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COMPENDIO

Micorrizas Asociadas a los Cultivos de Papa (Solanum tuberosum), Manzano (Pyrus malus)
y Nogal (Carya illinoensi) en el Area de Influencia Inmediata a la UAAAN

POR
INDIRA ISELA DE LA ROSA ALVARADO
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Palabras Clave: Papa, Manzano, Nogal, Micorriza, Glomus, Sclerocystis.

Cultivos de papa (Solanum tuberosum), manzano (Pyrus malus) y nogal (Carya
illinoensi) fueron sometidos a una serie de muestreos en los ciclos primavera-verano y
otoio-invierno de 1998 en el drea de influencia inmediata a la UAAAN, con la finalidad
de encontrar micorrizas asociadas a cultivos de importancia econémica y observar sus

estructuras, asi como el tipo de micorriza y lograr su caracterizacion.

El presente trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Suelos y en el laboratorio de Citogenética del Departamento de

Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, con el material



. recolectado en una serie de muestreos del sistema radical y de suelo en diferentes

sitios.

Se realizaron muestreos del sistema radical y suelo en plantas de manzano y
papa en Los Llanos, El Bayonero, San Antonio de las Alazanas, Los Lirios y Jamé y de
nogal en el drea denominada como “bajio” de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), Derramadero y General Cepeda. Los muestreos se realizaron
en huertos escogidos al azar de agricultores de las zonas mencionadas. Se realizaron
tres muestreos en cada lugar, colectando diez plantas seleccionadas por sitio, las
cuales presentaban mejor aspecto visual, considerando: follaje (frondosidad), altura,

color de hojas, etc.

De acuerdo con los resultados obtenidos se encontré que el 88.8, 93.3 por
ciento y 91.1 por ciento de las plantas de papa, manzano y nogal, respectivamente,
estan micorrizadas. Esto indica que el 91 por ciento de las plantas que se muestrearon
presentan la asociacion micorricica. Cabe mencionar que el tipo de micorrizas

encontradas en todos los cultivos fueron del tipo vesiculo-arbuscular.

A partir de las observaciones microscépicas, de las laminillas y de las esporas
se hizo la caracterizacién de los hongos micorricicos con base a las claves
taxonomicas (Gerdeman y Trappe, 1993) y daves taxonémicas pictéricas (pagina del
Internet, vea materiales y métodos) encontrandose esporas y esporocarpos de dos

géneros de micorrizas, Sclerocystis y Glomus.
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La caracterizacion de los hongos micorricicos se hizo de cada cultivo por
separado. Se detecto la presencia de Glomus y Sclerocystis en manzano (Pyrus malus), de

Glomus en nogal (Carya illinoensi) y de Sclerocystis en papa (Solanum tuberosum).

Cabe seiialar que no obstante el cultivo de papa (Solanum tuberosum) presento
el nimero mas bajo de plantas micorrizadas, el porcentaje sigue siendo alto tomando
en cuenta que el cultivo es de ciclo anual, en comparacién de los frutales que su raiz
permanece en el suelo durante periodos mas largos. Este patron de crecimiento asi
como el gran uso de agroquimicos aplicados al cultivo probablemente puedan explicar

el nimero mds bajo de plantas micorrizadas en papa con respecto del nogal.

El cultivo del manzano fue el que presenté mayor nimero de plantas
micorrizadas, probablemente debido a que en este cultivo se encontrd la presencia de
los dos géneros flingicos. Esto contrasta con el por ciento de plantas micorrizadas en

papa y nogal en los cuales sélo se detecté un género en cada uno.
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ABSTRACT

Mycorrhizae Associated with Potato, Apple and Pecan Crops in the Immediate
Influence Area Next to UAAAN.

BY
INDIRA ISELA DE LA ROSA ALVARADO
MASTER SCIENCE
SOIL

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
Buenavista, Saltillo, Coahuila. September of 1999.

M.C. Victor Samuel Pefia Olvera - Adivisor —

Key Words: Potato, apple, and pecan crops, mycorrhiza, Glomus, Sclerocystis.

Potato, apple and pecan crops were submitted to a series of samplings in
spring — summer and fall — winter on 1998 at the area of immediate influence next to
the Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), to find mycorrhizae
associated with crops of economic importance, to observe its structures and to

determine the types and characterization of tha mycorrhizae found.

This work was carried out in the microbiology laboratory of the soils

departament and the citogenetic laboratory of the plant breeding departament at the

viii



~ UAAAN, with the material collected in a samplings series of the root system and soil in

different areas.

Samplings of the roots system and soil in apple and potato plants were made
at the “Los Llanos”, “El Bayonero”, “San Antonio de las Alazanas”, “Los Lirios” y “Jamé”
ranches. Similar samples were made with pecan crops at the area known as “Bajio” in
the UAAAN and “Derramadero” and “General Cepeda”. Three samplings were made in
randomly selected orchards of farmers of the areas mentioned. Ten plants were

choosen from each area considering visual aspect, foliage, height, leaf color, etcetera.

The results show that the 88.8, 93.3 and 91.1 per cent of the potato, apple and
pecan plants respectively, have mycorrhizal associations. This suggets that 91.1 per
cent of the sampled plants have mycorrhizae. It is important to mention that the

mycorrhizae found in the all the cases were of the vesicular-arbuscular class.

Characterization of the vesicular-arbuscular fungi was carried out based on the
microscopic observations of the mycorrhizae structures, Gerdeman and Trappe’s
(1993) taxonomic keys and an internet website page. Spore and sporocarps of two

mycorrizal genera were identified Sclerocystis and Glomus.

The mycorhizal fungi characterization was made for each crop separatly.
Glomus and Sclerocystis were found in apple crops, Glomus in pecan and Sclerocystis in

potato plants.
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It is important to emphasize that even though the potato crop had the lowest
number of mycorhizal plants the percentage is still high, considering that the crop is
of annual cycle compared to the fruit trees whose roots are in the soil during larger
periods. This growth pattern probably can explain the low number of mycorrhizal

plants in the potato crop, with regard to pecan crop.

The apple crop had the highest number of mycorrizal plants, probably because
this crop had the two genera of fungi in contrast with the per cent of mycorrhizal

plants in potato and pecan, that had only one type each.
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INTRODUCCION

Durante su existencia el hombre ha realizado la mayoria de sus actividades
sobre el suelo. Los insumos y materiales que para su bienestar ha extraido del mismo
le han servido para satisfacer su necesidad de alimentacién, vivienda y desarrollo
urbano. Sin embargo, ha mantenido equivocada su idea de inagotabilidad, provocando

en consecuencia un uso y explotacién irracional.

Actividades como la ganaderia, la agricultura intensiva y el uso inmoderado de
fertilizantes quimicos han sido los responsables de que en sélo unas décadas se hayan

modificado substancialmente las caracteristicas del suelo.

Hoy en dia se propone el uso de los fertilizantes organicos, agricultura
sustentable y otras alternativas, como el uso de microorganismos, para mejorar la
fertilidad del suelo sin propiciar su deterioro. Existen algunas asociaciones de
mutualismo o simbiosis entre ciertos microorganismos y las plantas, como las
micorrizas, que constituyen una relacion entre raices y determinados hongos del
suelo, de las cuales las micorrizas vesiculo-arbusculares ocurren en aproximadamente

el 97 por ciento de las plantas vasculares.

No es muy dificil demostrar el impacto que las micorrizas pueden tener sobre

la produccién de las cosechas, especialmente en los suelos con bajo nivel de



nutrimentos. La importancia principal de las asociaciones micorricicas es que permite
a las plantas aumentar la absorciéon mineral tanto en los suelos fértiles como en los no
fértiles, principalmente en lo que respecta a la absorcion de los macro y
microelementos presentes en el suelo, reduciendo en gran medida el uso de
fertilizantes quimicos. Ademas, las micorrizas reducen la incidencia del ataque de
patégenos y contribuyen a la formaciéon de agregados en los suelos, mejorando sus

propiedades fisicas y disminuyendo por ende su erosion.

Por otra parte el efecto de las MVA no solamente se restringe a campo, ya que
también se ha reportado el mejoramiento de la calidad, sobrevivencia y crecimiento

de las plantulas en vivero después de la formacién de la micorriza.

La finalidad del presente trabajo fue determinar la presencia de micorrizas en
el drea de influencia inmediata a la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN) en los cultivos de papa (Solanum tuberosum), manzano (Pyrus malus) y nogal

(Carya illinoensi).



Objetivos

¢ Determinar la presencia de las micorrizas en los cultivos de papa, manzano y

nogal.

¢ Caracterizar los hongos micorricicos encontrados.

Hipétesis

¢ Existen microorganismos del tipo de las micorrizas asociados a los cultivos de

papa, manzano y nogal.



REVISION DE LITERATURA

Concepto y Clasificacién

Durante el proceso de evolucién biolégica diferentes organismos empezaron a
adaptarse a vivir juntos y a tener beneficios mutuos. Tal asociacion se conoce como

simbiosis mutualista y es muy comun en la naturaleza (Mukerji, et al.,1988).

Albert Bernard Frank (1885), propone por primera vez el término micorriza, el
cual se compone de dos vocablos griegos mikes que significa hongo y rhiza que
significa raiz, para describir un fenémeno comtin en las raices de ciertos arboles de los
bosques templados de Norteamérica. Para Frank las raices asociadas a los hongos del
suelo diferian morfolégicamente de aquellas que carecian de estos hongos (Harley y
Smith, 1983) y representaban un fenémeno de naturaleza generalizada resultante de
la unién orgéanica entre las raices y el micelio del hongo, en un organo
morfolégicamente independiente, con dependencia fisiolégica, intima y reciproca,
seguida por el crecimiento de ambas partes y con funciones fisiol6gicas muy estrechas

(Siqueira, 1988).

Frank clasificé a las micorrizas en dos tipos: micorriza ectétrofa y micorriza
endotrofa. Esta terminologia ha sufrido nuevas proposiciones como la de Peyronel, et

al. (1969), quienes introdujeron el término de ectomicorriza, endomicorriza y



~ ectendomicorriza. Esta terminologia es la mas empleada actualmente (Ferrara-Cerrato

et al., 1993).

Lewis (1973) propone el cambio del término ectomicorriza por micorriza
envainada (sheating mycorrhiza) y divide a la endomicorriza en tres categorias por
considerarlos estos grupos mas uniformes: a) micorriza vesiculo-arbuscular (MVA), b)

micorriza ericaeae y ¢) orchidaceas.

Las aportaciones de Lewis y otros investigadores ha permitido ampliar mas la
terminologia, encontrandose en el libro de Harley y Smith (1983) un resumen del

estado de la micorriza (Cuadro 2.1).

Las asociaciones micorricicas vesiculo-arbuscular son las de ocurrencia mds
generalizada, ya que se han detectado en aproximadamente el 97 por ciento de las
plantas vasculares (por lo menos 300,000 especies), conociéndose alrededor de 140

especies de hongos (Siqueira 1988).

El término micorriza se refiere a la raiz de una planta mds un hongo simbionte
asociado, y se considera en conjunto»como un 6rgano funcionalmente distinto (en
ocasiones también morfolégicamente) cuya funcion es la absorcién de nutrimentos del
suelo. Es conveniente considerar a las micorrizas dentro del tema del parasitismo

vegetal aun cuando son asociaciones mutualistas, ya que el hongo por lo regular



. depende de la planta hospedera para obtener nutrimentos que contengan carbono

(Castillo, 1987).

Los hongos micorricicos pertenecen a la clase Zygomycetes, orden
Endogonales y familia Endogonaceae. Esta familia consta de seis géneros los cuales
son: Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora (Trappe y
Schenck, 1982; Shenck y Pérez, 1988; Barea, 1991). Sin embargo, algunos otros
autores incluyen dentro de esta familia al género Endogone (Castellano y Molina, 1989).
Por otro lado, Morton y Benny (1990) clasifican a los hongos micorricicos en el orden
de los Glomales y la familia Glomaceae con seis géneros: Acaulospora, Entrophospora,
Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora, ademds del orden de los Endogonales

con el género Endogone.

Aparentemente muchas especies y géneros de estos hongos se encuentran
distribuidos alrededor del mundo. Sin embargo, la razén de la gran distribuciéon de
estos organismos no es del todo clara, puesto que se sabe que las esporas no
presenfan un mecanismo especial para dispersarse. Por lo que su distribucién por el
mundo puede deberse a la antigiiedad de este grupo de hongos, los cuales pudieron
estar asociados a las primeras plantas de la tierra hace mds de 300 millones de afnos

(Nicolson, 1975).

De acuerdo al tipo de hifa presente, los hongos micorricicos se clasifican en:

Ectétrofas o ectomicorrizas, ectendomicorrizas y micorrizas vesiculo-arbusculares.
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_Micorrizas Ectétrofas o Ectomicorrizas.

Segiin Marks y Kozlowski, (1973), éstas se caracterizan por la penetracion
intercelular de micelio con modificaciones morfologicas evidentes en las raices
colonizadas. Estas se encuentran en arboles de hoja ancha como el roble y la haya, y
en coniferas como el pino, el abeto y el arce e induyen a miembros de los
Ascomycotina o, con mayor frecuencia, de los Basidiomycotina. La penetracion entre
las células corticales y no a través de ellas da lugar al término ectdtrofo que significa

“que se alimenta del exterior”(Figura 2.1).

Ectendomicorrizas.

Son generalmente ectomicorrizas de penetracion intracelular. Estos hongos
penetran las células hospederas sin causar alteracion celular; forman enrollamientos
algunos de los cuales al parecer estdn en proceso de autOlisis 0 estdn siendo

digeridos (Castillo, 1987).

Micorrizas Endotrofas, Vesiculo -Arbusculares o Endomicorrizas.

Se caracterizan por la penetracion intra e intercelular y ausencia de
modificaciones morfolégicas en las raices. Son de ocurrencia muy generalizada y se
subdividen en ericoides, orquidoides y vesiculo -arbusculares (MVA). Estas micorrizas

son muy comunes en una amplia gama de plantas herbaceas y también en algunos



arboles, tanto en especies cultivables como en las naturales (Sanders et al., 1975).
Estas micorrizas no forman un manto, por lo que las raices infectadas parecen
normales; si no que penetran a la planta creciendo entre las células corticales de la
raiz y formando grandes vesiculas hinchadas y arbtisculos (sistemas de ramificacion
semejantes a los de un arbol) intrincadamente ramificados dentro de las células
individuales. Estas estructuras dan origen a su nombre, micorrizas vesiculo-

arbusculares (Figura 2.1).

Figura 2.1. Representacion diagramatica de los tres tipos de micorrizas, que se
muestran en un corte transversal de una raiz; a) Ectomicorriza, b) Micorriza
vesiculo-arbuscular o endomicorriza y c) Ectendomicorriza.
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Formacién de la Asociacion Micorricica

La asociacion micorricica se inicia a partir de la interfase formada entre los
propagulos del hongo (esporas, células auxiliares y/o hifas infectadas) que,
estimulados por los componentes bidticos de los exudados de la raiz y por las
condiciones fisico quimicas de la rizosfera, crecen abundantemente aumentando los
sitios de contacto entre la raiz y el hongo. Las hifas se encuentran como raicillas
adheridas a la superficie de la raiz formando un apresorio a través del cual penetran a
las células de la epidermis sin infectar el meristemo de la misma, a unos 0.5 cm - 1.5

cm del dpice, no interfiriendo asi con el desarrollo de la raiz (Mosse, 1981).

La velocidad de dispersion, la diferenciacion intra y extraradicular y la
esporulacion, dependen del genoma de la planta hospedera, de la especie del hongo
micorricico y de las condiciones del medio ambiente, especialmente del suelo (pH,
temperatura y humedad). Ademds de las estructuras intraradiculares, se forma una red

de micelio, el cual generalmente no es septado, con un diametro variado de 2-27p

Formacion de las MVA.

Existen cinco hechos clave en el proceso de formacién de las MVA (Bowen,

1981; Hayman, 1983; Barea y Azcon-Aguilar, 1983): a) activacion de los propagulos

del hongo que persiste en el suelo; b) estimulacién de los micelios formados cuando
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alcanzan la rizosfera de una planta susceptible; ¢) unién de la hifa infectiva a la
superficie de la raiz y formacién de los primeros puntos de penetracién del hongo; d)
progreso de la infeccion en la raiz y e) crecimiento del micelio externo en el suelo que
la circunda. Los procesos a), b) y ¢) constituyen la fase de pre-infeccién mientras que

d) y e) son la fase de desarrollo de la micorriia.

Activacion de los Propagulos del Hongo.

Para establecer cudles son los propagulos del hongo se sabe que hoy en dia se
acepta que existen en el suelo tres formas de inéculo, las cuales, aunque cbn
diferente grado en su capacidad de supervivencia y potencial infectivo, pueden
originar la simbiosis. Estas son: (a) Las grandes esporas de resistencia de los hongos
MVA. Las azigosporas de Acaulospora y Gigaspora, asi como las clamidosporas de
Glomus y Sclerocystis son capaces de persistir considerables periodos en el suelo, en
donde resisten condiciones adversas germinando cuando éstas le son favorables.
Tommerup y Kidby (1979), han puesto de manifiesto la existencia de un periodo de
letargo innato de las esporas VA que, en suelo hiumedo y dependiendo de la especie,
puede durar varias semanas a partir de la formacién de la espora. En suelo seco se
reduce significativamente tal periodo de reposo; (b) Raices micorrizadas o sus
fragmentos, procedentes de plantas preexistentes o coexistentes. La infeccién VA se
produce mds rapidamente a partir de raices previamente micorrizadas que a partir de
esporas (Hall, 1976; Powell, 1976). Esto puede deberse bien a dificultades en la

germinacion de estos propagulos en el suelo, o al escaso vigor del micelio formado. Es
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ﬂobvio suponer que la viabilidad de este inéculo dependa por un lado de la edad y
capacidad metabélica del fragmento de raiz y por otra parte de otro tipo de
estructuras fiingicas que posean esos fragmentos; (c) Agregados de hifas que
sobreviven en el suelo. Las hifas de los hongos VA presentes en el suelo poseen una
capacidad infectiva, no obstante, existe un punto de discusién sobre si la infectividad
de la hifa depende de su asociacién directa con un fragmento de raiz, o bien los
agregados de hifas independientes poseen per se, capacidad infectiva (Read, et al.,

1976).

Crecimiento del Hongo Hacia la Raiz y Estimulacion Rizosférica.

Los estudios de Powell (1976) pusieron de manifiesto que ni la germinacion de
esporas ni la direccion inicial de las hifas son influenciadas por la presencia de las
raices de la planta hospedera. Los tubos de germinacién no son atraidos por la raiz
hasta que, errticamente, llegan a la rizosfera; e incluso, a veces, la raiz e hifa se
cruzan ignoréndose. Esta misma situacién la encontraron Mosse y Hepper (1975)
cuando intentaron provocar micorrizas en cultivos de 6rganos de raiz. En contraste
con estas observaciones, Koske (1981) detect6 la produccién de una sustancia volatil,

por parte de la raiz, que atrae a los tubos de germinaci6n aérea de Gigaspora gigantea.

Con respecto a las causas de estimulacion de las hifas cuando llegan a la
rizosfera de una planta sélo cabe hacer mencion de la influencia que en ello deben de

tener los exudados radicales. De cualquier manera, como el efecto de un incremento
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_en la exudacién radical sobre la fase de pre-infeccion en MVA suele evaluarse por la
estimulacion en la formacion de la micorriza, no queda claro si lo que se produce es
una accién directa sobre el micelio del hongo, o si por el contrario, la clave es la
alteracion de la permeabilidad, y por tanto la penetrabilidad de las células de la raiz.
Es posible que los microorganismos del suelo, activados en la rizosfera, jueguen un
papel clave en la estimulacién de los micelios VA. Este hecho es apoyado por los

ensayos de Azcon-Aguilar y Barea (1983).

Union de la Hifa Infectiva a la Superficie de la Raiz y Penetracion de Esta.

Una vez que una hifa infectiva llega a la superficie de la raiz se forma una
apresorio sobre las células de la epidermis (incluyendo los propios pelos radicales). A
partir de aqui pueden ocurrir dos tipos de situaciones: a) que se produzca una

infeccion abortiva; y b) que el contacto vaya seguido de una auténtica infeccion.

Se ignora si la penetracion es mecanica o si tiene lugar mediante un
mecanismo enzimatico. Lo cierto es que el hongo no penetra por heridas ni por
lugares en los que la corteza estd rota por cualquier causa, incluso, para la emergencia
de una raiz lateral (Hayman, 1983). Esto indica que se necesita un sitio
fisiolégicamente funcional para la penetracién. De otro lado se conoce que una vez
producido el primer punto de entrada, la raiz se vuelve mas propensa a la formacion

de nuevos puntos de infeccion. El niimero de puntos de entrada por longitud de raiz
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- es muy variable, pero se han descrito hasta 20 por mm de raiz (Rhodes y Gerdemann,

1980).

Progresion de la Infeccién en la Raiz.

Con respecto al posterior desarrollo de la micorriza se sabe, que el hongo que
ha penetrado en, o entre las células epidérmicas coloniza la corteza de la raiz
mediante hifas distributivas que se ramifican inter e intracelularmente. La distancia
que recorre el hongo en el interior de la raiz a partir de un punto de entrada es lo que
se denomina unidad de infeccion. Suele oscilar entre 0.5 y varios centimetros y puede
verse afectada por la especificidad hongo-raiz, es decir, por la receptibilidad de un

huésped a un determinado hongo VA.

A los pocos dias de iniciada la infeccion, y por division dicotémica repetida de
las hifas intracelulares se forman los arbisculos. La funcion de éstos es el intercambio
biotréfico bidireccional de nutrimentos (Figura 2.2). Los arbisculos tienen una vida
media de cuatro a 14 dias, y cuando degeneran la célula recupera su actividad normal,
e incluso es susceptible de amparar a un nuevo arbtsculo. Cuando el desarrollo de las
hifas internas esta establecido se forman las vesiculas, las cuales tienen funcién de

almacenamiento de reservas.
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Crecimiento del Micelio Externo en el Suelo que Circunda la Raiz.

Simultaneamente al desarrollo intrarradical del hongo, las hifas de penetracién
se ramifican exteriormente y dan lugar a una red tridimensional de micelio, sobre las
que se forman las esporas de resistencia. Estas son ricas en material lipidico y se
acepta que constituyen el final y principio del ciclo de vida de estos hongos. En ciertas

especies las esporas se encuentran agrupadas en esporocarpos.

—
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Figura 2.2. Modelo del intercambio nutritivo en las MVA, a través de la membrana de
un arbusculo.
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Ectomicorrizas.

Las ectomicorrizas colonizan una baja diversidad de especies de plantas,
predominando en las gimnospermas. Ordinariamente se les conoce por dos
caracteristicas principales: a) un manto organizado de hifas compactas, facilmente
visible sobre la superficie y alrededor de las hifas colonizadas y b) un plexus de hifas
que penetra de modo intercelular a la raiz y que rodea a las células de la corteza

formando lo que se conoce como red de Hartig (Wilcox, 1990).

El desarrollo ectomicorricico se inicia de propdgulos, de esporas o de hifas
del hongo simbionte que se encuentra en la rizosfera del sistema radicular. El
propagulo se estimula por exudados de la raiz y crece vegetativamente sobre las
raicillas, formando el manto flingico. Los tejidos meristematicos y vasculares de la raiz
no son infectados. Los compuestos reguladores de crecimiento se producen tanto por
el hongo como por la planta causando un incremento en el tamaiio de las células de la
raiz lo cual trae consigo cambios morfolégicos en el sistema radicular, lo que origina
formas simples, bifurcadas o coraloides. El color de la ectomicorriza puede ser café,

negro, gris, blanco, rojo, amarillo o mezdla de estos colores (Castillo, 1987).

A diferencia de la micorriza vesiculo-arbuscular (MVA), estos hongos producen
esporas en sus cuerpos fructiferos, las cuales son diseminadas a grandes distancias por

el viento, lluvia y pequeitios mamiferos (Marx, 1991).
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Endomicorrizas.

Estas ocurren en las raices de la mayoria de las especies de plantas, muchas de
ellas de importancia econémica como son los cultivos agronémicos. Se presentan en
algodé6n, maiz, trigo, frijol, soya, tabaco, citricos, cereales, tomate, chicharo, papa,
chile y cultivos forrajeros o en frutales como manzano, cerezo, vid, almendro, nogal

y muchos mds.

En las endomicorrizas las hifas se desarrollan tanto intra como
intercelularmente en las células de la raiz, pero no forman un manto fiingico. Este tipo
de micorriza se denomina también micorriza vesiculo arbuscular (MVA). Este nombre
se deriva de las vesiculas internas usadas para el almacenamiento, interconectadas con
hifas fiingicas que se extienden de 10 a 100 um entre células, conteniendo lipidos
principalmente. Las otras estructuras internas son los arbusculos, que consisten de
hifas finamente ramificadas similares a los haustorios de las plantas parasitas. Estos
arbuisculos tienen una duracién de cuatro a diez dias dentro de las células vegetales
(Paul y Clark, 1989; Barea, 1991). Se estima que cerca de un 95 por ciento pertenecen

a micorrizas de estas caracteristicas (Trappe, 1987).

Los hongos MVA pertenecen al orden de los Glomales e incluyen un nimero
limitado de géneros (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora). En la actualidad se
conoce muy poco sobre su taxonomia, debido principalmente a que no ha sido posible

mantenerlos en cultivos puros aislados lo que permitiria conocer sus estructuras de
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_ reproduccién sexual, por lo que se han dasificado principalmente basandose en las

caracteristicas morfoldgicas de sus esporas (Bonfante-Fasolo y Perotto, 1994).

Las endomicorrizas son muy eficientes en la absorcién de nutrimentos,
especialmente de fosforo. La extensiva red de micelio del hongo permite explotar un
mayor volumen de suelo, lo que no sucede con las plantas no micorrizadas. Las
investigaciones sobre micorrizas establecen que los beneficios aportados por las
ectomicorrizas pueden también aplicarse al caso de las endomicorrizas; la tnica
excepcion es que las endomicorrizas no protegen contra la invasién de fitopatogenos

(Castillo, 1987).

Fisiologia de las MVA.

El estudio de los procesos fisiol6gicos en las MVA es un tema de investigaciéon
que ocupa actualmente la atencién de numerosos investigadores y aunque restan
muchas facetas por esclarecer, en los tltimos afios se ha logrado un considerable
avance en el conocimiento de los efectos de las micorrizas sobre el crecimiento y
nutricion vegetal, asi como sobre los aspectos nutritivos del hongo. Los trabajos sobre
el tema han sido revisados en diversas publicaciones (Rhodes y Gerdeman, 1980;

Smith, 1982; Harley y Smith, 1983; Hayman, 1983 y Gianinazzi-Pearson, 1989;).

El hongo al hacer contacto con la raiz expresa un mecanismo de

reconocimiento mediante el ensanchamiento apical de la hifa, que al interactuar con la
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_ superficie vegetal forma un apresorio a partir del cual se origina una hifa de

penetracion que coloniza la epidermis y el parénquima cortical de la raiz.

Como resultado de la interaccion fisiolégica entre el hongo y la raiz se
desarrolla un micelio capaz de explorar hasta ocho cm por encima de la raiz infectada,
en busca de P, N, Ca, K, Mg y micronutrimentos como Zn, Cu, Mn, y Fe, asi como de
otros elementos como el Br, I, Cl, Na, Al, Si y metales pesados, llegando a sitios donde
la planta no puede alcanzar por si misma (Rhodes y Gerdemann, 1975; Taiz y Zeiger,

1991) (Figura 2.3).

Las vesiculas son estructuras terminales ovoides o esféricas que contienen
abundantes gotas de aceite producidas por las hifas, tanto inter como intracelulares;
se ha determinado que estas hifas funcionan como sitios de reserva para el simbionte
y normalmente se forman después de que lo han hecho los arbusculos y cuando la
planta estd madura o bien cuando es tratada con altos niveles de fertilizacion (Mosse,

1981).

El arbisculo es una estructura haustorial producto de ramificaciones
dicotémicas sucesivas que se forman a partir de un ensanchamiento de la misma hifa,
denominado tronco arbuscular, cuando una rama de hifa intercelular penetra en la

célula cortical (Mosse, 1963; Hayman, 1983) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Estructuras principales de una micorriza.

Uno de los nutrimentos esenciales que mas se ha estudiado con relacion a su
absorcién mediada por micorrizas arbusculares es el fésforo, debido a que las plantas
lo requieren en cantidades relativamente grandes pero que también se encuentra en
concentraciones muy bajas en la solucién del suelo. La razén principal de este
fenomeno es que los iones de fosfato inorganico se unen rapidamente a los coloides
del suelo o se fijan como sales de fierro o aluminio volviéndose relativamente
inmégviles ademas de que una gran proporciéon del fosforo inorganico total esta
normalmente en forma insoluble, no disponible facilmente para las plantas (Harley y

Smith, 1983).

La gran eficiencia con la cual las plantas micorrizadas absorben fésforo, en

comparacién con las plantas no micorrizadas, posiblemente se deba en gran medida
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al incremento del area superficial disponible para la absorcion como resultado de las
hifas que se extienden de la raiz al suelo. Ademas, se sabe que los hongos micorricicos
son muy eficientes para acumular fésforo del suelo mediante la produccion de acidos

o la posesion de fosfatasas eficientes (Castillo, 1987).

A causa de la baja concentracion de fésforo en la solucion del suelo, el flujo de
masas hacia el sistema radical de la planta es insuficiente para cubrir normalmente sus
requerimientos. La difusion de este nutrimento en el suelo es también
extremadamente baja, por lo que en las plantas sin micorriza puede observarse una

zona de agotamiento de iones de fosfato en derredor de la raiz (Stribley, 1987).

Importancia de las Micorrizas

Tanto las ecto como las micorrizas vesiculo-arbusculares favorecen la
absorcién de nutrimentos, modifican la rizosfera, favorecen a los microorganismos
productores de antibidticos, fijadores de N, heterotréficos, solubilizadores y
mineralizadores de nutrimentos. Estas modificaciones pueden actuar sobre la planta
hospedera favoreciendo su estado nutricional, crecimiento, produccion y

supervivencia en estados adversos.

éﬁv &XCastillo (1987) menciona que las ectomicorrizas de los arboles forestales han

sido consideradas importantes en lo que respecta a la absorcién de nutrimentos
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minerales del suelo. De hecho, algunos drboles tales como las especies de Pinus son,
para todos los propositos, micorricicos obligados: crecen muy poco y muestran signos
de severa deficiencia de minerales si no estan infectados con un hongo simbionte.
Dicha infeccidn lleva a la supresion de los pelos radicales y a una morfologia de la raiz
muy alterada que incidentalmente llevan a cabo las hormonas presentes en los
filtrados de cultivo de algunos hongos micorricicos. Estas caracteristicas llevan por lo
general a una reduccién en la absorcién de nutrimentos minerales, lo cual hace
suponer que el hongo realiza esta funcién. Los experimentos con marcadores
radioactivos han confirmado esto tanto en las ectomicorrizas como en las vesiculo
arbusculares; en el dltimo caso, los arbiisculos son el medio principal de transferencia

de nutrimentos.

La respuesta del crecimiento micorrizico es mayor en los suelos deficientes en
fosforo y en aquellos con una elevada capacidad para fijar fosfatos (oxisoles, andisoles,
etc.); este efecto es explicado principalmente por el hecho que las raices con MVA
tienen un mayor poder de absorcion que las raices no micorrizadas ya que pueden
absorber varias veces mas fosforo y tiene tasa de flujo considerablemente mayores

(Gianinazzi-Person, 1989).

El hongo puede acumular grandes cantidades de fosfato debido a que tiene la
capacidad de almacenarlo dentro de sus vacuolas en la forma condensada de

polifosfato; el fosfato liberado a la planta aparentemente se encuentra principalmente
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‘en la interfase intracelular entre el arbisculo y el plasmalema de la célula vegetal

(Gianinazzi- Person, 1989).

En sentido agronémico la importancia de las MVA radica en la habilidad de
éstas para ayudar a la planta en la toma de nutrimentos, particularmente los que se
encuentran en forma limitada en el suelo, tales como el P y el Zn. Esto debido a la
conexion de varias hifas externas en cadena, que actian como un captor adicional,
absorbiendo de la superficie del suelo, los nutrimentos en algunas zonas inaccesibles

para las raices de la planta (Hattingh et al., 1973).

El favorecimiento de las micorrizas en la absorcion de nutrimentos, es el

resultado de varios mecanismos como:

e Aumento de la superficie de absorcién y exploracién de las raices en el
suelo.

e Aumento en la capacidad absortiva de la raiz.

e Modificaciones morfoldgicas y fisiolégicas adicionales a la planta.

e Absorci6on de nutrimentos disponibles no accesibles para la raiz no
micorrizada directamente por las hifas.

e Utilizacién de formas no disponibles de los nutrimentos para la raiz a través

de solubilizacién y mineralizacién.
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La penetracion y la dispersién del hongo en las raices resulta en modificaciones
fisiolégicas, bioquimicas y nutricionales de la planta hospedera, ejerciendo enorme

efecto sobre su comportamiento.

Si las fuentes de fésforo en el suelo son extremadamente bajas, como en los
suelos tropicales, las MVA son de gran importancia puesto que pueden causar el
incremento hasta del 50 por ciento de materia seca en la planta. La inoculacién con
hongos micorricicos en arboles y plantas agricolas, estimula el crecimiento en suelos
pobres en nutrimentos, tal como ocurre en grandes areas del trépico (Gerdeman,

1975; Harley, 1969).

En suelos himicos, incduyendo suelos de bosques, por ejemplo, mucho del
fosfato presente en la cercania de las raices de las plantas se encuentra en forma de
fitatos (fosfatos de inositol) los cuales son insolubles pero pueden ser inducidos a
formar soluciones mediante las fosfatasas de las raices o de las hifas fiingicas (Harley

y Smith, 1983).

Recientemente Bethlenfalvay et al., (1991), comprobaron la interconexién de
raices de plantas de soya y maiz con seis cm de separacién inoculadas con Glomus

mosseae y determinaron su efectividad en el intercambio de nitrégeno.



T e e e e

25

Funciones Adicionales de los Hongos Micorricicos.

La infeccién de las plantas por hongos micorricicos tiene varias consecuencias,
ademds del aumento en la absorcién de nutrimentos. Por ejemplo la absorcion
micorrizica aumenta la disponibilidad de agua para las plantas en los medios aridos,
incrementa el grado de establecimiento de los nédulos radicales (Rhizobium spp.) en
las leguminosas y puede compensar o reducir las enfermedades de las plantas (Daft y

El-Giahmi, 1976).

Los silvicultores y cuidadores de viveros han dado mucha atenci6n a la funcion
de las ectomicorrizas en la proteccién de arboles contra la infeccién del patogeno
Phytophthora cinnamoni. El manto parece ser la barrera mecanica contra el patégeno.
Otros mecanismos de resistencia a la infeccién son la produccién de antibidticos por
el hongo simbionte, o la formacion de compuestos quimicos parecidos a las
fitoalexinas (volatiles y no voldtiles) producidas por el arbol en respuesta a la infeccion
por fitopatégenos o poblaciones antagénicas de microorganismos existentes en la
rizosfera y algunos cambios en el patrén general de exudados. Al parecer, las
ectomicorrizas reducen la incidencia de la enfermedad al menos de tres maneras: 1)
presentando una barrera fisica a la infeccién, debido a la vaina micorricica; 2)
incrementando el vigor de la planta en general, por lo que la planta puede compensar
la infeccion produciendo maés raices; y 3) produciendo antibidticos contra P.
cinnamoni. No se sabe cudl de estos mecanismos es el mds importante (Marks 'y

Kozlowski, 1973).
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Factores que Afectan la Micorrizacion.

La formacién de las micorrizas es afectada por varios factores. Los factores
deben ser considerados por separado, primero los que afectan a la planta y segundo

los que afectan al simbionte.

Factores que Afectan a la Planta.

Entre éstos tenemos el potencial fotosintético y la fertilidad del suelo; por
ejemplo, alta intensidad de luz y una baja o moderada fertilidad aumentan el
desarrollo micorricico, mientras que baja intensidad de luz y alta fertilidad reducen o
eliminan el desarrollo de la micorriza. Los factores propios de la planta como especie,
variedad, estadio nutricional, edad, sintesis de compuestos fungistaticos o
alelopdticos, follaje, etcétera. Estas variables controlan principalmente la distribucion
espacial y temporal de las poblaciones de los vegetales superiores, ejercen influencias
sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos y controlan de manera directa
e indirecta la distribucién geogréifica de las diferentes micorrizas, sus variaciones

estacionales asi como su composicién cualitativa y cuantitativa (Siqueira, 1988).

Factores que Afectan al Hongo.

Los factores que pueden afectar al simbionte flingico, son aquellos que regulan

la sobrevivencia de propagulos infectivos, los cuales ejercen gran influencia sobre las
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diferentes fases de la simbiosis y sobre la formacién y funcionamiento de las
asociaciones con su entorno ecolégico. Estos pueden ser temperaturas altas en el
suelo, variaciones de pH, humedad y presencia de antagénicos en el suelo, mismos
que pueden afectar el crecimiento de la raiz. Los fungicidas que se usan en el control
de fitopatégenos, pueden tener efecto inhibidor sobre los hongos micorricicos. Otros
destruyen los microorganismos antagénicos y en forma indirecta estimulan el

desarrollo del simbionte (Castillo, 1987).
Algunos Usos Importantes de las Micorrizas

Nelsen y Safir (1982), trabajaron con pldntulas de cebolla cultivada en envases e
inoculada con Glomus etunicatum y mostraron que bajo condiciones de estrés de
humedad del suelo las plantulas inoculadas fueron mds tolerantes a la sequia que las
que no se inocularon, ademds presentaron mayor peso fresco y seco asi como un alto

nivel de P en los tejidos.

Allen y Boosalis (1983) en ensayos en invernadero con trigo de invierno
cultivando en suelos de pradera inoculados con Glomus fasiculatim comparando con
plantas inoculadas con G. mosseae y controles sin micorriza obtuvieron igual peso seco
tanto en condiciones de alta como de baja humedad de suelo, mientras que el ajuste
osmotico fue mayor en plantas colonizadas con G. fasciculatum. De ahi que la
presencia de las micorrizas formadas por este hongo pareciera incrementar la

tolerancia del hongo a la sequia.
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Waterer y Coltman (1989) analizaron la respuesta de chile (Capsicum anuum 1.)
a la inoculacion con Glomus aggregatum, bajo condiciones de invernadero y campo. En
dicho estudio, la inoculacién no tuvo efecto alguno en la concentracion de fosforo en
la planta, tanto en invernadero como en campo. Sin embargo, en suelos pobres en P la
inoculacién incrementé la concentracion de dicho elemento en los tejidos, el peso de

la planta y el rendimiento de fruto, en relacién con las plantas no inoculadas.

Runjin L. (1989) observé los efectos de la inoculacion de MVA y P sobre el
crecimiento del manzano. El hizo crecer plantulas de manzano en suelo estéril y sin
esterilizar, con y sin fésforo e inoculando hongos MVA (Glomus versifforme y G.
macrocarpum). En el suelo estéril la infeccion con MVA increment6 la taza de
transpiracion en las hojas y redujo la resistencia estomdtica y el porcentaje de
marchitez permanente e incrementé la razén de recuperacién de la planta al estrés
hidrico y el crecimiento de la planta (por ejemplo, mimero de hojas, diametro del
tallo y peso seco. También incrementé la absorcion de la mayoria de los minerales,
especialmente Zn y Cu, y debilit6 las interacciones P-Cu y P-Zn. La fertilizacién con P
tuvo algunos efectos positivos sobre el nivel de agua, nutricién del P y crecimiento,
pero redujo la concentracién de Cu. La inoculacién de MVA mejoré el estado del agua
e increment6 la tolerancia a la sequedad, en las plantas al reforzar la absorcién y

translacion del agua por las hifas externas.

En un trabajo disefiado para probar la capacidad de las hifas de Glomus mosseae

en la absorci6én de agua y nutrimentos y su traslocacion hacia Agropyron repens
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(Poaceae) o Trifolium repens (Leguminosae), sus plantas simbiontes, George et al. (1992)
encontraron que las hifas transportan considerables cantidades de P y N desde las

zonas del suelo situadas a cierta distancia de la raiz, pero no hubo evidencia de un

transporte significativo de agua hacia la planta por medio de las hifas.

Vosatka y Gryndler (1999) disefiaron un experimento utilizando como
tratamiento cultivos de fracciones de Pseudomonas putida como modificadores en el
desarrollo de Glomus fistulosum y su respuesta a la inoculacién en plantas de maiz y
papa. Ellos encontraron que las fracciones de bajo peso molecular mostraron efectos
estimulatorios sobre el crecimiento del micelio extraradical del hongo MVA Glomus
fistulosum y sobre su actividad de fosfatasa alcalina. Los efectos fueron constantemente
observados en dos experimentos con papa (Solanum tuberosum) y maiz (Zea mays),
cultivados en una mezcla de arena y vermiculita. Las células de P. putida estimularon
significativamente el crecimiento y la actividad de la fosfatasa alcalina de las hifas
extraradicales solamente en las plantas de maiz mientras que la colonizacion
micorricica en las raices de papa se incrementé en los tratamientos inoculados
fracciones de bajo peso molecular de cultivos de la bacteria. El total del drea de las
hojas de maiz se increment6 con la inoculacién de Glomus fistulosum solo o junto con

células de P. putida en comparacién de los tratamientos que no fueron inoculados.
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Taxonomia de las Micorrizas VA.

Hasta recientemente, los hongos formadores de endomicorrizas se agrupaban
en el orden de los Endogonales que consistia de una sola familia, Endogonaceae
(Alexépulos y Mims, 1979), con seis géneros claramente simbiontes de plantas
terrestres y un género, Endogone cuyos miembros eran saprobios o formaban
asociaciones ectomicorricicas. No obstante las limitaciones de esta clasificacién las
relaciones taxonémicas dentro y entre los niveles de jerarquias genealdgicas eran

demasiado nebulosas.

Pirozinsky y Dalpé (1989), separaron los géneros Glomus y Sclerocystis en una
familia nueva que denominaron Glomaceae basados en la evidencia paleontolégica de
esporas fosilizadas a través de casi 400 millones de afos y muy similares a esporas de
Glomus y Sclerocystis actuales. El movil para esta separacion es muy valido, pero no se
contemplaron tres aspectos taxonomicos importantes: a) el grado de diversidad
morfolégica dentro de taxa actuales, b) las relaciones filogenéticas entre taxa
fosilizados y actuales y ¢) las afinidades filogenéticas entre Glomaceae y otros taxa de

hongos micorricicos arbusculares (Morton y Benny, 1990).

La sistematica de estos organismos se reestructuré considerando los caracteres
de mayor importancia fisiol6gica en su ciclo de vida y tomando en cuenta también
caracteres que se pudieran interpretar evolutivamente, lo que significa agrupar los

taxa actuales que estén relacionados por su descendencia a partir de un ancestro
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comun, para organizar una clasificacién natural. Morton y Benny (1990) propusieron

colocar a los hongos endomicorricicos segin la clasificacion que se muestra en el

Cuadro 2.2:

Cuadro 2.2 Clasificacion actual de los hongos endomicorricicos (MVA).

Clase Orden Suborden Familia Género
Endogonales Endogonaceae Endogone
Zygomycetes Glomales Glomineae Glomaceae Glomus
Sclerocystis
Acaulosporaceae  Acaulospora
Entrophospora
Gigasporaneae Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora

La clasificacion de estos géneros y de las especies existente se lleva a cabo en

los extractos de suelo provenientes de la rizosfera de las plantas y se basa en

caracteristicas morfol6gicas tinicas para las esporas de los hongos (Figura 2.4).

1

Figura 2.4;3) Una endomicorriza.  Acigosporas de

Acaulospora, e) Esporocarpo de Sclerocystis

A st 7 3 . gy

!

o 9 0

b) Glomus, <) Gigaspora, d)



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en los ciclos primavera - verano y otoiio -
invierno de 1998, en el laboratorio de Microbiologia del Departamento de Suelos y en
el laboratorio de Citogenética del Departamento de Fitomejoramiento de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, con el material recolectado en una serie
de muestreos del sistema radical y de suelo en diferentes sitios, quedando la

metodologia utilizada dividida en los puntos que a continuacién se detallan.

Muestreo.

Se realizaron muestreos del sistema radical y suelo en plantas de manzano y
papa en Los Llanos, El Bayonero, San Antonio de las Alazanas, Los Lirios y Jamé y-de
nogal en el drea denominada como “bajio” de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), Derramadero y General Cepeda, todos ellos en Coahuila. Los
muestreos se realizaron en huertos escogidos al azar de agricultores de las zonas
mencionadas. Se realizaron tres muestreos no probabilisticos en cada lugar, es decir
las muestras tomadas fueron dirigidas, a plantas seleccionadas, tomando diez plantas
por sitio, las cuales, presentaban mejor aspecto visual, considerando: follaje

(frondosidad), altura, color de hojas, etc., ver diagrama de flujo.
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‘Muestreo de Suelo.

Las muestras fueron tomadas del suelo localizado en la rizosfera de las plantas
(alrededor de la raiz) que fueron seleccionadas por su vigor. La muestra recolectada
esta integrada por la zona correspondiente a 5-10 cm de profundidad desde el nivel
del suelo, aunque en las especies vegetales con raices mds profundas, manzano y
nogal por ejemplo, pueden ser hasta 20 cm de profundidad, dependiendo ademas del
estado de desarrollo de la planta y las caracteristicas del suelo. Para la toma de la
muestra fue necesario limpiar o eliminar de la superficie los residuos orgdnicos antes
de la extraccién. Posteriormente se cavé un hoyo con una pala recta en la porcion de
suelo ubicada bajo la zona de goteo y se tom¢ el suelo que estaba justo en torno a las
“raicillas” de la planta. Las muestras se colocaron en doble bolsa, primero en bolsas de
papel y luego en bolsas de polietileno y se mantuvieron en hieleras hasta su

procesamiento en el laboratorio. Vea la Figura 3.1.

Muestreo del Sistema Radical.

Se muestrearon diez plantas por sitio en el drea de crecimiento radical de cada
uno de los cultivos en cuestién, la toma de esta muestra se realiz6 de manera
conjunta con la de suelo, las raices fueron extraidas con precaucion, para evitar que se

perdieran las raicillas por dafio mecdnico.
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MUESTREO

— Procesamiento®
de Ia muestr:

Método de tamizado y decantacién
de Gerdeman y Nicholson 1963

Figura 3.1. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada.
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~ De igual manera fueron colocadas en bolsas de papel y polietileno y trasladadas en

una hielera al laboratorio.

Procesamiento de la Muestra.

Una vez en el laboratorio las muestras se dividieron para su estudio en dos

partes: las muestras de suelo y las del sistema radical.

Suelo.

Las muestras de suelo fueron utilizadas para obtener suspensiones de esporas,
para lo cual se utilizé el método de tamizado y decantacién de Gerdemann y Nicolson
(1963), que consiste en la utilizacion de una serie de tres tamices de calibres 77p, 63p
y 44p, colocados uno encima del otro de menor a mayor nimero de mallas,
respectivamente. Se hizo una suspensién de esporas con 100g de suelo y 1000 ml de
agua, aproximadamente, se agit6 durante cinco min y se dejo reposar durante tres
min con la finalidad de eliminar las particulas mds grandes por sedimentacion.
Enseguida se hizo pasar la muestra a través de los tamices, ordenados en orden
decreciente, y se lavé con agua corriente hasta que el agua que pasaba a través de
cada tamiz era clara. La suspension de esporas se obtuvo de los residuos contenido
en el ultimo tamiz. Dicho residuos fueron transferidos a tubos de centrifuga de 40
ml con 20 ml de agua. Una vez en los tubos se les adicion610 ml de una solucién de

sacarosa al 70 por ciento (70 g de sacarosa disueltos en 100 ml de agua), los cuales
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fueron inyectados en el fondo del tubo,'con la ayuda de una jeringa de 10 ml, en la
que la aguja fue remplazada por un tubo de pldstico de 5-10 cm de longitud y un
diametro de 0.5 cm, para establecer un gradiente de concentracion en los tubos de la
centrifuga. Enseguida la muestra fue centrifugada a 1,500 — 2000 r.p.m. durante 1.5 —
2 min Durante este proceso las particulas de suelo se acomodan en el fondo del
tubo, mientras que las esporas permanecen sobre la superficie del gradiente. Las
esporas fueron extraidas con la ayuda de una pipeta Pasteur y colocadas en un vial con
agua destilada. Posteriormente fueron separadas y depositadas en viales segtin su
morfologia y color, para proceder a su caracterizacion con la ayuda de claves

sindpticas y pictoricas.
Sistema Radical.

Las muestras del sistema radical se dividieron a su vez en dos partes. Una parte

fue sometida a tincién y otra se utilizé para hacer cortes histologicos.
Tincién.
En el proceso de tincién se utiliz6 la técnica de Phillips y Hayman (1970), con

ligeras modificaciones, la cual consta de los siguientes pasos: a) clareo, b) blanqueo, ¢)

acidificacion, d) tincién y e) decoloracion.
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Para cada uno de estos procesos se prepararon soluciones al 10 por ciento de
cada uno de los siguientes reactivos: KOH (clareo), H,0, para el proceso de blanqueo
y HCl para la acidificacién. Para la tincién se utilizé colorante azul de tripano al 0.05
por ciento en lactoglicerol y la decoloracién se realizé en lactoglicerol, el cual se

preparé6 en una mezcla de acido lactico, glicerina y agua destilada en una solucién 1:1.
a) Clareo.

Las raices se lavaron en agua corriente y una vez libres de suelo se colocaron
en vasos de precipitado de 50 ml a los que se les agrego suficiente KOH al 10 por
ciento para cubrirlas y se calentaron por 10 min a 115 °C y 10 libras de presion en
autoclave. Enseguida se elimin6 el KOH y se enjuagaron las raices con agua destilada.
b) Blanqueo.

Se agregé H,0, en suficiente cantidad para cubrir las raices y se dejo actuar
durante tres minutos. Pasado este tiempo se enjuagaron con agua destilada,
constituyendo esto el proceso de blanqueo.

¢) Acidificacion.

Para la acidificacién, las raices se cubrieron con HCl durante tres minutos,

después el acido se eliminé y se procedi6 a la tincién con las raices sin enjuagar.
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d) Tincion.

Para esto las raices se cubrieron con azul de tripano al 0.05 por ciento y se

calentaron por 10 minutos a 115 °C y 10 libras de presion en autoclave.

e) Decoloracion.

Posteriormente el colorante se eliminé y las raices se decoloraron con

lactoglicerol limpio (decoloracién) y se colocaron en cajas de petri.

A esta técnica se le hicieron algunas modificaciones dependiendo del tipo de
raiz que se estuviera manejando; asi, para las raices de los frutales como el nogal y
manzano, en los cuales las raices son mds gruesas y mds pigmentadas se aumentd la
concentraciéon del KOH de 10 al 15 por ciento y el tiempo de clareo bajo presion de 10
a 15 minutos, mientras que el de tincién se disminuyé a ocho minutos. En el caso de
las raices de papa se utilizaron las soluciones originales, pero el tiempo de tincién

también se redujo a ocho minutos.

Una vez terminada la tincién, las raices clareadas y tefiidas fueron fijadas en
portaobjetos para realizar la observacion de las estructuras al microscopio. Para esto
se tomaron fragmentos de raices de aproximadamente un cm, con la ayuda de una

aguja de diseccion, se colocaron sobre el portaobjetos con una gota de lactoglicerol y
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se taparon con un cubreobjetos. Las observaciones se realizaron a 10X y 40X. De cada

laminilla se eliminaron las burbujas de aire y se sellaron con esmalte.

Cortes Histologicos.

La otra parte del material radical se incluyé en parafina con la finalidad de
preparar cortes histolégicos en microtomo y obtener fotografias de las raices
micorrizadas en cortes longitudinales. Esta técnica de inclusion esta compuesta de los
siguientes pasos: a) fijacion, b) deshidratacion, ¢ infiltracion e inclusion en parafina,

d) corte en microtomo, e) fijacion de los cortes en portaobjetos y f) coloracion.

a) Fijacion.

El propésito de la fijacion, es “matar y conservar” a los tejidos con un minimo
de alteraciones. Para esto, se utiliz6 el fijador FAA cuya férmula es 10 por ciento de
formaldehido, 35 por ciento de agua, 5 por ciento de acido acético y 50 por ciento de
alcohol etilico. El tiempo en el que permanecieron las raices en esta solucion fijadora

fue de 24 h a temperatura ambiente.

b) Deshidratacion.

En el caso de la deshidratacién, la finalidad es quitar el agua de los tejidos

filados y endurecidos. Este procedimiento consistié en pasar las raices por diferentes
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qgentes deshidratantes, de mayor a menor concentracion. Esto se realiz6 en intervalos
de una hora, con una serie de soluciones de alcohol etilico al 50, 60, 70, 85 y 96 por
ciento mas eosina; continuando con alcohol etilico absoluto I, alcohol etilico absoluto
11, alcohol etilico absoluto mds xilol a razén de 3:1, alcohol etilico absoluto mas xilol
en una solucién 1:1, y alcohol etilico absoluto mas xilol en proporcién 1:3. Finalmente

se pasaron las raices en xilol puro, para dejarlas listas para la infiltracion.
¢) Infiltracién e inclusion.

Para el proceso de la infiltracion e inclusion en la parafina, primero se
colocaron las raices en frascos (un frasco por cada muestra que se iba a incluir) que
contenian hasta la mitad de su capacidad de xilol, a los cuales se les fueron agregando
periédicamente pequefias cantidades de parafina en escamas. Posteriormente se
taparon y se colocaron en la estufa a 30 °C y se les fue agregando parafina conforme
se iba disolviendo; los frascos se dejaron a esa misma temperatura durante 24 h.
Transcurrido este tiempo se elevo la temperatura de la estufa a 45 °Cy se agregé
parafina hasta saturar el xilol, luego se elevé nuevamente la temperatura a 55 °Cy se
esperé a que la parafina se licuara. Una vez disuelta se decanté la mezcla xilol y
parafina de los frascos que contenian las raices, para agregar unicamente parafina

pura.

Para realizar la inclusién del tejido se utilizaron moldes de papel aluminio de 5

X 12 X 2.5 cm. Para hacer los bloques de parafina con la inclusién de la raiz, se vacio
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la muestra con parafina en el molde hasta quedar casi lleno, luego con la aguja de
diseccion caliente se orienté el material de tal forma que quedara acomodado para
poder hacer los cortes de forma longitudinal, no olvidando dejar el margen inferior
mas grueso que el superior. Para evitar que la parafina solidificara se realizaron todas
estas maniobras con el calor de un mechero guiado por un popote metdlico. Cada
molde fue etiquetado en el extremo superior izquierdo. Después se dejaron solidificar

para posteriormente poder retirar los moldes de papel aluminio.

d) Corte en microtomo.

Se removi6 cuidadosamente el bloque de parafina, con el material, del molde
de papel aluminio. Con la ayuda de una navaja se realizaron cortes del bloque con las
raices, de tal forma que se retirara todo el exceso de parafina, posteriormente se
monté el pedazo, ya resacado, sobre la platina del microtomo. Para montarlo se
calent6 la platina y la base del corte de parafina para poder unir ambos lados, después
se dej6 enfriar. Luego se coloco la platina en el microtomo de tal manera que la

cuchilla quedara paralela al corte. Posteriormente se realizaron los cortes a 15p.
e) Fijacién de los cortes en portaobjetos.
Los portaobjetos se pusieron a desengrasar en alcohol etilico durante 10 min;

posteriormente se secaron y se untaron uniformemente con adhesivo de Hampt (un g

de gelatina, 15 ml de glicerina y dos g de metabisulfito de sodio por cada 100 ml de

BANCO DE TESIS
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agua destilada); sobre éste se aplic6 una gota de formalina y se le colocaron de tres a
cuatro cortes. Posteriormente se retir6 el exceso de adhesivo del portaobjetos con un
lienzo y se pas6 suavemente por la flama del mechero con la finalidad de que el tejido
se extendiera y se fijara totalmente. Esto se hizo cuidadosamente considerando que
el calor no derritiera la parafina. La preparacion fue pasada varias veces por la flama
hasta lograr que el exceso de formalina se removiera y el tejido quedara bien
extendido. Después con una aguja de diseccion se cerciord de que los cortes ya no se

movieran.

f) Coloracion.

Para la coloracion se prepar6 una serie de alcoholes y xiloles en frascos de
Coplin con capacidad para ocho preparaciones cada uno. Las preparaciones fueron
colocadas de tal forma que el tejido quedara orientado del lado derecho, con el objeto
de identificar la preparacién y no maltratarla o deshacerla. Con la ayuda de unas
pinzas de diseccién se fueron pasando las laminillas de una en una por los reactivos
empezando con una serie de tres xiloles (desparafinador), Xilol 1, Xilol 11 y Xilol 1,
por un periodo de 10 min respectivamente. Acto seguido se pasaron por una serie de
alcoholes, empezando con alcohol etilico absoluto I y alcohol etilico absoluto II,
después alcohol etilico al 96, 85, 70, 60 y 50 por ciento respectivamente, por un lapso
de 3 — 5 min cada uno. El siguiente paso fue enjuagar las preparaciones haciéndolas
pasar por agua destilada. Posteriormente pasaron al primer colorante que fue

safranina, en solucion acuosa al 1 por ciento, durante 30 min Una vez cumplido este
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tiempo las preparaciones se pasaron nuevamente por agua, para enjuagarlas, usando
para ello agua corriente, primero y agua destilada después, luego volvieron a pasar
por otra serie de alcoholes pero, ahora de manera inversa, es decir empezando en
alcohol de 50, 60, 70, 85 y 96 por ciento por tiempos de 3 -5 min cada uno, para
seguir con el segundo colorante, que fue verde rapido preparado en etanol al 0.5 por
ciento, por espacio de 5 seg. A continuacién se enjuagaron las preparaciones en
alcohol etilico al 96 por ciento, pasando después por alcohol absoluto I, alcohol
absoluto Il de 3 — 5 min y enseguida por una solucién saturada de carbol xilol
también durante 5 min, el cual se utiliz6 como diferenciador, para finalmente pasar
por otra serie de xiloles, Xilol 1, Xilol Il y Xilol III. Por tltimo se sac6 la preparacién
del xilol se escurri6 e inmediatamente después se colocé una gota de balsamo de
Canadd sobre los tejidos ya coloreados y se cubrié con un cubreobjetos. El exceso
del bélsamo se retir6 con una toalla de papel, se dejaron secar a temperatura
ambiente y para su observacién al microscopio a 10X, 40X y 100X y se tomaron

microfotografias.

Caracterizacion de las micorrizas (MVA).

La caracterizacién se hizo de acuerdo a la morfologia de las esporas, claves de
la taxonomia de Gerdeman y Trappe (1993) asi como una serie de fotografias y
descripciones de  Glomales, la cual consta de una recopilacion de varios autores

localizados en la pagina de Internet: http/www.mycorrhizainformationexchange .html.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos fueron organizados como se presentan a continuacion:

PAPA
Ntimero de muestreos por sitio: 3
Ndamero de muestras por sitio: 10
Sitio 1: El Bayonero
Sitio 2: Los Llanos
Sitio 3: San Antonio de las Alazanas
No. de muestreo Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas
1 9 8 9
2 9 9 9
3 8 9 10
MANZANO
Nimero de muestreos por sitio: 3

Naimero de muestras por sitio: 10
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Sitio 1: San Antonio de las Alazanas
Sitio 2: Los Lirios

Sitio 3: Jamé

No. de Muestreo Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas
1 10 9 9
2 10 10 9
3 ' 9 9 9
NOGAL
Nimero de muestreos por sitio: 3
Ndimero de muestras por sitio: 10
Sitio 1: UAAAN

Sitio 2: Derramadero

Sitio 3: Gral. Cepeda

No. de Muestreo Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas Plantas Micorrizadas
1 : 8 9 S
2 9 10 10
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De acuerdo con los datos arriba citados se encontr6 que el 88.8 por ciento de
las plantas de papa que se muestrearon estan micorrizadas; el 93.3 por ciento de las
de manzano y el 91.1 por ciento de las de nogal. Cabe mencionar que el porcentaje de
plantas con micorrizacién es muy cercano al que cita Siqueira (1988) el cual reporta
aproximadamente el 97 por ciento de las plantas presentan micorrizas de tipo VA, y

las micorrizas encontradas en todos los cultivos fueron del tipo vesiculo-arbuscular.

De las micorrizas encontradas se tomaron microfotografias algunas de las

cuales se presentan a continuacion:

Figura 4.1. Microfotografia a 40X de una micorriza vesiculo arbuscular en manzano,
en una tincion simple con azul de tripano, en la que se aprecia una vesicula.
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Figura 4.2. Microfotografia tomada a 10X de una micorriza VA en manzano en una
tincién simple con azul de tripano, en la que se aprecian las hifas y vesiculas
del hongo.

Figura 4.3. Microfotogarafia tomada a 40X de un araiz de papa micorrizada, tefiida
con azul de tripano, en la que se puede apreciar el micelio dentro de la célula.
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Figura 4.4. Microfotogarafia tomada a 100X del micelio de una endomicorriza de papa
dentro de una célula, tefiida con azul de tripano.

Figura 4.5. Microfotografia tomada a 40X de una raiz de nogal micorrizada, tefiida en
una tincién simple, con azul de tripano, en la que se observan las hifas del
hongo dentro de la raiz.



49

Figura 4.6. Microfotografia tomada a 40X de un corte en microtomo a 15y, de una raiz
de manzano micorrizada.

Figura 4.7. Microfotografia tomada a 40X de un corte en microtomo a 15 de una
micorriza vesiculo-arbuscular en manzano en la que se observan puntos de
entrada del hongo y arbusculos.
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Figura 4.8. Microfotografia tomada a 100X de un corte en microtomo a 15u de una
raiz micorrizada de manzano en la que se aprecian puntos de entrada de las
hifas infectivas y esporas del hongo.

Figura 49. Micréftograﬂ’a tomada A 40X de un corte en microtomo a 15u de una
micorriza vesiculo-arbuscular en papa. Se observan hifas y algunas vesiculas.
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Figura 4.10. Microfotografia tomada de un corte en microtomo a 15p de una raiz de
papa micorrizada con un hongo MVA. Se aprecian las hifas dentro de las
células.

Sanders etAal (1975) menciona que algunas de las caracteristicas de las MVA es
que penetran en la planta formando grandes vesiculas hinchadas y arbtsculos
intrincados ramificados dentro de las células individuales, como se puede apreciar
claramente en las Figuras 4.1 y 4.2 en las cuales se observan las vesiculas, mientras

que la Figura 4.7 nos presenta los arbuisculos dentro de las células, ademds de los

puntos de entrada del hongo.

La Figura 4.3 proporciona un panorama de las células de las raiz de papa en las
que se observa perfectamente como se aloja el hongo dentro de las mismas. La Figura

4.4 es una toma con mayor aumento (100X) de la misma preparacién.
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A partir de las observaciones microscopicas, de las laminillas y de las esporas
se hizo la caracterizacién de los hongos micorricicos con base a las daves
taxonomicas (Gerdeman y Trappe, 1993) y claves taxondémicas pictéricas (pagina del
Internet, vea materiales y métodos) encontrdndose esporas y esporocarpos de dos

géneros de micorrizas, Sclerocystis y Glomus.

En la Figura 4 11 se aprecian dos esporas encontradas en las preparaciones de
los cultivos de manzano y nogal y que fueron utilizadas para la caracterizacion. Estas
esporas corresponden al género Glomus, y fueron tomadas a 40X en un microscopio

compuesto.

Por otro lado, la Figura 4.12 corresponde a un esporocarpo del género
Sclerocystis encontrado en las tinciones de las raices de papa y en la que se observan

las esporas acomodadas de forma radial y el peridio del esporocarpo.

La caracterizacion de los hongos micorricicos se hizo de cada cultivo por
separado, detectando la presencia de Glomus y Sclerocystis en manzano (Pyrus malus),

de Glomus en nogal (Carya illinoensi) y de Sclerocystis en papa (Solanum tuberosum).
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Figura 4.11. Microfotografias tomadas a 40X de esporas de Glomus sp

Figura 4.12 Microfotog;éﬁa OIﬁada a 40X de un esporocarpo de Sclerocystis

Cabe sefialar que no obstante el cultivo de papa (Solanum tuberosum) presento
el nimero mas bajo de plantas micorrizadas, el porcentaje sigue siendo alto tomando
en cuenta que el cultivo es de ciclo anual, en comparacion de los frutales que su raiz

permanece en el suelo durante periodos mas largos. Este patrén de crecimiento asi
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‘como el gran uso de agroquimicos aplicados al cultivo probablemente puedan explicar

el posible niimero més bajo de plantas micorrizadas en papa con respecto del nogal.

El cultivo del manzano fue el que presenté mayor nimero de plantas
micorrizadas, probablemente debido a que en este cultivo se encontré la presencia de
los dos géneros fiingicos. Esto contrasta con el por ciento de plantas micorrizadas en

papa y nogal en los cuales s6lo se detecté un género en cada uno.



CONCLUSIONES
Al término del presente trabajo y como conclusiones se menciona:

¢ Existen microorganismos asociados a las raices de las plantas, conocidos
como micorrizas, en los cultivos de papa (Solanum tuberosum), nogal (Carya
illinoense) y manzano (Pyrus malus) en el area de influencia citada en el

trabajo.

¢ Las micorrizas encontradas corresponden a los géneros de Glomus y
Sclerocystis, encontrandose ambos en manzano, Glomus en nogal y

Sclerocystis en papa.

¢ El presente trabajo es s6lo el inicio para seguir con una linea de
investigacion al respecto. Con los datos obtenidos se pueden seguir
trabajos con el aislamiento y propagacién del inéculo inicial y una serie de
tratamientos, .buscando loe efectos sobre la reduccién de la fertilizacion
fosférica, ya que se cita que el fosforo es el elemento que mejor es tomado

por las plantas micorrizadas.
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Recomendaciones

Una recomendacién importante, para un trabajo posterior es que se
cuantifique el porcentaje de micorrizacion en las raices de cada cultivo, para obtener

datos mas precisos.

Se recomienda ademas, aislar cada género de micorriza encontrado y realizar
ensayos inoculandolos en plantas para determinar cual tipo de micorriza es el que

proporciona mas beneficios al cultivo.
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