colonizada por MA (a); raiz de tomate no colonizada (b); raiz de Paspalum dilatatum coloni-
zada por otro endofito (c); tejido de Bryophyta (hepatica) colonizada por endofitos tabicados (d).

Segun Bowen (1987) pueden identificarse diferentes etapas de la simbiosis MA:

a) Pre-Infeccién: en el suelo pueden encontrarse tres tipos de propagulos: esporas, hifas o
fragmentos de raices colonizadas. La germinacion de los mismos se vera afectada por determi-
nados factores edaficos fisico-quimicos como: O2, CO2, temperatura, humedad, pH, fuentes de
nutrientes y su disponibilidad, y efectos fungistaticos del suelo, entre otros.

Durante la germinacion de las esporas se lleva a cabo la divisién de nucleos, los cuales osci-
lan entre 2.000 - 3.000 en cada una, y se distribuyen a lo largo de las hifas germinativas recién
formadas (Burggraaf y Beringer, 1987). Si las mismas no entran en contacto con algun hospe-
dante, el potencial de infeccion del propagulo germinado se pierde en unos pocos dias. En cam-
bio, la cercania de la planta hospedante, desencadena una ruta de sefalizacién entre el hongo
MA y la planta que promueven la proliferacién de las hifas hacia la raiz. Lo mismo sucede con
los restantes tipos de propagulos de MA.

b) Infeccion primaria: Los hongos MA pueden infectar una gran variedad de especies de
plantas, su compatibilidad es un fenémeno generalizado y no existe una especificidad en el me-
canismo de reconocimiento del hongo. Sin embargo, algunas familias de plantas como las Che-

nopodiaceae, Brassicaceae y Caryophyllacea no son micorrizadas.
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Una serie de cambios en las células de la raiz permiten que se forme el aparato de pre-
penetracion (APP) (Genre et al., 2005), el cual es una estructura subcelular que predetermina la
senda de crecimiento del hongo a través de la célula de la planta. La formacion del APP es
precedida por la formacion del apresorio que es una hinchazén de la hifa que se adjunta a la

epidermis de la planta huésped para iniciar la colonizacién.

c) Formacion de arbusculos y vesiculas: Las hifas penetran inter e intracelularmente. El
crecimiento esta restringido a la epidermis y parénquima cortical, donde se desarrollaran los ar-
busculos, que constituyen los principales indicadores de una colonizacién funcional. Los demas
componentes radiculares y las partes de plantas clorofilicas no son alcanzados por el hongo.

Los arbusculos son los principales sitios de intercambio de nutrientes entre la planta hospe-
dadora y el hongo (Gianinazzi et al., 1979), se forman dentro de las células corticales poco des-
pués de la penetracion a la raiz (2 a 5 dias). Las hifas finamente ramificadas aumentan el con-
tacto con el lumen celular. Sin embargo, el contacto entre el arbusculo y el citoplasma celular no
es directo, sino que se encuentra separado a través de una membrana periarbuscular que deriva
de la planta (Parniske, 2008).

La formacién de los arbusculos aumenta la actividad metabdlica de la célula huésped, lo que
se debe principalmente a la transferencia bidireccional de metabolitos y nutrientes. Los arbuscu-
los viven entre 4-15 dias (aunque esto varia segun la bibliografia), luego se degeneran y son
digeridos por la célula huésped. El proceso de formacion y degeneracién de los arblsculos ocu-
rre simultdneamente en la raiz, y a menudo se observan todas las etapas del ciclo.

Poco después de la formacion de los arbusculos, algunas especies de MA forman vesiculas
intercelulares, ya sea en posicion apical o intercalar, cuya funcién es el almacenamiento de lipi-
dos, fésforo y otros elementos quimicos, pero que también pueden actuar como estructuras de
propagacion vegetativa ya que poseen numerosos nucleos. Las especies de hongos que perte-
necen a los géneros Gigaspora y Scutellospora nunca forman vesiculas, sin embargo, producen

células auxiliares en el micelio externo.

d) Extension del hongo en las raices y en la rizosfera: La extensién del hongo en la raiz
se divide en tres fases. (i) La fase inicial durante la cual se produce la infeccion primaria. (ii) La
fase exponencial durante la cual el hongo se propaga inter- e intracelularmente, especialmente
en las raices secundarias finas, de manera que el hongo crece mas rapido que la raiz. Las hifas
que crecen por fuera de la raiz, penetran la raiz nuevamente a distancias irregulares. La propa-
gacion de la infeccion es interna o en la superficie de la raiz. (iii) La fase meseta durante la cual
el crecimiento de la raiz y el hongo son similares. El nivel de infeccion de la meseta no es cons-
tante. Los factores que afectan la tasa de crecimiento relativo de la raiz y el hongo pueden ir
cambiando segun el equilibrio entre el desarrollo de la raiz y el hongo. Los arbusculos y las

vesiculas se forman y degradan continuamente durante las fases exponenciales y de meseta.

e) Propagacion del hongo a través del suelo: Después de la infeccidon primaria y durante

la primera fase de la propagacion en la raiz, crecen hifas desde la raiz hacia la rizésfera en el
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suelo. Esta parte externa del micelio es el que lleva a cabo la absorcion de nutrientes de la
solucién del suelo y su transporte hacia la raiz. La red de micelio consiste en hifas principales de
5 a 20 ym de diametro que pueden ramificarse dicotdmicamente, e hifas secundarias mas finas
de 1 a 5 ym de diametro. Las distintas especies difieren notablemente en la extension y arqui-
tectura del micelio externo, pero hay que tener en cuenta que el crecimiento del micelio externo

puede estar influenciado por diferentes factores bioticos y abidticos del suelo.

f) Formacioén de estructuras reproductivas: Los hongos MA forman esporas a partir de las
hifas del micelio externo. Las esporas son células unicas multinucleadas producidas blastica-
mente a partir de las hifas esporégenas en posicion apical o intercalar. El diametro de las esporas
varia entre las especies de hongos y pueden medir entre 15 a 800 uym. En ciertos casos es
posible encontrar la formacién de estructuras esporocarpicas.

La formacion de esporas puede comenzar muy pronto, entre las primeras 3 a 4 semanas, 0
demorar hasta 6 meses dependiendo de las especies. La esporulacion fungica es un proceso
dinamico, mientras algunas esporas se forman otras estan germinando. El micelio fungico ex-
terno e interno en fragmentos de raices colonizadas, también funciona como una estructura re-
productiva de estos hongos, ya que puede germinar e infectar nuevas raices. Sin embargo, mien-
tras que las esporas pueden sobrevivir hasta varios afios en el suelo, la infectividad del micelio
fungico externo, separado de la planta huésped o después de la muerte del huésped, dura solo
2 a 4 semanas. En cambio, los fragmentos de raices colonizados suelen ser un propagulo infec-

tivo mas viable en el suelo.

Taxonomia, sistematica e identificacién de los Glomeromycota

Historia de la taxonomia en las micorrizas arbusculares

La taxonomia de los hongos MA comienza en 1844 con las descripciones de las especies
Glomus microcarpus y G. macrocarpus (Tulasne y Tulasne, 1844). Afios mas tarde, estas espe-
cies fueron trasladadas al género Endogone por la similitud de sus esporas con las zigasporas
de estos ultimos (Tulasne y Tulasne, 1851). En 1873, se cred el género Sclerocystis agrupando
aquellos hongos MA que formaban esporocarpos organizados (Berkeley y Broome, 1873). Asi,
en 1922 las MA se ubicaban dentro de la familia Endogonaceae (Orden Mucorales) (Thaxter,
1922), y se comenzo a sugerir que los hongos del género Endogone eran los formadores de las
‘micorrizas vesiculo-arbusculares’. Sin embargo, es Mosse (1953) quien finalmente comprueba
que una de las especies de Endogone era capaz de formar la simbiosis al inocular esporocarpos
en raices de frutilla creciendo en suelo estéril. Tras este importante hallazgo, se nombré a esa
especie como Endogone mosseae (=Glomus mosseae =Funneliformis mosseae), y se confec-
ciona la primera clave para la identificacion de las especies Endogone (Mosse y Bowen, 1968).

ARos més tarde, Gerdemann y Trappe (1974) revisaron la familia Endogonaceae (Phylum
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Zygomycota) y reconocieron los siguientes géneros como formadores de MA: Glomus, Scle-
rocystis, Acaulospora, Gigaspora y Endogone. Luego, Walker y Sanders (1986) incluirian los
géneros Entrophospora (Ames y Schneider, 1979) y Scutellospora.

En la década de los 80s, los taxbnomos Walker (1983) y Morton (1988) realizaron un gran
aporte a la taxonomia proponiendo nuevos términos y definiciones a los caracteres morfolégicos
de las esporas de los hongos MA. En 1990, Morton y Benny agregaron nuevos caracteres de
clasificacion, como el desarrollo de la espora y el modo de germinacién, describiendo detallada-
mente al orden Glomales, que luego pas6 a denominarse Glomerales, conformado por 3 familias:
Glomeraceae (Glomus y Sclerocystis), Acaulosporaceae (Acaulospora y Entrophospora) y Gi-
gasporaceae (Gigaspora y Scutellospora).

A partir de los 90s, las técnicas moleculares comenzaron a ser incluidas en la taxonomia de
los hongos MA (Simon et al., 1993; Redecker et al., 2000b). Morton y Redecker (2001) combina-
ron analisis moleculares, morfoldgicos y bioquimicos para definir dos nuevas familias a partir del
orden Glomerales (Archaeosporaceae y Paraglomaceae). En 1998, una nueva clase es pro-
puesta para los hongos MA (Clase Glomeromycetes) dentro del Phylum Zygomycota (Cavalier-
Smith, 1998). Afios mas tarde, la demostracion de que los hongos MA son un grupo monofilético
resulta en la conformacion de un nuevo clado con 4 érdenes: Phylum Glomeromycota (Schufiler
et al., 2001). Desde entonces, numerosos cambios ocurrieron en la taxonomia de las MA, y nue-
vos ordenes y familias fueron creados (Oehl y Sieverding, 2004; Sieverding y Oehl, 2006; Walker
et al., 2007; SchuBller y Walker, 2010; Oehl et al., 2011a,b,c; Goto et al., 2012). Por su parte,
Blaszkowski y colaboradores realizaron un importante aporte en la descripcién de nuevas espe-
cies y géneros (Btaszkowski et al. 2004, 2010, 2015, 2018).

En los ultimos afos, los avances en el area molecular han permitido una mayor comprension
de las relaciones filogenéticas y han suscitado cambios dentro del sistema de clasificacion de
estos hongos. En el 2013, se elabora una nueva clasificacién del Phylum Glomeromycota basada
en el analisis consenso de tres regiones ribosomales: la subunidad pequefia (18S), la subunidad
grande (28S) y el gen ITS (ITS1-5.8S-ITS2) (Redecker et al. 2013). Bajo esta reconstruccion
filogenética, se describieron un total de 9 familias y 18 géneros.

Actualmente, la clasificacion de las MA a nivel Phylum se encuentra en continuo cambio y
debate. Basados en estudios filogenéticos y en la estimaciéon de los tiempos de divergencia,
Tedersoo y colaboradores (2018) revalidaron la posicion de los hongos MA dentro del Phylum
Glomeromycota, en lugar del Phylum Mucoromycota y Subphylum Glomeromycotina propuesto
por Spatafora y otros autores (2016). A nivel clase, los Glomeromycota se han clasificado como:
Glomeromycetes (comprendiendo los érdenes Diversisporales, Gigasporales 'y Glomerales), Ar-
chaeosporomycetes y Paraglomeromycetes (Oehl et al., 2011a).

Los hongos MA pertenecientes a Glomerales y Diversisporales son capaces de formar vesi-
culas dentro de las raices de las plantas, mientras que los del orden Gigasporales carecen de
ellas, aunque forman células auxiliares a partir del micelio extra-radical. Las especies de Ar-

chaeosporomycetes comprenden familias y géneros bimérficas, y los Paraglomeromycetes se
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caracterizan por desarrollar esporas glomoides que germinan directamente a través de la pared,
y no a partir de su hifa sustentora.

Por lo pronto, la clasificacion propuesta por diversos autores es la siguiente:

Phylum Glomeromycota

Subphylum Glomeromycotina

Clase Glomeromycetes

Orden Glomerales
Familia Glomeraceae
Familia Claroideglomeraceae

Orden Diversisporales
Familia Diversisporaceae
Familia Acaulosporaceae
Familia Entrophosporaceae
Familia Pacisporaceae

Orden Gigasporales’
Familia Gigasporaceae
Familia Scutellosporaceae
Familia Racocetraceae

Familia Dentiscutataceae

Clase Paraglomeromycetes
Orden Paraglomerales

Familia Paraglomeraceae

Clase Archaeosporomycetes
Orden Archaeosporales
Familia Archaeosporaceae
Familia Ambisporaceae

Familia Geosiphonaceae

' Al realizar un andlisis filogenético exhaustivo usando diferentes regiones del ADN ribosomal, Kriiger y colaboradores
(2012) eliminaron el orden Gigasporales, y lo trasladaron a nivel familia (Gigasporaceae) dentro de Diversisporales, junto
a los géneros Gigaspora, Scutellospora y Racocetra.
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Clasificacioén tradicional de géneros y especies basada en caracteristicas
de la colonizacion y las esporas

Tradicionalmente, los hongos MA Unicamente se diferenciaban entre si mediante las caracte-
risticas de la colonizacion radical y ciertos caracteres morfolégicos de las esporas, tales como
su ontogenia y germinacion, la conexién hifal, el nUmero y tipo de componentes, la presencia de
ornamentaciones, el tamafio y el color, y la reaccion al reactivo de Melzer. Sin embargo, como
se menciond anteriormente, los caracteres moleculares son una herramienta importante en la
clasificacion actual de las MA.

Para poder estudiar la colonizacion intraradical de las micorrizas se suelen utilizar diferentes
metodologias de coloracion de raices (Vierheilig et al., 2005). Entre ellas, la tincién con azul de
Trypan es la técnica mas utilizada (Phillips y Hayman, 1970). Cuando se utiliza este colorante,
las especies de los géneros Archaeospora, Intraspora, Ambispora y Paraglomus se tiien muy
débilmente (Sieverding y Oehl, 2006), mientras que si las especies pertenecen a los 6rdenes
Glomerales y Diversisporales el tinte azul observado es mas oscuro.

Desde hace mas de un siglo (Gallaud, 1905) se reporta la existencia de dos morfologias de
colonizacion denominadas Arum y Paris, segun las estructuras intra-radicales formadas por los
hongos MA involucradas en el intercambio de nutrientes durante la simbiosis. La colonizacion
tipo Arum se caracteriza por la formacion de arbusculos e hifas intercelulares. La morfologia de
los arbusculos difiere entre géneros. En las especies de Gigaspora, los arbusculos tienen hifas
basales gruesas y ramas hifales que se afinan bruscamente (Figura 1.3.a), en cambio, en otros
géneros los arbusculos tienen hifas basales mas estrechas con ramas que se afinan gradual-
mente (Figura 1.3.b-c). Por otro lado, la colonizacidn tipo Paris se caracteriza por desarrollar
enrollamientos hifales de reducida localizacién intercelular (Figura 1.3.d) (Cuenca, 2015; Blasz-
kowski, 2012). Anteriormente se pensaba que el tipo de colonizaciéon dependia Unicamente de la
especie de MA (Smith y Smith, 1997), pero hoy se sabe que si bien existe una cierta influencia
genética en la formacién de uno u otro tipo de estructura (Cavagnaro et al., 2001), también de-
pende de la anatomia radicular (como el tamafio celular y el espacio intercelular) y de la identidad
de la planta hospedante (Cuenca, 2015). Actualmente se conoce que los patrones de coloniza-
cion tipo Arum y tipo Paris son los dos extremos de un continuo de morfologias intermedias,
denominadas enrollamientos arbusculados (Figura 1.3.e) (Dickson, 2004).

Determinados géneros de hongos formadores de MA, excepto los pertenecientes al orden Gi-
gasporales, pueden formar vesiculas dentro de las raices hospedantes (Figura 1.3.f). No todas las
especies de MA son capaces de formar vesiculas intra-radicales, es por tal motivo que en 1990 se
eliminé el término “vesicular” para referirse a la simbiosis como MA (Morton y Benny, 1990).

Otras estructuras tipicas de la colonizacidén micorricica con valor taxonémico a nivel género,
son las esporas intraradicales y las células auxiliares. Las especies del género Rhizophagus,
como Rhizophagus intraradices, R. irregularis y R. fasciculatus suelen formar abundantes espo-

ras en las raices de sus hospedantes (Figura 1.3.g). En cambio, las células auxiliares en el
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micelio extraradical indican la presencia de hongos MA de los géneros Gigaspora y Scutellos-
pora, pudiéndose diferenciar entre géneros segun la superficie espinulada y ondulada de las
células, respectivamente (Figura 1.3.h-i).

Por otro lado, la arquitectura del micelio extraradical, el patrén de esporulacion y la dinamica
de crecimiento de hongos MA cultivados en asociacién a raices transformadas son caracteres
que permiten diferenciar especies, e incluso a nivel intra-especifico (Fortin et al., 2002; Silvani et
al., 2014) (Figura 1.4).

Figura 1.3: (a) Arbusculos de Gigaspora rosea, cepa J1 colonizando, in vitro, raices transformadas de zanahoria (BGIV);
(b). arbusculos de Paraglomus sp. colonizando raices de Puccinellia frigida; arbusculos (c), enrollamientos hifales (d) y
enrollamientos arbusculados (e) en una misma muestra de raiz aislada de suelos de Rio Cuarto, Cérdoba (Argentina);
(f) vesiculas de Rhizophagus intraradices cepa GA2 colonizando, in vivo, raices de tomate (BGIV); esporas intra-radicales
de Rhizophagus sp. GX11 (g), y GX9 (h); (i) células auxiliares de Gigaspora sp. colonizando raices de maiz; (j) células
auxiliares de Scutellospora heterogama in vitro (cepa BGIV-IVIC).
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Figura 1.4: Diferentes arquitecturas de micelio extra-radical y patrones de esporulacion de hongos MA creciendo in vitro (BGIV)
(a) Rhizophagus fasciculatus GX5, (b) Rhizophagus sp. GB3, (c) Rhizophagus sp. GA8, (d) Rhizophagus sp. GA4.

1) Nimero y tipo de componentes de la pared de la espora

Paredes o capas son las diferentes acepciones utilizadas por los autores para referirse a estos
componentes de la pared de las esporas de hongos MA de alto valor taxonémico. Los autores
que se refieren a las mismas como “paredes” describen meramente la estructura presente (Wal-
ker, 1983), mientras que el término “capas” estd mas relacionado con su naturaleza u origen. La
descripcion del numero y tipo de paredes de una espora es clave para su identificacion taxoné-
mica (Figura 1.5). A continuacion se describen las caracteristicas generales de los tipos de pared
mas frecuentemente observados (Walker, 1983, Berch y Koske, 1986, Spain et al., 1989, Brun-
drett et al., 1996, Cuenca, 2015):

- Componente evanescente: capa unica, que suele encontrarse entera, en partes o per-
derse totalmente a la madurez de la espora. Puede ser mucilaginosa.

- Componente unitario: capa unica, rigida.

- Componente laminado: rigida, compuesta por varias capas que se van depositando du-
rante la maduracion de la espora.

- Componente membranoso: capa Unica, muy delgada, flexible e incolora que se arruga o

colapsa en alcohol polivinilo- 4cido lactico- glicerol (PVLG).
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- Componente amorfo: es una capa interior de la espora, incolora, plastica, de tonalidades
purpuras con el reactivo de Melzer.
- Componente germinal (Unicamente para el género Gigaspora): si bien parece una lamina

mas de la pared laminada, previamente a la germinacion de la espora, produce unas papilas.

Figura 1.5: (a) Espora rota de R intraradices montada en PVLG, notar el componente de la pared mas interno laminado;
(b) espora de Glomus sp. con pared unitaria; (c) Espora de Rhizophagus sp. en PVLG mas Melzer con un componente
evanescente de la pared.

2) Ornamentacion de las paredes

Las ornamentaciones pueden encontrarse en los componentes mas externos de la pared de
las esporas de casi todos los géneros de MA, excepto en Gigaspora. Hay muchas ornamenta-
ciones posibles (espinas, papilas, baculos, domos, muros, cavidades, etc.), pudiendo presentar
mas de un tipo por especie (Figura 1.6).

Figura 1.6: Tipos de ornamentaciones en las paredes de las esporas: (a) depresiones céncavas de Acaulospora scrobi-
culata; (b) espinas de Entrophospora infrequens.

3) Conexién hifal y ontogenia de las esporas

La conexion hifal de las esporas esta directamente relacionada con su ontogenia. Las esporas
pueden ser sésiles (sin conexion hifal visible); éstas se forman a partir de un saculo esporégeno,
como es el caso del género Acaulospora, Archaeosphora y Entrophospora (Figura 1.7.a) o a
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través de un pedicelo formado al extremo de un saculo esporifero (Ambispora). En caso de pre-
sentar hifa sustentora o conexién hifal, las mismas pueden presentar morfologias variables.
Cuando la espora se forma sobre un suspensor bulboso se dice que la conexién hifal es bulbosa
(Gigasporaceae) (Figura 1.7.b), si en cambio se forma en el extremo terminal de una hifa, de
mayor o0 menor grosor, la conexién con la espora sera recta (Diversispora, Glomus, Rhizophagus,
Paraglomus, etc) (Figura 1.7.c). Las esporas pueden formarse también, ordenadamente, alre-
dedor de un plexo central formando esporocarpos (Sclerocystis) (Figura 1.7.d).

A su vez, muchas especies, particularmente del orden Glomerales, forman esporas a partir de
ramificaciones hifales simples (Figura 1.7.e) o en estructuras hifales ramificadas llamadas en inglés

Branched absorbing structures “BAS” (Figura 1.7.f) en una posicion terminal o intercalar de la hifa.

Figura 1.7: Formacion de esporas: (a) en E. infrequens a partir de un saculo esporoégeno; (b) en Scutellospora pellucida
a partir de un suspensor bulboso; (c) en R. intraradices cepa GB2 (BGIV); (d) en Sclerocystis sinuosa a partir de un plexo
central; (e) en R. intraradices cepa GB2 formada a partir de una ramificacion simple; (f) en R. fasciculatus cepa GX8
formadas a partir de una “BAS”.

4) Germinacioén de las esporas

La germinacién de la espora se da a través de la formacién de un tubo germinativo, el cual
puede emerger de diferentes maneras (Cuenca, 2015): desde el lumen de la hifa soporte o di-
rectamente de la pared de la hifa (Glomerales) (Figura 1.8.a), a partir de una estructura espe-
cializada fragil con forma espiral (Acaulospora y Pacispora), desde una pared germinal en la
espora (Gigaspora) (Figura 1.8.b) o a partir de escudos germinativos (Scutellospora y Racoce-

tra) (Figura 1.8.c).
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. - :
Figura 1.8: Germinacion de esporas de hongos MA a partir de: (a) el lumen de la hifa de la espora de Claroideoglomus

etunicatum; (b) desde la pared germinal de Gigaspora gigantea, cepa JX1 (BGIV) (foto cortesia de la Lic. Pérgola Mariana
FCEyN-UBA); (c) un escudo de germinacion de S. heterogama.

5) Reaccidén en Melzer

En algunos casos, uno o mas componentes de la pared de las esporas reaccionan al reactivo
de Melzer tomando coloraciones rojizas o moradas. Sin embargo, este cambio de coloracion

varia con la madurez o la viabilidad de las esporas (Figura 1.9).

Figura 1.9: Coloracion de las paredes de S. pellucida (a), F. mosseae (b) y (c) R. fasciculatus en presencia del
reactivo de Melzer.

6) Tamano, forma y color

Para determinar el tamafio, forma y color de las esporas es necesario evaluar numerosos
individuos de forma tal de observar todo el rango posible de valores. El tamafio de las esporas
puede variar entre 30 y 500 pm y suele medirse en microscopio con ocular micrométrico te-
niendo en cuenta el largo y el ancho de las esporas, aun mas en aquellos casos en que la
forma sea irregular. Las formas que suelen observarse suelen ser globosas, o subglobosas,
elipsoidales o irregulares.

El color de las esporas se determina en agua comparando con alguna carta de colores publi-
cada, como la carta Munsell (1905), para eliminar subjetividades. Los mismos pueden variar en
una gama entre hialina y marrén oscuro (casi negro). Siempre se observa el color en agua. Hay
que tener en cuenta, que tanto tamafio como color, en algunas especies, suelen variar amplia-

mente segun los estados madurativos de la espora (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Conjunto de esporas de hongos MA aisladas a partir de 50 g de suelo de la Pampa Ondulada, mediante la
técnica de tamizado humedo y decantacion.

¢ Qué se sabe de la genética de los hongos MA?

Pese a la importancia de los hongos MA, aun se desconoce o se encuentra en debate gran
parte de su genética, como el nivel de ploidia y el nUmero de cromosomas, la incidencia de la
meiosis, los mecanismos de intercambio genético, la existencia de recombinacién o segregacién
genética. Este escaso conocimiento podria deberse a que gran parte de las investigaciones se
realizan sobre los grupos Ascomycota y Basidiomycota. Y por otro lado, el caracter de simbionte
obligado de las MA complica la obtencién de material genético puro y en abundancia, asi como
la presencia de endobacterias y virus en los propagulos de algunas especies (Turina et al., 2018).
A su vez, el tiempo entre generaciones suele ser muy largo en comparacion a otras familias de
hongos, dificultando los experimentos genéticos de varias generaciones. Por ultimo, la aparente
ausencia de meiosis no permite experimentos de tipo mendelianos, tan ampliamente utilizados
para realizar estudios genéticos. Tampoco se han logrado con éxito transformaciones genéticas

a causa de sus multiples nucleos y diversidad de genes.
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El concepto biolégico de “especie” no es totalmente apropiado para los hongos MA ya
que no hay reproduccion sexual probada. La asexualidad conlleva a una evolucion de indivi-
duos genéticamente distantes (ya que no sucede un entrecruzamiento unificador), derivado
en jerarquias genealdgicas mas complejas, tales como especies fisioldgicas o ecotipos. Ac-
tualmente existen numerosas teorias que intentan explicar la inusual longevidad evolutiva
del Phylum Glomeromycota con una reproduccién asexual sin acumulacion de mutaciones
perjudiciales que los condujera a la extincidn. La hipétesis heteriocaridtica, la posible exis-
tencia de eventos de apareamiento convencional de nucleos, el intercambio de nucleos por
anastomosis de las hifas, la larga historia de coevolucién con sus hospedantes vegetales,
son algunas de ellas (Corradi y Brachmann, 2017).

Existen aproximadamente 230 especies fenéticas descritas, pero se cree que el nimero de
especies deberia ser mucho mayor al comparar el nimero de especies filogenéticas (o unidades
evolutivas). La dificultad para obtener cultivos puros de la gran mayoria de las especies de MA 'y
la escasez de caracteres morfoldgicos es lo que limita su correcta identificacion. Como conse-
cuencia de todo esto, hoy en dia existen pocos estudios filogenéticos con base morfoldgica,
mientras que los estudios filogenéticos con base molecular estan en pleno auge, sin embargo, la
elevada diversidad intraespecifica complica el hallazgo de marcadores moleculares que permitan
una identificaciéon inequivoca de las “especies”. Los genes mas utilizados para filogenia son los
genes nucleares que codifican para ARN ribosémicos (ARNr). Existen tres subunidades codifi-
cantes en el ARN ribosomal: 18S (Subunidad pequefia: SSU), 5.8S y 28S (Subunidad grande:
LSU). Las secuencias no codificantes que se encuentran entre las tres subunidades, son cono-
cidas como espaciadores internos de transcripcion o regiones ITS (en inglés internal transcribed
spacer). Si bien estas regiones ITS son de gran importancia filogenética para otros grupos de
hongos, en el caso de los miembros de Glomeromycota, no siempre logran distinguir variaciones
intraespecificas. Se considera que para lograr una separacion filogenética eficiente de los taxo-
nes se requieren secuencias de al menos 1500pb.

En resumidas cuentas, ;Qué es lo que si se sabe sobre la genética de los hongos MA?
Los hongos Glomeromycota son organismos multinucleados, capaces de formar esporas uni-
celulares con decenas a miles de nucleos en su interior. La cantidad de ADN por nucleo
(medido por fluorometria) es muy variable a nivel de género y mucho mas abundante que en
otros hongos (Gianninazzi-Pearson et al., 2001). El estudio del genoma de dos especies
indicé que son mas grandes que los de otros hongos, y codifican para mas de 28000 protei-
nas en el caso Rhizophagus irregularis (Hijri y Sanders, 2004 y 2005, Turina et al., 2018). El
numero de cromosomas se estudié en una sola especie (R. intraradices) y se determiné que
al menos son cuatro (Hijiri et al., 2007).

La variabilidad genética, basandose en genes ribosomales, es muy alta tanto a nivel intra-
especifico (individuos de la misma especie), como intra-individuo (esporas de un mismo indivi-
duo), e intra-celular (nucleos de una misma espora). Se comprob6 que la anastomosis e inter-

cambio de nucleos entre individuos de la misma cepa y de cepas diferentes de la misma especie
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aisladas de un mismo sitio, son de importancia para el manteniendo de la variabilidad y diversidad
genética en estos organismos clonales (Giovanetti et al., 2004, Croll et al., 2009).

El analisis de los genomas de 9 especies demostro una alta repeticion de las secuencias
a lo largo de la cadena de ADN, un contenido relativamente bajo de las bases guanina y
citosina (35 %) y altos niveles de metilcitosina (Lanfranco y Young, 2012; Boon et al., 2015).
Finalmente, en los ultimos afios se han estudiado con mayor profundidad los mecanismos
moleculares involucrados en el establecimiento exitoso de la micorrizacién, particularmente
en relacion a la sefalizaciéon molecular entre huésped y hospedante y la existencia de genes
y rutas de sefalizacion especificos de la simbiosis, compartidos con otros microorganismos
como rizobios (Parniske, 2008, Luginbuehl y Oldroyd, 2017), siendo este apartado desarro-

llado ampliamente en el Capitulo 2.

Lineas de investigacion actuales

Las principales lineas de investigacion sobre micorrizas arbusculares que se desarrollan ac-

tualmente presentan los siguientes enfoques:

a) Agronomia: promocion del crecimiento en plantas de importancia econémica, alimen-

taria y cultural;

b) Ecologia: dinamica de las comunidades fungicas, su importancia en la estructura dinamica

de las comunidades vegetales y ecosistemas;

c) Taxonomia y Sistematica: inventario de la diversidad de hongos MA y especificidad que

pudiera haber con determinadas especies vegetales;

d) Biologia Molecular: herramienta para el conocimiento de la sistematica y la ecologia de los

hongos MA y la determinacion de sus relaciones filogenéticas;

e) Fisiologia de la simbiosis: factores de sefalizacion entre el hongo y la planta, mecanismos

de captacion y traslocacion de los nutrientes;

f) Biotecnologia: manejo de las cepas fungicas para uso en agronomia y en la restauracion

de ecosistemas naturales;

g) Ciencias Ambientales: biorremediacion, restauracion, rehabilitacion o reasignacion de eco-

sistemas deteriorados.
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