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RESUMEN

Los metabolitos secundarios son sefales importantes en la
interaccién planta-microrganismos; sin embargo, los datos
que corroboran el rol de los flavonoides como senales en-
tre plantas y la simbiosis micorrizica arbuscular son limita-
dos y aun recientes. Este estudio tiene por objetivo evaluar
el efecto de flavonoides presentes en exudados radiculares
de Allium porrum L., Nicotiana gluaca y Brassica oleracea
var. [tdlica, en la germinacién de esporas y establecimien-
to de colonizacién radicular de Diversispora trimulares. Se
detectaron miricetina y canferol en exudados de A. porrum,
con un contenido total de flavonoides de 23,80ug g, de raiz
seca; quercetina, en N. glauca, con 23,35ug g''y crisina, en
B. oleracea, con 14,71pg g'. Quercetina estimulé la germi-
nacién y la vitalidad de esporas (24%, 40%), a diferencia de
crisina, que presenté un efecto inhibitorio (4%, 20%). A. po-
rrum y N. glauca incrementaron la germinacién de esporas
(54%, 56%) y porcentaje de colonizacion de micorriza arbus-
cular (72%, 75%). Los resultados de la investigacién mostra-
ron una evidencia sélida del efecto de los flavonoides como
moléculas estimulantes en los procesos de germinacién de
esporas y colonizacién de micorriza arbuscular.

Palabras clave: Micorriza arbuscular, exudados radiculares,
flavonoides, germinacién, quercetina.

SUMMARY

Secondary metabolites are important signals that could
determine the outcome of the plant soil microbial
interactions, however, the data available that support the

leading role of flavonoids in the communication of arbuscular
mycorrhizal symbiosis are recent and limited. The present
study examines the effect of flavonoids detected in root
exudates from Allium porrum, Nicotiana glauca y Brassica
oleracea var. italica on spore germination and mycorrhizal
root colonization of Diversispora trimulares. Myricetin and
kaempferol were detected in A. porrum root exudates with a
total flavonoid content of 23.80ug g™ dried root, quercetin in
N. glauca with 23,35ug g and chrysin in B. Oleracea with
14.71 ug g''. Quercetin increased the spore germination and
vitality (24%, 40%). In contrast, chrysin showed an inhibitory
effect (4%, 20%). A. porrum and N. glauca increased spore
germination (54%, 56%) and root mycorrhizal colonization
(72%, 75%). This results evidence the effect of flavonoids on
the stimulization of spore germination and stablishment of
root colonization of arbuscular mycorrhizal fungi.

Key words: Arbuscular mycorrhiza, root exudates, flavonoids,
germination, viability

INTRODUCCION

El sistema radicular libera un amplio rango de componentes,
los cuales, lideran comunicaciones complejas en procesos de
la rizésfera. Entre estos compuestos, se incluyen polisacari-
dos, aminoécidos, acidos arométicos, enzimas, reguladores
del crecimiento y otros metabolitos secundarios. Adicional-
mente, se conoce que los hongos del suelo responden a los
exudados radiculares; sin embargo, el conocimiento del efecto
de los metabolitos secundarios en la rizsfera, atn es limitado.
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El presente estudio, se enfoca en un tipo de exudado radicu-
lar, que ha sido identificado como clave en las sefiales mole-
culares de las interacciones entre plantas y hongos del suelo,
los flavonoides (Cesco et al. 2010), metabolitos secundarios
que se derivan de vias biosintéticas mixtas (Ferrer et al.
2008). En plantas, se han identificado diferentes flavonoides,
que incluyen chalconas, flavonas, flavonoles, antocianinas,
proantocianidinas y auronas (Ferrer et al. 2008). Se presen-
tan en varias familias vegetales, entre las que se encuentran
especies del género Solanum (Medina-Medrano et al. 2015);
sin embargo, aun no se han reportado flavonoides presentes
en exudados radiculares de Nicotiana glauca, miembro de
la familia Solanaceae, especie vegetal naturalizada, presente
en zonas aridas de los valles interandinos del Ecuador. Esta
especie es utilizada como portainjerto para produccién de
frutales, por su resistencia a Fusarium sp. y nematodos, asi
como su potencial asociacién con micorriza arbuscular (Vie-
raet al. 2017).

El establecimiento de la simbiosis micorrizica, entre los
hongos del Phylum Glomeromycota y 80% de las plantas
vasculares (Smith & Read, 2010), requiere una comple-
ja comunicacién entre las raices de acogida y los hongos
glomeromycetes (Vierheilig, 2004). Las primeras sehales
que perciben los glomeromycetes son la exudacién de com-
puestos, a través de la raiz, entre los que se tiene a los fla-
vonoides (Mierziak et al. 2014). Los reportes del efecto de
los flavonoides en el desarrollo de micorriza arbuscular son
contrastantes. Estudios realizados por Buee et al. (2000) re-

portan que los exudados radiculares de Daucus carota indu-
jeron a la germinacién de esporas de Gigaspora gigantea;
no obstante, Vierheilig (2004) analiz6 exudados de algunas
especies de Brassicaceae que inhibieron la germinacién y el
desarrollo de hifas de esporas de Glomus mosseae. Estos
estudios sugieren que los exudados radiculares pueden al-
terar la susceptibilidad de plantas a ser micorrizadas ya que
tienen la capacidad de promover o inhibir la germinacién
de esporas, mientras que Ponce et al. (2004) identificaron
flavonoides, como: quercetina, miricetina y canferol, en los
exudados radiculares que interactian en la simbiosis plan-
ta-micorriza. Scervino et al. (2005) y Lum & Hirsch (2003)
estudiaron estos metabolitos y reportaron que la influencia
en la germinacién y en el crecimiento de hifas de esporas de
micorriza arbuscular esté provocada por la presencia de un
grupo hidroxilo en el Cs del nacleo del flavonoide. Ademas,
Scervino et al. (2006) encontraron que quercetina (flavonoi-
de con hidroxilos en Cs+ y Cs) origin6 mayor germinacién
en comparacién con miricetina (flavonoide trihidroxilado en
Cs, Cs y Cs) y canferol (flavonoide monohidroxilado en Cx),
mientras que crisina (flavonoide sin hidroxilos en Cs, Ca'y Cs)
inhibi6 la germinacién de esporas (Tabla 1). Estos estudios
sostienen que el efecto estimulante o inhibitorio de los fla-
vonoides puede variar en dependencia de la especie vegetal
que lo produce (Scervino et al. 2006) y de la concentracion
de flavonoides (Miean et al. 2001). El objetivo de este estudio
fue determinar los flavonoides presentes en los exudados ra-
diculares de N. glauca y evaluar su efecto en la germinacién
de esporas de D. trimulares.

Tabla 1. Estructuras de flavonoides encontrados en los exudados radiculares.

R¥

Compuesto R’ R’ R® R’ R® R’ R R’

Quercetina OH OH H OH H H OH OH

Canferol OH OH H OH H H OH H

Miricetina OH OH H OH H OH OH OH

Crisina H OH H OH H H H H
B 2
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de exudados radiculares. Semillas comerciales
de Nicotiana glauca (tabaquillo), Allium porrum L. (cebolla)
y Brassica oleracea var. italica (brocoli) fueron colocadas
por separado en contenedores plésticos con sustrato estéril
(tierra negra y cascajo relacién 2:1). Alos tres meses de edad,
se extrajeron las plantas con sus raices y se lavaron con agua
corriente. Se introdujeron en Erlenmeyers con agua destila-
da y después de 48 horas, los exudados se recolectaron, se
filtraron y se conservaron a -14°C, hasta su analisis (Prikryl
& Vancura, 1980).

Cuantificacion de flavonoides totales. A través del método
espectrofotométrico, descrito por Zhishen et al. (1999), se
determiné el contenido total de flavonoides, usando rutina
como estandar (0,1mg mL"), a una longitud de onda de
510nm y se expresaron los resultados en ug de rutina g* de
raiz seca.

Preparacién de la curva de calibraciéon. Aplicando el mé-
todo reportado por Zhishen et al. (1999), se elaboré la curva
de calibracion de flavonoides, usando una solucién estandar
de rutina. Se emplearon diferentes volimenes de esta solu-
cién (100, 300, 500, 700, 850 y 1000uL) y se completé con
metanol hasta un volumen de 1250uL; se adicion675uL de
nitrito de sodio (NaNO2) al 5%, reposo de 6min y 150uL de
cloruro de aluminio (AICIs) al 10%, con 500uL de hidroxido
de sodio (NaOH) 1N; finalmente, se completé con agua des-
tilada hasta un volumen de 2,5mL. La medicién, se realizd
en espectrofotémetro (UV-VIS Genesys 10S), a una longitud
de onda de 510nm.

Andlisis de muestras. Las muestras, se prepararon siguien-
do el método de Zhishen et al. (1999), sobre 500uL de cada
exudado, en tubos de ensayo. Se evalud la absorbancia a
510nm, en un espectrofotometro (UV-VIS Genesys 10S). Se
cuantificé los flavonoides exudados por gramo de raiz y se
expres6 en microgramos equivalentes de rutina por gramo
de muestra seca.

Andlisis de los exudados radiculares por cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC). La identificacién de los
flavonoides presentes en los exudados radiculares de A. po-
rrum, N. glauca y B. oleracea, se analizaron mediante HPLC,
en un equipo Varian ProStar 320 y como esténdares se usa-
ron: naringina, hesperidina, diosmina, catequina, quercetina,
miricetina, daidzeina, canferol, apigenina, morina, hidroxifla-
vona, baicaleina, luteolina, naringenina, genisteina, hiperé-
sido, crisina, epigalocatequina, silibina y rutina. Las mues-
tras, se prepararon por filtracién con membranas milipore
(0,45um), previo al andlisis cromatogréfico. La fase mévil
estuvo constituida de una mezcla de solventes: A (agua-4ci-
do férmico 95:5) y B (metanol) y una fase estacionaria: silica

de fase reversa Cis, en columna de 150 x 4,6mm (Varian),
didmetro de particula de 5um. El gradiente de solventes A'y
B fue 65:35 — 25min, 50:50 — 10min, 20:80 — 5min, 10:90
— 5min y 65:35 — 15min. Se utilizé un flujo de 1,0mL min’',
examinado a 280nm, con un volumen de inyeccién de 20uL.
Se analiz6 el tiempo de retencién de las bandas de absorcién
de cada exudado radicular y se compar6 con los estandares.

Dilucién de exudados radiculares. Para aplicar los trata-
mientos, se tomo el exudado radicular puro, como concen-
traciéon de 100% vy, a partir de éste, se realizé diluciones al
50, 20y 0%.

Disefio experimental. Las variables experimentales la cons-
tituyeron los exudados radiculares provenientes de A. po-
rrum, N. glauca, B. oleracea, aplicados por separado, en
tres concentraciones de exudado radicular (0, 20, 50, 100%),
resultando 12 tratamientos, los cuales, se ubicaron siguien-
do un disefio completamente al azar factorial 3x4, con tres
réplicas y originando 36 unidades experimentales, donde los
tratamientos con A. porrum constituyeron el control positivo
(Mukherjee & Ane, 2011), B. oleracea, el control negativo
(Javaid, 2007) y agua estéril, el control absoluto.

Experimento 1. Evaluacion de las concentraciones de fla-
vonoides de exudados radiculares en la germinacion de
esporas de D. trimulares, en condiciones de laboratorio.
Se colocaron 40 esporas de D. trimulares en membranas
milipore dentro de una caja Petri, que contenia 20g de arena
estéril; 2mL de cada exudado se aplicaron en las cajas. Los
tratamientos, se colocaron conforme al disefio experimental
descrito y, finalmente, las cajas se sellaron e incubaron en
oscuridad a 27°C, por 30 dias.

Experimento 2. Evaluacion de las concentraciones de fla-
vonoides de exudados radiculares en la colonizacion ra-
dicular de D. trimulares en plantulas de Avena sativa, en
condiciones de invernadero. Se utiliz6 100g de un inéculo
de D. trimulares de 4 esporas/g seco de sustrato, coloca-
do en 400g de suelo estéril, en contenedores plasticos. En
cada contendor, se ubicé una pléantula de 30 dias de edad de
Avena sativa, los tratamientos se aplicaron siguiendo un di-
seno de bloques completamente al azar, colocando 40mL de
exudado en las unidades experimentales. El experimento, se
mantuvo en condiciones de invernadero, a una temperatura
de 21°C y con humedad relativa del 62%, por 60 dias.

Para determinar el porcentaje de germinacién de esporas de
micorrizas, se observaron las esporas de micorriza arbuscu-
lar a los 3, 5, 10, 15 y 30 dias, posteriores a la aplicacion
de los exudados, con la ayuda de un estéreo-microscopio
Olympus SZ61. Se considerd una espora germinada cuando
presentaba crecimiento del tubo germinativo. La evaluacién
de este indice en el experimento in vitro, se realizé colocando
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las cajas petri directamente en el estéreo-microscopio. Para
el experimento en invernadero, se tomé 50mL de sustrato
del contenedor y se aisl6 las esporas mediante el método
de tamizado humedo, de Gerdemann & Nicolson (1963). La
cuantificacion del nimero de esporas, se realizé utilizando el
estéreo-microscopio.

La vitalidad de esporas, se determiné al finalizar el experi-
mento, utilizando el método de tincién vital (Bansal et al.
1991), como se describe. Se preparé una solucién madre
de 0,5mM de diacetato de fluoresceina (FDA), adicionando
1,04mg de FDA en 5mL de dimetilsulféxido (DMSO), soni-
cando por una hora hasta disolucién completa y almace-
nandola en congelacién, a -14°C. La solucién de ensayo fue
preparada con 0,25mL de FDA, aforada a 5mL de una diso-
lucién 60mM de buffer fosfato salino (PBS), a un pH de 7,4,
obteniendo una concentracién de 25uM; se sonicé durante
una hora y se filtré6 en membranas milipore de 0,2um. Las
esporas de cada tratamiento, se colocaron en un vidrio reloj
y se anadi6é Sul de la solucién de ensayo, se dejé reposar
por 15min en oscuridad; luego, las esporas fueron coloca-
das en un portaobjetos con una gota de PBS y observadas
en un microscopio de fluorescencia (Olympus [X53), con un
filtro de excitacion de 450-490nm y un filtro de emisién de
520nm. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento, las
esporas que fluorescieron en color verde fueron tomadas
como esporas vivas y las que no tuvieron fluorescencia, se
consideraron muertas.

El porcentaje de colonizacién del experimento en invernade-
ro fue determinado utilizando una muestra fresca de raiz de
cada uno de las unidades experimentales, las cuales, fueron
tenidas, empleando el método de Phillips & Hayman (1970).
En un portaobjetos y con agujas de diseccién, se colocaron
segmentos de raiz de, aproximadamente, 1cm, en forma pa-
ralela, hasta cubrir toda la placa y se observé en microscopio
optico, siguiendo el método descrito por McGonigle et al.
(1990); se realizaron tres réplicas por cada tratamiento. El
porcentaje de colonizacion, se calcul6 a partir del nimero de
campos positivos (presencia de hifas, esporas, arbusculos y
vesiculas), sobre el nUmero de campos visuales totales, mul-
tiplicados por 100.

Anadlisis estadistico. Se realiz6 una prueba de bondad de
ajuste para comprobar que los datos sigan una distribu-
cién normal. Se llevé a cabo un anélisis de varianza ANO-
VA (Analysis of Variance, segin terminologia inglesa), con el
software estadistico INFOSTAT, para observar las diferentes
respuestas en funcién de la presencia o ausencia del exuda-
do radicular. Se utilizé6 la prueba de LSD (Least Significant
Difference, seguin terminologia inglesa) de Fisher (p > 0,05),
cuando se registraron diferencias estadisticas para los trata-
mientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de flavonoides totales. El contenido total
de flavonoides expresados en ug de rutina por g de muestra
seca, detectados en exudados de N. glauca fue de 23,35
SD= 0,57ug g''; A. porrum fue de 23,80 SD+ 1,16ug gy
en B. oleracea 14,71 SD+ 1,53ug g'. El exudado radicular
de N. glauca presenté concentraciones de flavonoides tota-
les similar a A. porrum y al comparar con B. oleracea, au-
mento 1,5 veces; este resultado esta dentro de lo esperado,
ya que B. oleracea es el control negativo. Miean et al. (2001)
reportaron algunas especies vegetales, como B. oleracea,
con 197,0ug g''; A. sativum, con 957,0ug g' y S. melonge-
na, con 219,5ug g’1 de muestra seca. Estos resultados, se
obtuvieron de extractos de plantas; sin embargo, se observa
que el contenido de flavonoides es mayor que el detectado
en los exudados radiculares, confirmando que la cantidad de
estos metabolitos difiere segin la parte de planta de donde
se obtienen y la especie analizada.

Dilucién de exudados. Para aplicar los tratamientos las di-
luciones de los exudados a concentraciones (100, 50, 20 y
0%) fueron equivalentes a concentraciones de flavonoides de
N. glauca (23,35; 11,68; 4,67 y Oug g’l), A. porrum (23,80;
11,90; 4,76 y Oug g’l) Yy B. oleracea var. italica (14,71; 7,36;
2,95y 0ugg").

Anadlisis de los exudados radiculares por HPLC. Compa-
rando los tiempos de retencién (tr) de los cromatogramas
a las condiciones descritas y comparadas con los estéan-
dares de flavonoides y los exudados radiculares, IN. glauca
mostré presencia de quercetina (tr = 6,58min); A. porrum
presencia de miricetina (tr = 4,54) y canferol (tr = 4,93min).
Danesh et al. (2016) mencionan la influencia de quercetina,
como un flavonoide estimulante de la germinacién; mientras
que Cesco et al. (2012) y Ponce et al. (2004) reportaron,
con la misma actividad, a miricetina y canferol. En B. ole-
racea var. italica, se reporté una banda de absorcion, a un
tr de 4,99min, correspondiente a crisina; Abdel-Lateif et al.
(2012), la reportan como flavona que inhibe la germinacién
de esporas de Glomus sp.

Experimento 1. Evaluacion de las concentraciones de fla-
vonoides de exudados radiculares en la germinaciéon de
esporas de D. trimulares en condiciones de laboratorio.

Se observé que el porcentaje de germinacion de esporas ex-
puestas a exudados radiculares de N. glauca fue de 24% y
de A. porrum, de 31%. N. glauca (23,35ug g'') incrementé
el porcentaje de germinacién 6 veces, en comparacién a B.
oleracea (14,71ug g') y 2,4 veces, en comparacién con el
control (Oug g'). A. porrum, a la concentracién de 23,80ug
g', increment6 2,8 veces el porcentaje de germinacién de
esporas frente al control. Se observa que a una concentra-
cién de 14,71ug g' de B. oleracea, el porcentaje de ger-
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Figura 1. Porcentaje de germinacién de esporas de D. trimulares, en presencia de exudados radiculares de: a) A. porrum;
b) N. glauca; c) B. olerace,a en condiciones de laboratorio y d) A. porrum; e€) NN. glauca; f) B. oleracea, en condiciones de
invernadero, a los 30 dias de la aplicacion de los tratamientos.
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minacién disminuy6 2,7 veces, al comparar con el control
(Figura 1a, 1b, 1c). Las diferencias observadas, se pueden
atribuir a los flavonoides identificados en los exudados de
N. glauca (quercetina) y A. porrum (miricetina y canferol),
que incrementaron la germinacién de esporas. Segin Be-
card et al. (1992) y Lum & Hirsch (2003), los hidroxilos en
Cs, Cs y Cs de la estructura de los flavonoides (quercetina,
miricetina y canferol) producen un efecto estimulante en la
germinacion de esporas. En contraste con el efecto inhibidor
producido por el exudado radicular de B. oleracea, que es
atribuido al bajo contenido de flavonoides y la identificacién
de crisina, que segun Scervino et al. (2006) es un flavonoide
que no posee grupos hidroxilos en Cs, Cs y Cs, por tanto,
inhibe la germinacién de esporas.

Segun Requena et al. (2007), las senales quimicas de los
exudados, tales como los flavonoides que poseen estos hi-
dorxilos son, posiblemente, reconocidos por proteinas re-
ceptoras de las micorrizas, que cambian e interactuan con
componentes aguas abajo, como el factor Ginl, que se mo-
difica mediante senales de la planta; a través de su actividad
ATPasa, Ginl puede transmitir senales al nicleo, lo que pro-
duce la transcripcién de genes, que son fundamentales en la
germinacion y en la simbiosis.

La figura 2a revela el porcentaje de germinacién de D. trimu-
lares, comparado con el tiempo, desde la aplicacién de los
tratamientos. Se observé un incremento en la germinacién
de esporas durante los primeros 15 dias; posterior a este
periodo, la germinacién de esporas no tuvo cambio signifi-
cativo, segun la prueba de LSD Fisher (p > 0,05).

Las esporas a las que se aplico los exudados radiculares de
N. glauca y A. porrum respondieron positivamente a la tin-
cién vital realizada (se tineron de color verde) y, en algunos
casos, se pudo visualizar nucleos (Figura 3). El exudado de
N. glauca (23,35ug g") increment? la vitalidad de esporas
2,2 veces, en comparacién al control (0,00ug g') y 4,4 ve-
ces, en comparacién a B. oleracea (14.71ug g'). Al compa-
rar con A. porrum no hubo diferencia significativa (Figura 4).

Experimento 2. Evaluacién de las concentraciones de
flavonoides de exudados radiculares en la colonizacion
radicular de D. trimulares, en plantulas de Avena sativa,
en condiciones de invernadero.

Los exudados de NN. glauca reportan 56% de germinacién
a la concentracién de 23,35ug g'l, mayor que la reportada
para A. porrum, que fue 54%. N. glauca (23,35ug g") incre-
mento el porcentaje de germinacién de esporas 1,2 veces,
al comparar con el control (0.00ug g') y 1,8 veces, en com-
paracién a B. oleracea (14,71ug g') (Figura 1d, le, 1f). El
porcentaje de germinacién de N. glauca, en condiciones de
invernadero, fue mayor que A. porrum; la diferencia entre

estos resultados, se atribuye al efecto sinérgico que tiene la
quercetina con el COz, tal como lo reportan Chabot et al.
(1992) y Becard et al. (1992), quienes probaron el efecto de
flavonoides (quercetina, miricetina y canferol) en presencia
de CO: al 2%, obteniendo el mayor porcentaje de germina-
cién con quercetina, al ser comparado con miricetina y con
canferol.

A todas las concentraciones estudiadas en el experimento
en invernadero, se observd un incremento de tres veces el
porcentaje de germinacién, en comparaciéon con los resul-
tados observados en el experimento en condiciones de la-
boratorio. Segin Garcia et al. (2008), la presencia de CO2
estimula el crecimiento y la ramificacion de hifas de esporas
de micorrizas arbusculares. Adicionalmente, la presencia de
minerales (N, K'Y P) en el sustrato ayudan a estimular la ca-
pacidad biosintética de las esporas (Blicking et al. 2008). En
la naturaleza, otro factor que influencia en la germinacién de
esporas es la interaccién de micorrizas con las bacterias que
se encuentran en el suelo, las cuales, estimulan la germina-
cién, a través de la produccién de factores de crecimiento y
de destoxificacién de sustancias antagonicas, que poseen las
esporas (Frey-Klett et al. 2007). Este factor fue eliminado en
el experimento, ya que se utilizé sustrato estéril.

En la figura 2b, se observa el porcentaje de germinacién
de D. trimulares, comparada con el tiempo después de la
aplicacién de los tratamientos, en condiciones de inverna-
dero. Se observé un comportamiento similar al obtenido en
condiciones de laboratorio; sin embargo, los porcentajes de
germinacién obtenidos fueron superiores.

El exudado de N. glauca (23,35ug g'') incrementd el porcen-
taje de colonizacién micorrizica de raiz 1,2 veces, en compa-
racién al control y 1,9 veces, frente a B. oleracea (14,71ug
g"). Comparando con A. porrum (23,80ug g''), no hubo una
diferencia significativa (Figura 5). En los exudados radicula-
res se han identificado flavonoides (quercetina, miricetina,
canferol), que son moléculas de sefalizacion, para que la
espora reconozca a la raiz y la pueda colonizar; sin embargo,
Scervino et al. (2005) reportaron que, flavonas como crisina,
impiden la colonizaciéon de raices por Glomus mosae, Gi-
gaspora rosea y Gi. margarita.

Del presente estudio, se concliuye que la eficiencia de co-
lonizacién de hongos micorrizicos arbuscular a las plantas
depende de la aptitud de las esporas de desarrollarse rapi-
damente, germinar en el suelo y producir colonizacion en su
planta hospedera. Los resultados de la investigacién mostra-
ron una evidencia sélida del efecto de los flavonoides, como
estimulantes de la germinacién de esporas y proceso de co-
lonizacién de micorriza arbuscular. En particular, quercetina,
detectada en exudados radiculares de NN. glauca, miricetina y
canferol en exudados de A. porrum, estimularon la germina-
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Figura 2. Porcentaje de germinacién de Diversispora trimulares comparada con el tiempo, desde la aplicacién de exudados
radiculares. a) Condiciones de laboratorio y b) Condiciones de invernadero.
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Figura 3. Tincién vital para esporas de Diversispora trimulares, en condiciones de laboratorio. a) Esporas en campo claro
(4X); b) Esporas en campo oscuro (4X), esporas viables presentan fluorescencia y muertas no muestran fluorescencia.
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Figura 4. Porcentaje de vitalidad de esporas de Diversispora trimulares, en presencia de exudados radiculares de: a) A.
porrum; b) N. glauca; c) B. oleracea, posterior a 30 dias de aplicacién de los tratamientos, en condiciones de laboratorio.
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cién y la vitalidad de esporas, a diferencia de crisina, detectada
en el exudado radicular de B. oleracea, el cual, mostré un
efecto inhibitorio en germinacién y en colonizacién radicular
de micorriza arbuscular. Adicionalmente, en el experimento
en invernadero, se evidencia un efecto sinérgico entre los fla-
vonoides identificados en los exudados radiculares y el CO2,
que incrementaron la germinacién de esporas y colonizacién
de raiz de micorriza arbuscular, en mayor proporcién, que las
observadas en condiciones de laboratorio. Todas las respues-
tas observadas en funcién de la aplicacién de los flavonoides
directamente en las esporas y en la interaccién planta-HMA
son claras respuestas funcionales del efecto que tienen en la
estimulacién de una rdpida germinacién y proceso de coloni-
zacion radicular de micorriza arbuscular en la planta, lo cual,
permitiré ventajas en la adquisicién de recursos y un efecto
directo, en desarrollo de la misma.
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