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Secretos de una planta albina Arachnitis uniflora (Corsiaceae): en busqueda del
simbionte fungico.
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RESUMEN

Las plantas micoheterotroficas son acloréfilas, por lo tanto incapaces de asimilar carbono
por si mismas por lo que dependen de la asociacion con hongos micorricicos para obtener
sus nutrientes; quienes a su vez, los toman de las plantas autotroficas de la comunidad.
Arachnitis uniflora Phil. (Corsiaceae) es una pequefia planta micoheterotréfica, asociada a
un grupo especifico de hongos micorricicoarbusculares (HMA) (Glomus Grupo A) del
Phylum Glomeromycota, pero se desconoce la identidad especifica. El patréon de
colonizacién de estos hongos en raices de A. uniflora se caracteriza por la presencia de
hifas inter e intracelulares, rulos, escasas vesiculas y vesiculas en racimos (estructura no
encontrada en otras simbiosis). Si bien en estas raices no se hall6 la formacion de
arbusculos, aun no se sabe qué estructuras forma en sus hospedadores fotosintéticos. El
presente estudio se plantea determinar la/las especie/s de HMA presentes en plantas
trampa inoculadas con raiz de A. uniflora y suelo rizosférico, ademas de determinar qué tipo
de estructuras forma en las raices del hospedador fotosintético trampa. Para esto se colecto
suelo y raices de A. uniflora de tres poblaciones de los bosques andino-patagénicos (dos
argentinas y una chilena). Posteriormente, bajo condiciones controladas, se hicieron crecer
plantas trampa (sorgo, amor seco y perejil) en suelos estériles, tratados con fragmentos de
raiz de A. uniflora y suelo nativo como fuentes de in6culo. Parte de los sistemas radicales de
cada planta trampa se tifieron para analizar presencia/ausencia de colonizacién micorricica
arbuscular. En los sistemas radicales se hallaron las tipicas estructuras que forman estos
hongos dentro de la raiz (puntos de entrada, hifas, vesiculas, rulos y arbulsculos) en plantas
inoculadas tanto con raiz como con suelo nativo. Los suelos de cada maceta se tamizaron
con el fin de extraer las esporas de HMA e identificarlas. Se hallaron cinco morfoespecies:
A. scrobiculata, C. claroideum, G.aff.brohultii, E. infrequens,C.aff.luteum. En las plantas
inoculadas con raiz de A. uniflora so6lo fueron halladas A.scrobiculata y C.aff.luteum. Si bien
este estudio pretende ser complementado con analisis moleculares, el mismo permitié
concluir en la multiespecificidad de simbiontes de A. uniflora. Ademéas de hallarse
estructuras del HMA especificas en su hospedador fotosintético, trampa que reflejan
estrategias diferenciales de asociacion con las plantas verdes y con A. uniflora.

Palabras clave: Plantas micoheterotréficas — Hongos micorricico arbusculares -
Arachnitisuniflora

INTRODUCCION

Las plantas micoheterotroficas han atraido el interés de numerosos botanicos y micélogos,
mucho antes incluso de la designacion de su nombre por Leake (1994). Se trata de plantas
aclorofilas, por lo tanto incapaces de asimilar carbono por si mismas; lo que las convierte en
parasitas indirectas (epiparasitas) de otras plantas fotosintetizantes (arboles, arbustos, etc.)
(Leake, 1994). Asi, dependen de la asociacion con hongos micorricicos para obtener sus
nutrientes; quienes a su vez, los toman de las plantas autotréficas de la comunidad.

Esta particular forma de vida ha evolucionado convergentemente numerosas veces y se
presenta en once familias de Angiospermas (Maas et al., 1986; Rilbsamen, 1986; Mabberly,
1987; Dressler, 1993; Leake, 1994; Ibisch et al., 1996; Bidartondo et al., 2002).

Arachnitis uniflora Phil. pertenece a Corsiaceae, una pequeia familia de plantas
micoheterotréficas compuesta por tres géneros: Corsia, proveniente de Nueva Guinea,
Australia e Islas Solomon; Corsiopsis, de China, yArachnitis, creciendo en América del Sur,
donde se desarrolla a lo largo de los bosques andino-patagdnicos de Argentina y Chile, en
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las Islas Malvinas y en el sur de Bolivia (Dimitri, 1972; Cribb et al., 1995; Ibisch et al., 1996;
Zhang et al., 1999; Neyland & Hennigam, 2003). Esta distribucion disyunta es poco comuan
para una planta micoheterotréfica (Maas et al., 1986; Graaf, 1992; Ibisch et al., 1996).

Las plantas micoheterotroficas se asocian con especies pertenecientes a tres phyla de
hongos (Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota) para formar micorrizas arbusculares
(MA), monotropoides, orquideoides y arbutoides. A. uniflora, particularmente, esta asociada
a los hongos micorricico arbusculares (HMA) que pertenecen al Phylum Glomeromycota
(Schiler et al.,, 2001), siendo este tipo de asociacion poco frecuente entre las plantas
epiparasitas. Los HMA estan asociadas a las raices del 80% de las plantas terrestres (Smith
& Read, 2008) y se caracterizan porque las hifas colonizan la raiz del hospedante formando,
generalmente, estructuras particulares denominadas arbusculos y vesiculas, existiendo
ademas micelio y esporas en el suelo circundante (Smith & Read, 2008). Los HMA tienen
diversos roles en los ecosistemas naturales. Entre los mas importantes se pueden
mencionar la facilitacion del acceso al fosforo para las plantas, la proteccién frente a
patdégenos radicales y la participacion en la agregacion y estabilidad del suelo (Newsham et
al. 1995, Smith & Read 2008).

Estudios moleculares realizados por Bidartondo et al. (2002) para tres poblaciones
patagonicas de A. uniflora, revelaron su dependencia a un estrecho linaje de HMA (Glomus
Grupo A sensu Schwarzott et al., 2001; Glomeraceae sensu Schif3ler & Walker, 2010). Al
mismo tiempo, esos hongos fueron encontrados también en raices de plantas verdes
circundantes, como Osmorhiza chilensis (Apiaceae), Austrocedrus chilensis (Cupressaceae)
y Nothofagus dombeyi (Nothofagaceae), las cuales podrian ser la fuente de carbono para A.
uniflora. Ademas, fueron detectadas otras especies de HMA en el &rea estudiada, pero
ninguno asociado a raices de A. uniflora. El patrén de colonizacién del hongo micorricico en
raices de A. uniflora fue estudiado por Dominguez & Sérsic (2004) y Dominguez et al. (2006,
2009) y se caracteriza por la presencia de hifas inter e intra celulares, rulos, escasas
vesiculas y vesiculas en racimos (estructura no encontrada en otras simbiosis). Si bien no
se hallaron arbusculos en las raices de A. uniflora, no se sabe qué estructuras forma con
sus hospedadores fotosintéticos.

El presente estudio se plantea determinar la o las especies fungicas de HMA presentes en
plantas trampa inoculadas con raiz de A. uniflora y suelo rizosférico, ademas determinar qué
tipo de estructuras forma en las raices del hospedador fotosintético trampa.
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MATERIALES Y METODOS

Se colectaron muestras de suelo y plantas de A. uniflora de tres sitios diferentes, dos de
ellos en Argentina: - Lago Cholila, Dpto. Cushamen, Chubut (42° 27' 38"S, 71° 36' 35°"'W), -
Cerro Perito Moreno, El Bolsén, Rio Negro (41° 51' 25S, 71° 32' 14"W). El sitio chileno
corresponde a Llancalil, Regién de la Araucania (39° 14' 8"S, 71° 38' 9"W). Las mismas
fueron tomadas en Diciembre de 2011.

Cultivos trampa:

A partir de las muestras de suelo se realiz6 un ensayo en invernadero con el fin de
recuperar esporas de HMA presentes en el suelo rizosferico donde crece A. uniflora, como
asi también de la/las morfoespecies presentes en las raices de A. uniflora. Se utilizaron dos
fuentes de inéculo: 1) suelo, conteniendo propagulos viables como esporas, micelio
extraradical y fragmentos de raices colonizados con micelio intrarradical y vesiculas, y 2)
fragmentos de raices de A. uniflora.

Como plantas trampa se eligieron “perejil” (Petroselinum sativum), “amor seco” (Bidens
pilosa var. pilosa) y “sorgo” (Sorghum vulgare (Hack.) Haines), las que se hicieron germinar
en arena estéril a partir de semillas esterilizadas. Las plantulas obtenidas se trasplantaron a
macetas de 400 cm?® conteniendo arena y suelo proveniente de los diferentes lugares de
muestreo, en una proporcion 3:1. Se prepararon 63 macetas siguiendo el siguiente
esquema:
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Plantas trampa  Fuentes de in6culo Cholila P. Moreno Llancalil
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Bidens Control n:1 n:1 n:1
Raiz n:3 n:3 n:3
Suelo n:3 n:3 n:3
Perejil Control n:1 n:1 n:1
Raiz n:3 n:3 n:3
Suelo n:3 n:3 n:3
Sorgo Control n:1 n:1 n:1
Raiz n:3 n:3 n:3
Suelo n:3 n:3 n:3
Total de macetas 21 21 21
donde:
. Control, arena autoclavada: suelo autoclavado
. Raiz, arena autoclavada: suelo autoclavado + fragmentos de raiz de A. uniflora
utilizada como inéculo
. Suelo, arena autoclavada: suelo de cada lugar utilizado como inéculo

Las plantas se dejaron crecer por 6 meses en invernadero con temperatura, fotoperiodo y
riego controlado. Luego, se sometieron a stress hidrico, regando las macetas una vez por
semana, durante 45 dias, para luego cosechar el experimento.

Los sistemas radicales de cada una de las plantas se dividieron en dos partes. Una parte se
clarificé y tifié siguiendo la técnica de Phillips & Hayman (1970) y Grace & Stribley (1991),
para luego ser examinadas bajo microscopio 6ptico, analizando presencia/ausencia de
colonizacién, e identificando: hifas, puntos de entrada, vesiculas, rulos, presencia de
arbasculos, etc. La otra parte del sistema radical se conservé en CTAB (esta parte del
estudio no sera analizada en este trabajo), con la finalidad de identificar la/las especie/s que
colonizan a estas plantas desde el punto de vista molecular, como una forma de
complementar lo realizado desde el punto de vista morfologico.

Las muestras de suelo se tamizaron y centrifugaron con el fin de extraer las esporas del
suelo, empleando mallas de distinto tamafio de apertura (125 y 38 pm), segun la
metodologia propuesta por Gerdemann & Nicolson (1963) y Walker et al., 1982. Las esporas
de HMA obtenidas fueron montadas en portaobjetos con Polivinil-alcohol (PVA) y
PVA+Melzer como medios de montaje (Omar et al., 1979; Morton, 1988) para cuantificarlas
e identificarlas a nivel de morfoespecies. Los hombres fueron asignados acorde a Schi3ler
& Walker (2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de sistemas radicales:

Se encontraron las tipicas estructuras formadas por los hongos micorricicoarbusculares
(puntos de entrada (pe), hifas (h), vesiculas (v), rulos (r) y arbasculos (a) (Fig. 1 A, B, C, D,
E)) en plantas inoculadas con raiz de A. uniflora y suelo nativo. Cabe mencionar la
presencia de hifas muy delgadas en raices de sorgo, tanto inoculadas con suelo nativo
como con raiz de A. uniflora, formando una red (Fig. 1 D), estructura no hallada
anteriormente. En raices de amor seco se hallaron arblsculos con estructuras globosas.
Andlisis de suelo:

Se encontraron 5 morfoespecies (Acaulospora scrobiculata (Fig. 1 F), Claroideoglomus
claroideum (Fig. 1 G), Glomus aff. brohultii (Fig. 1 H), Entrophospora infrequens (Fig. 1 1),
Claroideoglomus aff. luteum (Fig. 1 J)) de las cuales todas estuvieron presentes en el suelo
de las 3 especies de plantas trampa inoculadas con suelo nativo. Sélo fueron halladas en
suelo de plantas inoculadas con fragmentos de raiz de A. uniflora: A. scrobiculata y
Claroideoglomus aff. luteum.
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Figura 1: Hongos micorricico arbusculares en raices de plantas trampas y suelo rizosférico
de perejil, amor seco y sorgo. A, B, C, D, E, estructuras encontradas dentro de las raices v:
vesiculas, pe: punto de entrada, a: arbusculos, h: hifas. F, G, H, I, J, morfoespecies encontradas en
las muestras de suelo de este ensayo: F) A. scrobiculata, G) C. claroideum, H) G. aff.brohultii, I) E.
infrequens, J) C. aff.luteum.
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CONCLUSION

Si bien este estudio pretende ser complementado con analisis moleculares, el mismo
permitié concluir en la multiespecificidad de simbiontes de A. uniflora. Ademés de hallarse
estructuras de los HMA especificas en su hospedador fotosintético trampa, que reflejan
estrategias diferenciales de asociacion con las plantas verdes y con A. uniflora.
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