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RESUMEN

En el Proyecto titulado “Bioproceso reductor de la solubilidad de cadmio r

izosférico” se realiza una capacitacidon a distintos niveles sobre métodos de estudio de hongos
formadores de micorrizas arbusculares (MA) para su aplicacién en el bioproceso reductor de la
solubilidad de cadmio rizosférico. Esta nota técnica presenta una guia de métodos,
especificamente modificados para el estudio, aislamiento y propagacion de hongos MA a partir
de suelos de plantaciones de cacao, en condiciones puras y viables. A su vez, se detallan las
metodologias para la medicion de parametros edaficos (humedad del suelo, pH y carbono total),
gue complementan los parametros bioldgicos y que son indicadores de la calidad del suelo. La
presente guia se utilizd para la capacitacidn de estudiantes y personal técnico que participarony
participaran en los distintos ensayos a escalas TRL4 y TRL6. Ademas, se detallan las metodologias
empleadas para la propagacion in vivo de hongos MA que actian como inoculante microbiano,
paso determinante a efectos del escalamiento en los distintos niveles de maduracién del

producto.



ABSTRACT

In the Project entitled ‘Bioprocess that reduces the solubility of rhizospheric cadmium’ training is
carried out at different levels, about the study methods of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi for
their application in the bioprocess that reduces the solubility of rhizospheric cadmium. This
technical note presents a guide of specifically modified methods for the study, isolation and
propagation of AM fungi from cocoa plantation soils, under pure and viable conditions. In turn,
the methodologies for measuring edaphic parameters (soil moisture, pH and total carbon) are
detailed, which complement the biological parameters and are indicators of soil quality. The guide
was used for the training of students and technical personnel who participated and will
participate in the different assays at TRL4 and TRL6 scales. In addition, the methodologies used
for the in vivo propagation of this microbial inoculant are detailed, a determining step for the

purposes of scaling up the different levels of product maturation.



INTRODUCCION

El empoderamiento del mercado latinoamericano de cacao Nacional fino de aroma se ha visto
limitado por los altos contenidos de cadmio (Cd) en las almendras. En el proyecto titulado:
Bioproceso reductor de la solubilidad de cadmio rizosférico, seleccionado en la convocatoria de
Fontagro 2020 (ID 401), se propone un bioproceso innovador, eficiente y climaticamente
inteligente para reducir la bioacumulacién del Cd, acompafiado por un protocolo de aplicacién en
territorio. El bioproceso implicara: (a) el aislamiento de un consorcio de hongos nativos de suelos
en plantaciones de cacao, capaces de disminuir el coeficiente de bioacumulacién y el factor de
translocacion del Cd; (b) la validacién del bioproceso en biorreactores y el escalamiento a Niveles
de Maduracién Tecnoldgica (TRL) 6 y 7 a fincas de cacao de agricultores familiares. Las micorrizas
arbusculares (MA) son asociaciones simbidticas establecidas entre las raices de la mayoria de las
plantas terrestres y ciertos hongos del suelo del filo Glomeromycota, entre esas especies
vegetales, el cacao resulta ser una especie altamente micotrofica.

Los estudios bioldgicos de los hongos MA son dificiles debido a su naturaleza biotréfica obligada,
es decir, no pueden completar su ciclo de vida en ausencia de una planta huésped. Por lo que
resulta necesario para su aislamiento y reproduccion, el establecimiento de cultivos con plantas
hospedantes, tanto en condiciones in vivo (bajo invernadero) como in vitro (como por ejemplo
mediante el uso de raices transformadas). En particular, el uso de cultivos in vitro de raices
transformadas como huésped adecuado permite el establecimiento de la simbiosis y la formacién
de mil esporas viables y abundante micelio extrarradical, asegurando la monoespecificidad del
indculo y la ausencia de microorganismos indeseables. Sin embargo, para obtener cultivos in vitro
es necesario partir de indculo viable producido en un cultivo trampa (en condiciones in vivo), ya
que el aislamiento directo a partir de propagulos aislados del suelo e inoculacién en raices
transformadas resulta poco eficiente, debido al estado de los propdgulos inviables, dafiados o
parasitados hallados en el suelo. Por lo tanto, esta etapa inicial de armado de cultivos trampa es

esencial para alcanzar el objetivo final de obtener inéculo puro y viable de estos hongos mediante



el cultivo in vitro. Por otro lado, muchas especies de hongos MA no son capaces de reproducirse
en condiciones in vitro, por lo que es necesario reproducir esos hongos en condiciones in vivo,
mediante la preparacién de cultivos monospdricos. Estos cultivos in vivo son iniciados a partir de
una espora de hongo MA aislada de una muestra de suelo, y asociada a una planta hospedante
mantenida en condiciones controladas de invernadero. Asimismo, el andlisis de la diversidad de
especies presentes en el suelo permite identificar el método de cultivo adecuado para su
aislamiento y propagacion, por lo que conocer la metodologia basica para el reconocimiento de
estructuras de estos hongos es sumamente importante.

El Banco de Glomeromycota In vitro (BGIV), que funciona en el Laboratorio de Microbiologia del
Suelo (IBBEA, CONICET-UBA) nos permite conservar y documentar cepas de hongos MA aisladas
de diversas areas naturales y agricolas proporcionando germoplasma de alta calidad y libre de
contaminantes para sectores cientificos e industriales. El aislamiento de nuevas cepas, como
aquellas provenientes de plantaciones de cacao, su propagacion in vivo e in vitro y la obtencion
de indculo viable, requieren de un manejo de técnicas variadas y especificas y, por lo tanto, de la
formacién de profesionales capaces del manejo de este tipo de metodologias. A su vez, las
técnicas deben modificarse acorde al hospedante vegetal y las especies de hongos MA
involucradas. Conocer las metodologias involucradas en cada etapa es sumamente importante
para alcanzar los objetivos planteados. Desde el inicio del proyecto Fontagro 2022 (ID 401), estas
técnicas clasicas para el estudio de hongos MA fueron puestas a punto para optimizar y adecuar
segun el material bioldgico del cual partimos (raices de plantas de cacao, hongos MAy el suelo a

ellas asociado).

Objetivos

El objetivo de esta nota técnica es presentar una guia de métodos, especificamente modificadas,
para el estudio, aislamiento y propagacion de hongos MA a partir de suelos de plantaciones de
cacao, en condiciones puras y viables. La misma se utilizé para la capacitacion de estudiantes y
personal técnico que participaron y participaran en los distintos ensayos a diferentes escalas
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(TRL4, TRL6 y TRL7) en el marco de la obtencién de un bioproceso reductor de Cd.

PALABRAS CLAVE
CAPACITACION- ENDOFITOS - CACAO - TINCION DE RAiZ - AISLAMIENTO DE
MICROORGANISMOS — PROPAGACION DE INOCULO



TECNICAS DE TINCION

La técnica clasica de tincidn de raices colonizadas y la observacidon de estructuras fungicas asi
como la cuantificacidn de la micorrizacidn intra-radical consiste de tres pasos basicos (Phillips y
Hayman, 1970): 1) El vaciamiento del contenido celular y despigmentacion de las raices (KOH
10%, 10 min, 90°C), 2) la acidificacidon del pH (HCI 0.1N, 3 min), y 3) la tincién con colorante
especifico (Azul de Trypan 10%, 10 min, 90°C). Sin embargo, para la posible observacion de
estructuras de hongos MA en raices de cacao, cuyo grosor y pigmentacion es considerable, se
requiere de modificaciones en la técnica para un adecuado vaciamiento y clarificacién. Por ello,

se utilizo la técnica presentada por Mufioz-Marquez y colaboradores (2009), con modificaciones:

Metodologia propuesta para raices de cacao
e Vaciamiento del contenido celular y clarificacién:

1) Lavar con abundante agua las raices de cacao a teiiir, eliminando cualquier particula de suelo

o sustrato adherida a la superficie.

2) Colocar en un tubo de ensayo, cubrir con KOH (10 %), y dejar actuar por 24 hs a temperatura

ambiente o a 90°C (en bafio térmico) durante 10 minutos.

3) Transcurrido el tiempo, eliminar el KOH usado (el KOH debe ser descartado apropiadamente

por ser un residuo peligroso), y reemplazar por una alicuota de KOH nuevo.
4) Repetir el paso 3) hasta un total de 5 veces.
5) Retirar el KOH usado, y enjuagar con abundante agua.

6) Sumergir las raices en una solucién de H,0; (10 %) por 1 a 3 min. a temperatura ambiente, o

hasta que se observe decoloracidon de las mismas sin destruccion del tejido.
e Acidificacion de las raices:
7) Cubrir con HCI (0.1N), y dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente.
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8) Retirar el HCl y enjuagar con agua corriente.
e Coloracion con Azul Trypan:

9) Cubrir las raices con Azul de Trypan en acido lactico (0.05 %), y llevar a 90°C (en bafio térmico)
durante 10 minutos, retirar y dejar enfriar a temperatura ambiente. También se puede realizar la
tincién a temperatura ambiente dejando el material en contacto con el colorante durante 24

horas.

10) Retirar el colorante (el Azul de Trypan debe ser descartado apropiadamente por ser un residuo
peligroso, o bien, puede ser reutilizado mediante su almacenaje en envase de vidrio oscuro),

enjuagar las raices con abundante agua, y conservar en acido lactico hasta su observacién.

11) Colocar segmentos de raiz (3 a 5 cm) en un portaobjeto, y cubrir con un cubreobjeto. Observar
en microscopio binocular a diferentes aumentos (200X y 400X) para distinguir las estructuras
tipicas de la colonizacion micorricica arbuscular, como hifas, arbusculos, vesiculas, esporas y/o

enrollamientos hifales) (Fig.1).

La cuantificacién de la micorrizacion se realiza segun McGonigle et al. (1990).

Figura 1. Raices de cacao teiiidas con la metodologia propuesta. Las estructuras micorricicas
intrarradicales se reconocen por su coloracién azul.



TECNICAS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Aislamiento de propagulos de hongos MA

Con el fin de recuperar y observar las estructuras extra-radicales de los hongos MA presentes en
los suelos asociados a cultivos de cacao para su identificaciéon y aislamiento, se utilizé el método
de tamizado humedo y decantaciéon (Gerdermann y Nicolson, 1963), el cual se describe a

continuacion:

1) Suspender una alicuota de suelo equivalente a 10 g de peso seco en 500 ml de agua
corriente y agitar para la ruptura de los agregados.

2) Pasar la suspensién a través de un set de tamices de diferentes tamafios de mallas (875
ummm, 250 um y 50 um) (Fig. 2 a).

3) Recoger el contenido de los ultimos tamices y transferirlo a una placa de conteo con anillos
concéntricos (Fig. 2 b).

4) Seleccionar las esporas de aspecto “saludable” (paredes sanasy contenido citoplasmatico)
(Fig. 3), y aislarlas bajo lupa binocular con la ayuda de una micropipeta. Dichas esporas

serdn utilizadas para su identificacién, o bien, para iniciar cultivos monospdricos.

Figura 2. Set de tamices y placa de anillos concéntricos para aislamiento y conteo de esporas.

Caracterizacion morfologica e identificaciéon de los hongos MA
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Para la identificacién de especies de hongos MA se observan los caracteres morfolégicos de las
esporas a nivel microscépico. Para ello: 1) montar las esporas recuperadas por tamizado del suelo,
y 2) fijarlas en el portaobjeto con polivinil alcohol lactoglicerol (PVLG) y/o una mezcla de PVLG y
reactivo de Melzer (1:1). Luego, 3) observar bajo microscopio binocular, y tener en cuenta los

siguientes aspectos de las esporas para su correcta identificacién (Fig. 3):

- Determinar si las esporas son solitarias o se encuentran formando agregados.

- Colordelaesporainmersas en agua o PVLG iluminadas bajo luz constante de fibras épticas
en lupa binocular.

- Morfologia de las hifas sustentoras.

- Didmetro de las esporas, utilizando micrémetro ocular bajo microscopio.

- Subestructuras de las paredes de esporas: observacion del nimero de capas, el color de
cada una, su reaccién en reactivo de Melzer y la presencia de ornamentaciones e indicios

de germinacién.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas de las esporas, la clasificacién taxonémica se realiza
segun las descripciones pertinentes del Filo Glomeromycota, y los aislamientos de referencia
descritos en la pagina web del Prof. Btaszkowski J.
(http://www.agro.ar.szczecin.pl/~jblaszkowski/) y en el INVAM (International Culture Collection

of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi) (http://invam.caf.wvu.edu).
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Figura 3. Esporas de hongos MA con diferentes caracteristicas morfolégicas aisladas de suelos
de plantaciones de cacao.

TECNICAS DE PROPAGACION

Cultivos trampa

El establecimiento de cultivos trampa tiene el objetivo de propagar especies de hongos MA
presentes en las muestras de suelo, incluyendo aquellas que al momento del muestreo no se
encontraban esporuladas, y obtener indculo nuevo y viable. Ademas, la obtencién de nuevas
esporas ayuda a la identificacidon de las especies dado que se encuentran en mejor estado y se
pueden reconocer las estructuras con mayor facilidad. Para ello, se preparan cultivos utilizando
plantas hospedantes como lechuga, tomate, puerro, arveja, lino, trébol 6 maiz, creciendo en
macetas conteniendo sustratos estériles mezclados con la muestra de suelo que se quiere
estudiar. Las macetas se rellenan con la mezcla estéril de sustrato compuesto por
suelo:perlita:vermiculita (1:1:1, v/v/v). La esterilizacion de este sustrato se realiza por
tindalizacién (100 2C por 1 h, 3 dias consecutivos). En cada maceta se agrega una alicuota del
correspondiente suelo tomado de la rizésfera de una planta de cacao, conteniendo inéculo de
hongos MA (micelio, esporas y fragmentos de raices colonizados), y se siembran semillas
germinadas de algunos de los hospedantes mencionados. Las plantas se mantienen en

invernadero regandose por capilaridad.

Alos 2, 4 y 6 meses se toman al azar raices de cada cultivo trampa, y se tifien (como se describié
anteriormente) para observar la micorrizacion. Ademas, a partir de muestras de suelo se
recuperan esporas mediante la técnica de tamizado humedo (descrita anteriormente) (Fig. 4)

para su identificacidn y/o armado de cultivos monospdricos.

Cultivos monosporicos

Los cultivos monospdricos son cultivos iniciados a partir de una Unica espora viable de hongo MA,
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se realizan con el fin de obtener indculo puro de esa cepa en particular (Fig. 4). Para obtener este

tipo de cultivos se siguen los siguientes pasos:

- Esterilizar superficialmente semillas de tomate mediante una solucién de hipoclorito de
sodio al 6%, y ponerlas a germinar en placa de Petri sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada, previamente esterilizada.

- Rellenar bandejas de germinacién con sustrato tindalizado de suelo:perlita:vermiculita
(1:1:1).

- Sembrar una semilla germinada por pocillo, y cultivar por 10 dias en condiciones de
invernadero.

- Luego de 10 dias, aislar esporas de aspecto saludable de la muestra de suelo original
colectada de las plantaciones de cacao o de las macetas correspondientes a los cultivos
trampa .

- Tomar una plantula de tomate e inocular inmediatamente una espora sobre su raiz, volver
a colocarla en el pocillo con el sustrato estéril.

- Cubrir con mas sustrato esteril

- Alcabo de 2 meses, controlar la micorrizacién de las plantas de tomate mediante la tinciéon
de una porcion de sus raices, y una vez corroborada la micorrizacidn, transferir el cultivo

monoespecifico a una maceta de 500 mL rellenando con sustrato estéril.
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Figura 4. Cultivos trampa con plantas de lechuga como hospedante y suelo de plantaciones de
cacao, y cultivos monospdricos con plantines de tomate inoculados con una espora.

ESTIMACION DE HUMEDAD DEL SUELO

La cantidad de agua del suelo puede afectar fuertemente la actividad microbiana y la movilidad
de nutrientes y otros metales pesados. La metodologia para determinar la humedad del suelo se

describe a continuacién:
- Pesar un trozo de papel aluminio, rotular, y registrar su peso.

- Sin quitar el papel de la balanza, tarar y pesar aproximadamente dos gramos de muestra de

suelo, cerrar el papel sobre la muestra formando un sobre y registrar su peso.
- Llevar a estufa en 1052C hasta peso constante.

- Pesar el sobre (aluminio + muestra) y calcular por diferencia de peso el % de humedad presente

segun la siguiente féormula:
Porcentaje de humedad: ((Peso fresco — Peso seco )/Peso seco) x 100

Las cuantificaciones deben realizarse con al menos tres réplicas y obtener el valor promedio.
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DETERMINACION DEL PH DEL SUELO

El valor de pH de un suelo es un indicador de la acidez o alcalinidad, e influye en la disponibilidad
de nutrientes y metales pesados, asi como sobre el desarrollo de los microorganismos, por lo que
es importante determinar dicho parametro en los suelos bajo estudio. La metodologia para

determinar el pH del suelo se describe a continuacion:

- Dejar secar el suelo

- Tamizar el suelo con tamiz menor de 2 mm.

- Pesar 10 gr. de suelo y colocarlo en un vaso de precipitado (por triplicado).

- Agregar aproximadamente 25 ml de agua destilada y agitar por 15 segundos cada 5 minutos, 3

veces.

- Dejar reposar 1 hora, y medir el pH utilizando tiras colorimétricas o pHmetro. Obtener el valor

promedio del pH.

DETERMINACION DEL CARBONO TOTAL DEL SUELO

El Carbono total del suelo es un indicador importante de la calidad del suelo, tanto en sus
funciones agricolas como ambientales. Es un indicador del secuestro de Carbono (y la disminucién
de GEis), la actividad y diversidad bioldgica, y cumple un rol importante en la interaccién con
metales pesados, como el Cd. La metodologia para determinar el contenido total de Carbono del

suelo se describe a continuacion:
- Pesar un crisol de porcelana y registrar su peso.
- Llevar a peso seco constante la muestra de suelo, y registrar su peso seco.

- Colocar en el crisol la muestra de suelo seca, y pesar nuevamente la muestra mas el crisol (a

diferencia de la metodologia para estimar la humedad del suelo, en este caso no hay que tarar la
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balanza luego de pesar el crisol).
- Colocar los crisoles en una mufla, y calcinar a 700 °C.

- Pesar las cenizas obtenidas y descontar al peso anterior.
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