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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue desarrollar protocolos base de
preparacion de esporas de micorriza arbuscular (MA) para su observacién en el
microscopio electronico de barrido (MEB) y de tincion vital basada en la reaccion
enzimatica con Diacetato de Fluoresceina (FDA). La microscopia electronica es una
de las técnicas mas utilizadas para la caracterizacion morfolégica de esporas de
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MA; no obstante, los protocolos reportados en trabajos previos no son descritos a
detalle y tampoco son validos para todos los tipos de muestras. Para evaluar la
vitalidad de las esporas de MA, se emplean colorantes vitales como el FDA, el
mismo que es convertido a un producto fluorescente por la actividad de diferentes
enzimas localizadas en la membrana celular. En este trabajo se emple un protocolo
de limpieza de esporas con una solucién de Tween 20 (3.75% V/V) y un proceso de
deshidratacién en un desecador de vidrio para su observacion en el MEB.
Adicionalmente, se tratdé las esporas con una solucién de FDA (25 uM) para
observarlas en el microscopio de fluorescencia y determinar su vitalidad. El
protocolo de preparacion utilizado para la visualizacion de las esporas de MA con el
MEB nos permitié observar todas las estructuras. En cuanto a la tincién vital, se
concluyé que el método es efectivo para esporas producidas in vitro y que no se
encuentran en estado de latencia.

Palabras Claves: Esporas de MA, HMA, morfologia, vitalidad, diacetato de
fluoresceina, fluorescencia, MEB, microscopio de fluorescencia, tincion vital

ABSTRACT

The aim of the present study was to develop new basic protocols for the
observation of AM spores under scanning electron microscope (SEM) and vital
staining based on enzymatic reaction of Fluorescein Diacetate (FDA). Electron
microscopic techniques are frequently used to characterize the morphology of
spores, however, there are not well described pre-established protocols. To assess
the vitality of MA spores, vital dyes such as FDA are used. This compound is
converted to a fluorescent product by the intracellular activity of different enzymes.
In this work, a spore cleaning protocol was performed with a Tween 20 solution
(3.75% VIV) and a dehydration process in a glass desiccator was carried out for
SEM observations. Furthermore, spores were treated with a FDA solution (25 pM)
in order to visualize them in the fluorescence microscope and determinate their
vitality. The protocol for the observation of spores under the SEM allow to visualize
all its structures without alterations. As for vital staining, it was concluded that the
method is effective for spores produced in vitro and when they are not in latency
state.

Keywords: AM spores, morphology, vitality, fluorescein diacetate, fluorescence,
SEM, fluorescence microscope, vital staining

1. INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos que
forman interacciones mutualistas con la mayoria de plantas (angiospermas,
gimnospermas, briofitas y pteridofitas). Se consideran asociaciones simbioticas



Observacion de esporas de MA en MEB y tincidn vital 255

debido a que los hongos se benefician de las fuentes carbonadas provenientes de
la planta, mientras que esta Ultima se beneficia en la supervivencia, productividad
(Goverde et al., 2000), capacidad reproductiva (Xiachong y Koide, 1994),
incremento en la tolerancia a situaciones de estrés debido a la presencia de metales
pesados y escasez de nutrientes (Stahl y Smith, 1984). Se considera una asociacién
de distribucién universal porque se han detectado en la rizésfera de la mayoria los
habitats naturales (Remy et al., 1994).

Las estructuras de reproduccién asexual de hongos micorrizicos son las
esporas, las cuales poseen miles de nucleos donde almacenan la informacion
genética (Marleau et al.,, 2011) y se producen blasticamente en la punta del
esporangio de la hifa. El nUmero de esporas producidas depende de la especie de
hongo, tipo de planta, fertilidad del suelo, aplicacién de fertilizantes y pesticidas,
fenologia del hospedero, intensidad de la luz y competitividad de otras especies de
MA (Koske, 1985).

El ciclo de desarrollo de las esporas difiere significativamente en el filo
Glomeromycota, por esta razén, estas estructuras son consideradas fundamentales
en la descripcion taxondémica de hongos micorrizicos (Blaszkowski, 2003). Son
ampliamente utilizadas en la propagacion de MA (Marleau et al., 2011); sin embargo,
el éxito de la germinacion depende principalmente de la vitalidad de las esporas.
Todos estos aspectos han motivado estudios de morfologia y vitalidad de las
esporas de MA.

Observacion de esporas de MA utilizando MEB

La microscopia electronica se considera una disciplina técnicamente exigente,
debido a que los procedimientos para el manejo de los equipos y preparacion de las
muestras se rigen a muchas leyes absolutas. Por estas razones, los métodos para
la preparacion de las muestras, especialmente de tejidos y células, no se encuentran
totalmente comprendidos; sin embargo, la informacion existente permite a los
investigadores realizar modificaciones de procedimientos descritos en trabajos
previos de acuerdo a sus necesidades (Dykstra y Reuss, 2003).

Se han descrito numerosos protocolos de observacion de MA utilizando el
MEB, los cuales intentan reducir la presencia de artefactos (suciedad, ruido
electronco) y mejorar la calidad de la imagen (Meijering et al., 2016). Dentro de las
técnicas mas utilizadas se encuentran: secado de punto critico y secado por
criofijacion. El primer método puede encoger y deformar ciertas estructuras, las
mismas que son conservadas con la criofijacion debido a que el agua es vitrificada
(Refshauge et al., citado por Unda, 2015). La desventaja de esta Ultima técnica es
el tiempo que toma la preparaciéon de la muestra ya que emplea procesos tales
como: liofilizacién por 24 horas, deshidratacién en soluciones ascendentes de etanol
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(desde 30% hasta 99%) durante 45 minutos en cada concentracion, fijacién con
glutaraldehido por 1 horay post fijacion en OsOa4 al 1% durante 1 hora (Unda, 2015).

Tincién vital de esporas de MA

Uno de los avances mas importantes dentro de las tecnologias Gpticas del
ultimo siglo, fue la introduccion de colorantes vitales para observar regiones y
compartimentos celulares especificos. El uso de estas tinciones permite diferenciar
células muertas y vivas basadas en la existencia o no de coloracion de ciertos
componentes celulares. La diversidad de células en las que se pueden emplear
colorantes vitales se ha expandido rapidamente; sin embargo, muchos de los
métodos usados comiunmente no son eficientes cuando se aplican en hongos por
diversas razones. Por ejemplo, los colorantes DAPI y Hoescht 33258 empleados
para tefiir nlcleos de células animales y vegetales no pueden utilizarse en hongos
debido a que poseen un bajo contenido de ADN vy la intensidad de fluorescencia
puede ser variable (Savidge y Pothoulakis, 2005; Singh y Singh, 1995). Las
microinyecciones son otro método por el cual se puede introducir colorantes en las
células, no obstante, ha sido muy dificil reproducirlas en hongos debido al pequefio
tamafio de las hifas y altas presiones de turgencia intracelular (Savidge y
Pothoulakis, 2005).

Para evaluar la vitalidad de las esporas de MA se han desarrollado una
diversidad de métodos como la estimacion del NMP (Numero Mas Probable),
pruebas de germinacién y técnicas de tincién. El uso de tinciones vitales presenta
ventajas en cuanto al ahorro de tiempo y trabajo. Varias sales de tetrazolio incluidas
el INT (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride) y MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) son ampliamente
utilizadas para estimar la vitalidad de las esporas. De manera similar, el Diacetato
de Fluoresceina (FDA) ha sido empleado en varias especies de MA, proporcionando
buenos resultados (Bansal y Mukerji, 2002).

El FDA es un compuesto no fluorescente que penetra la membrana intacta
de las células y es hidrolizado por diferentes enzimas, tales como proteasas, lipasas
y estereasas. El producto de esta conversion enzimatica es la fluoresceina, que es
observada dentro de las células con un microscopio de fluorescencia, o a su vez es
cuantificada con un espectrofotémetro (Schnirer y Rosswall, 1982). De manera que,
es necesaria una integridad de membrana para la retencion intracelular de la
fluoresceina; las células no vitales son incapaces de hidrolizar el FDA o retener su
producto enzimético (Flores et al., 2003) .

Esta técnica se hareportado en la evaluacion de inéculos de MA, fumigacién
del suelo, estudios de latencia, aplicaciones agricolas y de biorremediacion (Bansal
y Mukeriji, 2002). El andlisis microscopico de las esporas no permite identificar este
parametro debido a que las esporas no viables (parasitadas, viejas o con una pared
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muy fina) pueden mantenerse visualmente normales durante largos periodos de
tiempo. De la misma manera, una espora que parece normal puede no germinar por
encontrarse en estado de latencia (Bansal y Mukerji, 2002). Por lo tanto, el uso de
tinciones vitales proporcionan una herramienta muy poderosa para determinar la
vitalidad de las esporas de MA.

Pese a que se han realizado numerosos estudios que definen protocolos
para observar la morfologia (criofijacion, punto critico) y determinar la vitalidad de
esporas de MA (tincidnes vitales, nimero mas probable, porcentaje de colonizacién
y germinacién) , se consideran como practicas de rutina 'y a menudo la metodologia
no es descrita en detalle en las publicaciones. La falta de precision en los métodos
convencionales pueden ocasionar la formacion de artefactos o falsos negativos en
su lectura. Esto motiva a proveer descripciones claras de procesos que permitan
obtener imagenes de mayor calidad y precision en la interpretacion.

El presente estudio describe protocolos de preparacion de esporas de MA
para observacién en MEB vy tincién vital basada en la reaccion enzimética con FDA.

2. MATERIALES Y METODOS
A continuacion se detallan los protocolos realizados para cada una de las técnicas:
2.1. Microscopio electronico de barrido

Esporas de HMA

Las esporas fueron extraidas de dos cultivos monospéricos de Acaulospora
colombiana y Funneliformis geosporum siguiendo el protocolo de Tamizado
Humedo propuesto por Gerdemann y Nicolson (1963), que se encuentra descrito en
la pagina del INVAM (West Virginia University, 2016).

Limpieza de esporas

Se colocaron 20 esporas en un vaso de precipitado de 10 mL con una
solucién de Tween 20 al 3.75% V/V. Luego se sonicd las muestras, usando un
sonicador Branson 1510, en 3 series de 10 segundos con intervalos de 1 minuto.
Finalmente, se filtraron las esporas con un papel filtro MN 615 y se lavaron con agua
destilada para retirar los residuos de la solucién jabonosa (Kaonongbua et al., 2010).

Preparacion de la esporay observacion en el MEB
Se colocaron las esporas de HMA una por una en la cinta doble faz de

carbono con la ayuda de la pinza antiestatica. Seguidamente, las muestras se
dejaron en un desecador de vidrio en forma de campana por un periodo de 5 a 7
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dias. Luego de este tiempo las muestras se situaron en un evaporador por
pulverizacién catédica Quorum Q150R ES y se recubrieron con una capa de
aproximadamente 20 nm de oro por 60 segundos. Finalmente se introdujeron las
muestras en la camara del MEB Tescan Mira 3 para su visualizacion. Los
parametros de operacion variaron para cada fotografia. La informacién especifica
del voltaje, distancia de trabajo y tipo de detector se especifica al pie de cada figura.

2.2. Tincién vital
Esporas de HMA

Las esporas fueron extraidas de suelo de campo y de cultivos in vitro
siguiendo el protocolo de Tamizado Himedo propuesto propuesto por Gerdemann
y Nicolson (1963), que se encuentra descrito en la pagina del INVAM (West Virginia
University, 2016). Las esporas empleadas para el analisis de tincion vital tuvieron
maximo tres dias de extraidas del substrato.

Control negativo

Para la obtencion del control negativo, se autoclavaron las esporas dos
veces durante 15 minutos a 121 °C y 25 PSI (Firstencel et al., 1990).

Observacién en el microscopio de fluorescencia

Con la ayuda de un estereomicroscopio Olympus SZ61, se colocaron las
esporas extraidas en un vidrio reloj y se lo transfirié a una estufa a 27 °C hasta que
se evaporen completamente los residuos de agua. Luego se afadié 30 uL de la
solucion de FDA (ver protocolo de preparacion de soluciones) y se dejo reposar por
15 minutos en condiciones de oscuridad. Seguidamente, se transfirieron las esporas
a un vidrio reloj que contenia 1 mL de PBS 22mM, pH 7.4 e inmediatamente se
recogieron y colocaron en un porta objetos. Se procedi6 a observar la placa en el
microscopio de fluorescencia Olympus IX53 con un filtro de excitacién de 450-490
nmy un filtro de emision de 520 nm.

2.3. Protocolo de preparaciéon de soluciones

Solucién de FDA

La solucion stock de FDA se prepar6 a una concentracion de 0.5 mM,
diluyendo 1.04 g en 5 mL de Dimetil sulféxido (DMSO). Para la solucion de trabajo
se tom6 250 pL de la solucion stock y se aforé a 5 mL de buffer fosfato (22mM, pH
7.4). Luego, se paso la dilucion por un filtro millipore de 0.2 um y se sonicé por 60
minutos a 18 °C en un sonicador Branson 1510. La dilucion realizada en buffer
fosfato no se puede almacenar. La solucidn stock se puede conservar durante varios
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meses a 4 °C; sin embargo, se recomienda verificar que no exista cambio de color
(a amarillo).

3. RESULTADOS
3.1. Microscopio electrénico de barrido

Se comprob6 que la limpieza de esporas es un factor que influencia el
proceso de obtencion de imagenes claras y precisas. Una prolongada exposicion
al ultrasonido puede romper las paredes de la espora, y una breve exposicion puede
terminar en una ineficiente limpieza (figura 1).

MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 2.00 kx ‘Date(mldly): 09/28/16 CENCINAT

Figura 1 Micrografia de una espora de Acaulospora colombiana con
impurezas.

La deshidratacion de las esporas se realiz6 en un desecador de vidrio
completamente limpio y desinfectado. Los microfotografias mostraron que el método
es adecuado para deshidratar las esporas sin deformar sus estructuras (figura 2).

En las microfotografias se visualiz6 la presencia de pequefios agujeros en
las esporas (figura 2A). La pared de las esporas pertenecientes a Acaulospora
colombiana se observaron lisas (figura 2A), mientras que las de Funneliformis
geosporum se presentaron rugosas (figura 2B).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 18.68 mm L MIRA3 TESCAN] SEMHV: 5.0kv WD: 18.47 mm [N MIRA3 TESCAN
View field: 69.2 ym Det: SE 20 pm View field: 83.0 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 3.00 kx  Date(m/dly): 09/20/16 CENCINAT SEM MAG: 2.50 kx  Date(m/dly): 01/20/17 CENCINAT

Figura 2 Micrografias de esporas de MA con diferentes tipos de pared.
A: espora de Acaulospora colombiana con pared lisa. B: espora de
Funneliformis geosporum con pared rugosa.

3.2.Tincion vital
Se observo que la limpieza tanto de las esporas como de las placas, es un
factor muy importante, debido a que las impurezas pueden distorsionar u opacar la
fluorescencia (figura 3).

A

Figura 3 Esporas tefiidas con una solucion de FDA (25 uM) observadas en el
microcopio Olympus IX53. A: esporas de MA limpias (L) y con impurezas (S)
en campo claro 10X. B: Esporas de MA limpias (L) y con impurezas (S)
utilizando el filtro BW 10x.
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Las fotografias evidenciaron que las esporas presentan una variacion del
color de la fluorescencia (figura 4: Ay B) y también autoflorescencia (figura 4C).

B C

Figura 4 Esporas de MA tefiidas con una solucién de FDA (25 uM)
observadas en el

4. DISCUSION

La estandarizacién de las metodologias de preparacion de muestras
disminuye las alteraciones o falsos positivos, reduce la variabilidad y por lo tanto
incrementa la confiabilidad de los resultados obtenidos (Calich et al., 1978). El
mejoramiento de técnicas reportadas en trabajos previos permite dar solucion a los
problemas generados de acuerdo a las necesidades de cada investigador, ya que
los procedimientos difieren dependiendo el tipo de muestra y las condiciones
ambientales a las que son sometidas (Dykstra y Reuss, 2003). A continuacion se
presenta la discusion de resultados obtenidos en el desarrollo de los protocolos
presentados en este estudio.

4.1. Microscopio electronico de barrido

Los requerimientos de preparacion para los especimenes que van a ser
observados en el MEB son rigurosos y toman demasiado tiempo en comparacion
con los de otros microscopios. La preparacion de la muestra comienza con la
seleccion del adecuado material bioldgico y procede con la fijacion y deshidratacion
(Koehler, 1973).

Las técnicas utilizadas con mayor frecuencia para la observacion de
estructuras micorrizicas son el secado hasta el punto critico y el secado por
criofijacion. El secado hasta el punto critico emplea etanol y acetona para la
deshidratacién, tetradxido de osmio para la fijacion y CO2 liquido (Calderoni et al.,
2003; Cuenca y Herrera-Peraza, 2008). La criofijacion emplea nitrégeno liquido y
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liofilizacion (McCully et al., 2000; Ryan et al., 2003). En los Ultimos afios, se ha
desarrollado la técnica de ESEM (Modo ambiental del MEB) que permite observar
las muestras en su estado natural sin necesidad de aplicar deshidratacién y fijacion;
pese a ello, el desarrollo del método requiere de una gran experticia por parte del
investigador (Pathan et al., 2010).

La deshidratacion de la muestra es una etapa fundamental para su
observacion en el MEB, debido a que la presencia de agua produciria una
perturbacién del haz de electrones por su inestabilidad bajo vacio (Dunlap y
Adaskaveg, 1997). En este ensayo se empled un descador de vidrio para la
realizacion de este proceso,resultando en una baja alteracién de las estructuras. La
ventaja de aplicar esta técnica es que no requiere de cambios constantes de
soluciones (etanol del 30 al 90%, glutaraldehido, tetradxido de osmio, acetona) en
comparacion con las técnicas de criofijacién y punto critico (Unda, 2015), brindando
mayor facilidad para el investigador.

Los resultados mostrados en las fotografias de la figura 2, evidencian la
presencia de agujeros en la pared de las esporas, que puede deberse a las
caracteristicas de ciertas especies, o a lisis de la pared de la espora por la presencia
de bacterias (Roesti et al., 2005). Los cambios de contextura observados en la pared
de la espora, lisa 0 rugosa, depende de la especie de MA (Walker, 1983).

4.2. Tincioén vital

Las esporas con més de 3 dias de almacenamiento disminuyen su vitalidad,
ya que las condiciones de estrés podrian producir que entren en un estado de
latencia o senescencia (Tommerup, 1983). Por este motivo, en la estandarizacion
del protocolo presentado en este estudio se emplearon esporas que tenian maximo
3 dias de extraidas del substrato.

El empleo de diferentes especies de MA provoc6 una variacion del color de
la fluorescencia en esporas vitales, puesto que se ha demostrado que el producto
de almacenamiento de ciertas especies es el glucégeno o algin otro material no
lipoideo carente de enlaces éster. Esto produce una disminucion en la presencia de
enzimas estereasas, las cuales son responsables de la hidrolisis del FDA (Miller,
Torres et al., 1993).

Por otra parte, se evidencié que las esporas muestran una autoflorescencia
(figura 4). Esta caracteristica se produce por la presencia de croméforos endégenos
en las células (Wieczorek, 2008) , provocando que fluorezcan en su estado natural
sin necesidad de tratarlas con un fluoréforo. Estudios previos han reportado que las
esporas de MA autofluorescen cuando son sometidas a emisiones de luz verde y
azul (Dreyer et al., 2006), lo que explica la deteccién de este parametro en el
ensayo.
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La ausencia de fluorescencia se interpreté como no vitalidad o latencia de
la espora, debido a que esta etapa se caracteriza por presentar cambios en la pared,
haciéndola impenetrable (Mosse, 1970). Dicha condicién impide el paso del FDA a
través de la membrana y consecuentemente no se produce fluorescencia.

Un alto nivel de viabilidad y uniformidad en los resultados se obtuvieron con
esporas producidas in vitro, los mismos que se atribuyen a que en el cultivo in vitro
se mantienen controladas las condiciones ambientales y no se presentan
limitaciones de crecimiento, consecuentemente las esporas son menos susceptibles
a la mortalidad o senescencia (Meier y Charvat citado por Marleau et al., 2011). Las
caracteristicas mas comunes que presentan las esporas de campo son: variabilidad
en estado fenolégico, presencia o ausencia de peridio (capa externa que va
desarrollandose dependiendo la edad de la espora) y variacibn de factores
ambientales (humedad, nutrientes, temperatura) (Meier y Charvat, 1993). De
manera que, el método descrito funciona de mejor manera con esporas cultivadas
in vitro.

Aplicar la técnica de tincién vital con FDA requiere de 1 a 2 horas, razén por
la cual se considera rapida y de facil desarrollo a diferencia de otros métodos
existentes. Por ejemplo, el NMP mide la presencia o ausencia de micorrizas con
probabilidades estimadas del nimero de propagulos en una tabla estadistica
(Bansal y Mukeriji, 2002). Los datos se toman empleando suspensiones diluidas de
muestras de suelo y poseen un alto intervalo de confianza (95%) incluso con un
factor de dilucién bajo, por lo que se necesita de muchos tubos de replicacién (West
Virginia University, 2016). El porcentaje de colonizacién en cambio es un método
laborioso que consiste en el conteo de presencia de micorriza en la raiz de la planta
huésped dividida por secciones, por tal motivo requiere de 14 — 30 dias de
inoculacién para asegurar que la raiz esté infectada con HMA (Franson y
Bethlenfalvay, 1989).

5. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran que el tratamiento de
limpieza con Tween 20 y deshidratacion en desecador de vidrio es adecuado para
la observacion de esporas de HMA en el MEB, debido a que se reducen al minimo
los artefactos y se conservan perfectamente las estructuras generando micrografias
claras y precisas.

La aplicacion de tincién vital con FDA tiene mayor precisién en esporas
producidas in vitro; sin embargo, se debe tener cuidado en la interpretacion de los
resultados ya que las esporas en latencia, al igual que las no vitales, no presentan
fluorescencia.
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Las técnicas descritas en este trabajo facilitan en gran medida los procesos
de indentificacién morfolégica de especies de MA y la determinacion de vitalidad en
las esporas, los cuales son pardmetros cominmente evaluados en las
investigaciones concernientes a hongos micorrizicos. Los protocolos desarrollados
son practicas simples, eficientes y confiables para andlisis de esporas de micorriza
arbuscular.
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