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JUVENTUD

La juventud es algo mids que una etapa de la vida. Es -
una actitud mental frente a ella. Ser joven es tener temple
en la voluntad, calidad y altura en la imaginacién, vigor en

las emociones.

S6lo seremos viejos cuando hayamos perdido nuestros -

ideales.

Seremos jovenes en la medida de nuestra fé, de la con--
fianza en nosotros mismos, y en tanto la esperanza aliente -

nuestro animo.

Mientras nuestro corazdn sea capaz de recibir mensaje -
de belleza, de alegria y de entusiasmo, seguiremos siendo j6
venes., S&6lo habremos envejecido si al corazdén lo cubren las

nieves del escepticismo y los hielos de la derrota.

Douglas MacArthur.
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RESUMEN.

La micorriza es una asociacién simbiética formada por
las raices de algunos vegetales superiores y las hifas de -
ciertos hongos. Estd dividida en: Ectomicorriza, Endomico
rriza y Ecto-Endomicorriza. A su vez la segunda estd divi-
dida en tres clases: Vesiculo-Arbuscular, Ericacea y Orqui
didcea. De la que se ocupa el presente trabajo es de la En-
domicorriza vesiculo-arbuscular. El nombre es debido a dos
estructuras tipicas de la asociacidn: Las vesicdlas, que -
corresponden a ensanchamientos terminales de las hifas en--
tre las células corticales, y los arbfisculos, que son rami-

ficaciones de las hifas dentro de algunas células.

Esta simbidsis hongo-planta desempefia un importante -
papel en ecologia y nutricidén vegetal. Formada por la mayo
ria de las plantas existentes, comienza a estudiarse su -
aplicabilidad en agricultura como fertilizante microbiano,-
ya que, estos hongos aumentan la superficie de absorcidn de
la raiz y, por consiguiente, facilita la obtencién de nu- -
trientes, principalmente fésforo y en segundo t&rmino nitrd

geno, potasio y otros.

Debido a que en nuestro pais existen pocos reportes re
lacionados con el tema, este trabajo pretende contribuir -



al conocimiento de algunos aspectos de esta simbibsis.

Se emplearon como hospederos dos leguminosas: frijol-
y soya, el indculo estuvo constituido por: esporas de hon--
gos formadores de micorriza V-A aisladas de suelos mexica--
nos y raices infectadas por dichos hongos, tanto desinfec--
tadas como no desinfectadas, el soporte fue vermiculita a -
la que se le ajustd el pH a un valor de siete. E1 experi--
mento fue llevado a cabo en un invernadero, cosechidndose -

después de ciento diez dias.

La evaluacidn de los resultados se hizo mediante de--
terminaciones de: presencia de infecci6n micorricica, altu-
ra de la parte aérea de la planta, peso hGmedo y peso seco-
de la parte aérea, peso hGmedo de la raiz, contenido de ni-

.

trogeno y fésforo total en la parte aérea.



INTRODUCCION

Hoy se reconoce que los microorganismos que viven en-
el suelo desarrollan en su hibitat natural actividades de -
gran interés por su repercusién directa en el crecimiento y
nutricién de las plantas, e indirectamente, en la nutricién

de los animales.

Mayoritariamente se acepta que las plantas se origina
ron a partir delas algas verdes. El trdnsito de éstas, des
de su hdbitat acuidtico a ambientes secos, y la evolucién de
ellas a plantas con raices antecesoras de los vegetales su-
periores actuales fue un punto crucial en la historia de la
vida sobre la Tierra. La opinidén comiin sostiene que la co-
lonizacidén de aquel suelo, seco y pobre, por las algas fue-
posible gracias a que &stas se asociarion con otros microor
ganismos, lo que permitid que pudieran captar mejor sus ali
mentos minerales; por un lado, hongos microsc6picos forma--
ron las primeras micorrizas, y por otro, las plantas se aso
ciaron con microorganismos fijadores de nitrdgeno atmosféri

Co.

En la naturaleza existen diferentes simbibsis, una de
ellas es la formada por las hifas de algunos hongos con las

raices de ciertas plantas superiores, denominiandosele mico-



rriza, palabra de origen griego (mykes = hongo, rhiza = raiz)
dada por Frank en 1885 (Harley 1969) y que prevalece en la-

actualidad.

La micorriza es una asociacidn simbidtica caracteriza
da por un estado de equilibrio fisiol6gico que permite a -
los organismos implicados sacar beneficios mutugs, porque -
los simbiontes son mds capaces de sintetizar o liberar, re-
ciprocamente, sustancias indispensable para su metabolismo-

las que no pueden ser elaboradas u obtenidas ficilmente, -

cuando cada uno vive por separado.

La planta suministra al hongo fuentes de carbono pro-
cedentes del producto de la fotosintesis asi como un nicho-
ecoldgico protegido de los fendmenos de antagonismo micro--
biano en la rizosfera. Por su parte, el hongo ayuda a la -
planta a absorber sus nutrientes minerales del suelo. Se -
sabe que las hifas del hongo que se desarrollan en la raiz-
y emergen de ella desempefian un importante papel en la -
traslocacidn hacia la planta de iones, especialmente de fos
fato, por lo que, en suelos con un contenido bajo en fdsfo-
ro asimilable, la micorriza V-A representa una contribucién

fundamental para la economia nutritiva de la planta.

Debido a la amplia distribucién de las micorrizas, pue



de afirmarse ﬁue las plantas cuando crecen en condiciones -
naturales son en su mayoria organismos dobles, en el senti-
do de que el 6rgano a través del cual absorben agua y nu- -
trientes estad constituido por la raiz propiamente dicha y -

un hongo que vive simbidticamente con ella.

Es un hecho incuestinoable que la necesidad de incre-
mentar la calidad y cantidad de cosechas agricolas, ante.la
creciente demanda de alimentos, condiciona el progresivo -
agotamiento de los suelos, lo que, a su vez, induce a aumen
tar el consumo de fertilizantes quimicos, de elevado. costo.
Estos hechos han animado a investigar la posibilidad de ma-
nipular las poblaciones microbianas que habitan en el suelo
y que intervienen en los ciclos de los nutrientes, con el -
fin de mejorar el contenido de sus formas asimilables por -
las plantas cultivadas. La idea, l6gicamente, es incremen-
tar la produccidén vegetal, reducir el consumo de fertilizan

tes de elevado costo y contaminantes de los ecosistemas.

Actualmente, la atencién se ha centrado en el estudio
de microorganismos capaces de formar asociaciones simbidti-

cas con las plantas.

Tal es el caso de la simbi6sis Rhizobium-leguminosa, -

que como se sabe, representa un importante aporte de nitr6-



geno a esas plantas y a través de ellas a la biosfera.

Igualmente, se encuentra en estudio la posibilidad de
utilizar la micorriza vesfculo-arbuscular como fertilizante
bioldgico. En este sentido, se han llevado a cabo ensayos,
generalmente en invernadero, en los que se ha puesto de mani
fiesto la ventaja de la inoculacién con hongos micorricicos
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la simbidsis
Rhizobium-leguminosa, en que el nitrdgeno fijado procede de
la atmésfera, la micorriza V-A mejora la captacidn, del f&s
foro y otros iones existentes en el suelo, por la planta. -
Por lo tanto, con el uso de la micorriza no se pretende sus
tituir a los fertilizantes quimicos, sino reducir su empleo;
de esta manera, deberin usarse conjuntamente para obtener -

una produccién vegetal Sptima.

Cuando se quiera llevar a cabo un ensayo de fertiliza
cidén biolégica en campo, debe desarrollarse antes una inves
tigacién que permita establecer la necesidad de inocular, -
seleccionar los microorganismos adecuados y estudiar su in-

teraccién con los fertilizantes quimicos.



OBJETIVO DEL TRABAJO

Uno de los problemas que aquejan a ciertas zonas de -
la RepGiblica Mexicana es la existencia de suelos con bajo -
contenido de nutrientes o agotamiento de ellos, tales como-
el nitrdgeno y el fésforo, entre otros. De esta forma ha -
tenido que recurrirse a la aplicacidn de fertilizantes qui-
micos para aumentar la productividad o bien mantener el -
equilibrio de nutrientes en el suelo, pero debido a su enca
recimiente y la importancia ecolbgica que esto tiene, en la
actualidad existen reportes de otros paises acerca del inte
rés de utilizar los hongos formadores de micorriza V-A como
fertilizantes biol6gicos (inoculantes), para favorecer la -

captacién de nutrientes por los vegetales.

Pero antes que ésto se convierta en una prictica agro
ndémica comlin, es necesario hacer una serie de experimentos-
con diferentes hospederos y condiciones experimentales, tan
to en invernadero como en campo, con el objeto de optimizar
esta asociacién natural e incrementar la productividad agri
cola y sobre todo vencer el obsticulo que implica la obten-
cidn de inb6culo a gran escala para ser utilizado como ferti
lizante bioldgico. A pesar de la importancia que este tipo
de simbidsis tiene, en nuestro pais existen estudios muy ais

lados sobre este tema, en especial los proporcionados por:-



El Colegio de Postgraduados de la Uniyersidad Autdnoma de -
Chapingo y la Escuela Nacional de Ciencias Bioldégicas del -

Instituto Politécnico Nacional.

Por lo que los objetivos del presente trabajo son:

a) Aislar a .partir de suelos mexianos cepas de hon--
gos formadores de micorriza V-A que infecten leguminosas y-

favorezcan la captacidn de nutrientes.

b) Comparar la efectividad de tres técnicas de inocu-
lacidén: esporas, raices infectadas no desinfectadas y rai--

ces infectadas desinfectadas.

c) Conservacién de las cepas obtenidas para experimen

tos posteriores.

De esta forma se pretende contribuir al conocimiento-
de algunos aspectos relacionaos con esta simbibésis y fomen-

tar la investigacidn de la micorriza V-A.



CAPITULO PRIMERO

LA ENDOMICORRIZA VESICULO-ARBUSCULAR (V-A)

1.1 Historia

Hace unos 400 millones de afios, las plantas empezaron
a colonizar la superficie terrestre, &sto constituy6 un he-
cho importante en la evolucién de los seres vivos. Median-
te su capacidad fotosint&tica, los vegetales trasforman la-
energia solar en energia quimica, utilizable por otros orga
nismos. Para llevar a cabo tal actividad, aquellas prime--
ras plantas requerian, como las actuales, una serie de nu--
trientes que debieron captar de la atmdésfera (anhidrido car
bénico) y del suelo (agua, nitrégeno, fésforo, azufre, pota

sio, hierro, etcétera).

La planta f6sil mds antigua que ha podido ser estudia
da pertenece al género Rynia y data de hace 370 millones -
de afios, de ella se han obtenido microfotografias de las -
"raices" en donde se aprecia claramente la presencia de una
formacidn flingica en su interior de gran similitud con las-
actuales especies de hongos formadores de micorriza V-A. -
Algunos autores consideran que, en ciertos casos, tales aso

ciaciones "hongos-raiz' eran ya micorrizas.
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Es muy probable que las primeras plantas que evolucio
naron a establecerse en un ecosistema terrestre, encontra--
ron un suelo ya colonizado por poblaciones microbianas, en-
tre las cuales posiblemente hubiera cianobacterias y bacte-

rias fijadoras de nitrdgeno.

Posiblemente no fué el nitr6geno el factor limitante,
sino el foésforo, en la colonizacién de nuevos hfbitats. En-
tales condiciones, cualquier asociacidn planta-microorganis
mo que mejore la extraccidn de elementos minerales, se selec

ciona y perpetia.

Se ha sugerido que ahi podria radicar el origen de la
micorriza V-A. De este modo la nutrici6n por medio de hon-
gos, NO es un proceso nuevo, sino que nacidé con la apari- -

cidon de plantas con raices.

ComGinmente se acepta que las plantas vasculares se -
originaron a partir de las algas verdes. En este sentido,-
se ha propuesto una hip6tesis seglin la cual, para que el al
ga semiacudtica pudiera superar 1los problemas de deseca- -
cién y nutricidn que suponia el paso a un hibitat terrestre,
debieron asociarse simbidéticamente con hongos acuiticos. -
De acuerdo con esta hip6tesis, las plantas serian el produc
to de tal simbidsis, que permitieron la colonizacidn de la-

tierra durante el Silfirico y el Devénico. La conclusién de
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esta hipbtesis es: Las plantas terrestres nunca tuvieron -
independencia, porque si la hubiesen tenido jamids hubieran-
colonizado la tierra. La simbi6ésis fué, posiblemente, de -
tipo endotréfico, modelo de asociacibén mantenida hoy dia -

por casi todas las plantas en forma de micorriza V-A.
Finalmente se dird que la micorriza se origind pricti
camente con las plantas, permitieron su evolucién y a su -

vez, evolucionaron con ellas y con ellas se han perpetuado.

1.2 Distribucidn Geogridfica y Ecoldgica de la Micorri

za V-A.

Su distribucidn es muy amplia sobre la superficie te-
rrestre, se han descrito micorrizas V-A en todos los conti-
nentes, excepto en la Antédrtida. Reportindose en asocia- -
cidn con todo tipo de vegetales de inter&s agricola e indus
trial, como en: gramineas, leguminosas, citricos, adrboles -
maderables, etcétera, también se encuentran en aquellos sue
los que soportan condiciones extremas de hfinmedad por ejem--
plo en: zonas pantanosas, encontrindose circunscritas a -
las dreas superficiales en donde hay una difusién de oxige-
no limitado. Recientemente se descubrieron plantas micorri

zadas en zonas acudticas de la India. (Rikhy, 1974).
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Solo un 3%, aproximadamente de las fanerdgamas tienen

micorriza formadora de manto, el resto posee micorriza V-A.

Hasta la fecha no se ha reportado micorriza en las si

guientes familias: Chenopodiaceae, Cruciferaceae, Cypera--

ceae, Urticaceae y Poligonaceae. No obstante, algunas espe

cties de estas familias se han definido recientemente como -
micorrizables y es 1l6gico pensar, que plantas supuestamente
no micorrizables en condiciones normales puedan serlo en -
otras condiciones de cultivo. Existe también cierto grupo-
de plantas que tienen tanto micorriza formadora de manto co

mo micorriza V-A; tal es el caso de Salicaceae, Juglanda--

ceae, Tiliaceae, Mirtaceae y Caesalpinaceae.

Aunque no se tienen datos estadisticos oficiales so--
bre el porcentaje de especies micorrizadas y no micorriza--
das, se ha observado que las plantas micorrizadas constitu-
yen la mayor parte, y de estas el 80% presentan endomicorri
za V-A, 10% ecto-endomicorriza, cerca del 5% ectomicorriza
y el resto corresponde a otras micorrizas como: Ericaceas y

Orquidéceas.

Gerdemann (1971) indicdé que "El1 estado de micorriza--
cién en las plantas es la regla y el no estarlo la excep- -

cién".
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Sin lugar a duda, la mds extendida es la de tipo ve--
siculo-arbuscular, encontridndose en la mayor parte de los -

climas que permiten el desarrollo vegetal sobre el planeta.

La micorriza V-A se conoce desde el siglo pasado, pe-
ro a pesar del interés ecoldgico que se deriva de su casi -
omnipresencia, no se le prestd demasiada atencién, y, en -
los Gltimos afios, ante la evidente repercusién de esta sim-
bidésis en la nutricidén vegetal, se inicio un movimiento de-

investigaci6én cada vez mis intenso sobre el tema.

1.3 Tipos de Micorriza y Taxonomia .de los Hongos for-

madores de Micorriza V-A.

La micorriza se ha venido clasificando, en base a su-

estructura y morfologia, en tres grandes grupos:

a) Ectomicorriza o micorriza ectotrdfica.
b) Endomicorriza o micorriza endotréfica y

c) Ecto-endomicorriza o micorriza ecto-endotrdfica.

En las primeras se incluyen micorrizas en las cuales-
el hongo, normalmente de micelio tabicado, forma un manto -
fingico que se extiende desde el exterior de la raiz hasta-
los espacios intercelulares, dando aspecto de red (red de -
v

Hartig).
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En la endomicorriza, a diferencia de la anterior, el-
hongo no forma manto sobre la raiz y las hifas penetran al-

interior de las células de la corteza.

No obstante, hoy dia se sabe que los hongos formado--
res de endomicorriza estdn muy distanciados taxonémica y fi
sioldgicamente, por lo que ha sido necesario modificar esta
clasificacién y subdividir a la endomicorriza en varios sub
grupos: el que esta formado por hongos septados (Ascomice-
tos, Basidiomicetos y Hongos imperfectos), y que esta pre--
sente, por ejemplo en Orquidiceas y Ericaceas; y el formado
por hongos no septados que frecuentemente son Ficomicetos -
microscdpicos pertenecientes a la familia Endogonaceae, o -
también conocidos como hongos formadores de micorriza vesi-
culo-arbuscular (V-A), presentes en Briofitas, Gramineas y-

Leguminosas, entre otras.

La taxonomia de los hongos micorricicos es muy comple
ja y alin no se ha establecido una divisién definida, porque

cada afio se descubren nuevas especies.

El parecido anatdmico de las infecciones V-A hizo pen
sar que la mayoria de ellas eran causadas por el mismo hon-
go; de hecho, hasta la revisifn de Mosse en 1973 se aceptd-
que los endofitos V-A pertenecian, en su mayoria al género

Endogone, del que se habian descrito diversidad de tipos. -
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De acuerdo con las clasificaciones cldsicas, todas las espe
cies de Endogone forman un tipo especial de esporas, sin em
bargo, ante el descubrimiento de nuevas formas unidas al mi
celio externo de raices micorrizadas, se planted la necesi-
dad de revisar la taxonomia. En este sentido se han lleva-
do a cabo varias investigaciones que han permitido clasifi-
car a los hongos micorricicos, seglin Alexopoulos (1966) y -

Gerdeman (1971), en:

Reino Plantae
Divisién Mycota

Subdivisién  Eumycotina

Clase Phycomycetes

Orden Mucorales

Familia Endogonaceae

Género Estan agrupados en 9. (Ver

tabla No. 1)

Anteriormente 40 especies fueron descritas como perte
necientes al género Endogone, actualmente la familia Endogo
naceae tiene nueve géneros, en donde el de Endogone forma -
ectomicorriza y los demds micorriza V-A, de los que se cono
cen aproximadamente 80 especies y cuya descripcién se ha he
cho en base a las caracteristicas morfoldgicas que presen--
tan en sus hdbitats naturales porque hasta la fecha ninguno

de los hongcs formadores de micorriza V-A ha podido ser cul
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TABLA No. 1

Fam. ENDOGONACEAE: GENEROS Y ESPECIES

Endogone Gigaspora Glomus Glomus
acrogena aurigloba borealis pallidus
aggregata calospora caledonius pubescens
alba coralloidea canadiensis pulvinatus
crassa gigantea clarus tradiatus
flammicorona gilmorei constrictus scintillans
incrassata gregaria convolutus segmentatus
lactiflua heterogama epigaeus tener
multiplex margarita etunicatus tenuis
oregonensis nigra fasciculatus tubaeformis
pisiformis pellucida flavisporus vesiculifer
reticulata rosea fragilis
stratosa fuegianus Complexipes
tuberculosa Sclerocystis fulvus monifiliformis
verrucosa clavispora gerdemannii

coccogena halonatus Glaziella
Acaulospora . . . -
—_— coremioides invermaius aurantiaca
bireticulata ..
—_ dussii lacteus
elegans R R -
—_— rubiformis macrocarpus Entrophospora
gerdemannii . . . .
_ sinuosa magnicaulis infrequens
laevis
—_ melanosporus
scrobiculata icroca s
—_ : microcarpu
trappei Modicella

malleola monosporus

reniformis mosseae

multicaulis
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ILUSTRACICI I87YUILATICA DI LOS TRuS TIPCS rRINCIPALES
05 IICCRRIZA: A, 5CTULICCR IZA, B: EIDUIICORRIZA VISICULO-ARBUSCULAR

C: s1.VULICCRRIZA CR,UIDACEA
(Turlan, 1§7:)
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ESJUEMA DE LA MICORRIZA V-A

vasos del floema ndodermis
vasos
del

xilema Clamidospora

difas
externas
del hongo

I'ifas internas
del hongo

Pelo radical

Arbtisculo

Células corticales

0&lulas epidermicas

Esporocarpo

Micorriza Vesfculo-Arbuscular: constituye el tipo de micorriza
ampliamente distribufdo en la naturaleza, Se desarrolla en el
2rior de la rafz, dando lugar a los elementos morfolbégicos tipicos
2s6ta infeccién: los arblsculos y las vesfculas. En el esquema se
stra un corte lonsitudinal de una micorriza V-A, (ﬂzco'nl 1180).
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tivado en un medio sint&tico y, por consiguiente no se cong

ce con detalle su ciclo de vida.

1.4 Morfologia de la Endomicorriza V-A y el Proceso -

de Infeccidn.

A diferencia de la ectomicorriza que se reconoce por-
el manto de micelio externo, la endomicorriza V-A se desa--
rrolla en el interior de la raiz y su estudio debe ser lle-
vado a cabo por una técnica de clarificacién y tincién se--
guido del exdmen microscdpico de la raiz, en donde se obser
van las siguientes estructuras: hifas, arbtisculos y/o vesi-
culas. Los arbfisculos son de forma coraloide o arborescen-
te; las vesficulas presentan forma cilindrica o esférica, su
didmetro varfa de 100 a 8007m, normalmente tienen paredes -
gruesas, contienen mucho material lipfdico, su color va -
del amarillo palido a negro cuando maduran. Las vesiculas-
ocasionalmente pueden contener otras esporas de paredes del
gadas, no obstante, no se conoce la naturaleza de estas es-
poras, las vesiculas son inter o intracelulares, observindo
se fuera o dentro de la raiz, generalmente estas estructu--
ras son terminales. Las esporas tienen diferente didmetro,
varia de 180 a SOOﬂm, presentan formas diferentes pero tipi
cas, lo cual permite distinguirlas de las formadas por -
otras clase de hongos, se consideran como clamidosporas o -

zigosporas.
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En contraste con lo que sucede con la ectomicorriza,-
la infeccidn V-A origina pocos cambios morfolbgicos en exte

rior de la raiz.

Respecto al mecanismo de infeccidn é€ste es diferente-
en cada especie y, a su vez, éste es modificado por los fac
tores ecoldgicos, en general, la dindmica del desarrollo de
la infeccién V-A se caracteriza por seguir un modelo de -
tres fases: fase lag o lenta, en donde tiene lugar la ger-
minacidén de las esporas y comienza la colonizacidén de las -
rafces por las hifas; a continuacién, sigue una fase rdpida
o de desarrollo intensivo de la infeccidn y, por Gltimo, se

llega a la fase de constancia o de atenuaci6n.

Primeros esporocarpos

J .

Primeras esporas
vegetativas-

Infeccién

Primeras
vesiculas

Primeros
arbiisculo

: $ b
—v

5 y t i tiempo
o 10 20 30 40 50 (dias)

Dindmica del desarrollo de la infeccién V-A en una planta -
hospedadora adecuada (Azcén, 1980).
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La infeccién se inicia a partir de las clamidosporas-
(esporas de resistencia formadas por el hongo) o bien, a -
partir del micelio originado de una raiz previamente infec-
tada. Las esporas que resisten condiciones adversas en el-
suelo, como el calor y la sequia, germinan cuando las cir--
cunstancias son favorables, pero, los tubos de germinacién-
producidos dejan de ser funcionales, a no ser que encuen- -

tren una raiz hospedera y penetren con éxito en ella.

Cuando una espora germina, las hifas desarrolladas .-
pueden penetrar a la raiz de dos formas: Por la epidermis-
o por los pelos absorbentes. La hifa infectiva forma un -
apresorio sobre la superficie de la raiz que tiene lugar -
normalmente entre las células epidérmicas, a continuaci6n,-
la hifa invasora se ramifica ridpidamente entre las células-
corticales de la raiz, sin invadir endodermis, tejidos vas-

culares ni meristemos.

Se ha observado que los pelos pr6ximos al pelo infec-
tado son atrofiados y cuanto mis distantes estén, la atro--
fia es menor, €sto no lesiona a la planta, por el contrario
facilita la absorcidén de sustancias minerales presentes en-

el suelo.

Poco tiempo después de iniciada la infeccién se desa-

rrollan los arblisculos, mediante la ramificaci6én dic6tomica
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de las hifas intracelulares, hasta la formaci6n de hifas de
rnenos de 0.2 micrométros de didmetro. Cuando se forma un -
arblisculo, el almidén de la cé&lula invadida desaparece, al-
tiempo que el nidcleo se alarga y divide; los arblisculos son
digeridos rdpidamente, empezando por la extremidad mds fina
del hongo, las sustancias que tienen en el interior son 1li-
beradas y absorbidas por las plantas para su metabolismo. -
Después de ser digeridos, los nficleos celulares vuelven a -
su tamafio original y en este momento los granos de almiddén-
suelen reaparecer, lo que ha hecho pensar que cuando los -
granos de almidén no se forman hay una traslocacién de azG-
cares al hospedero. Los arbfisculos presentan forma-coraloi
de que aumenta la dimensidén del endofito al interior de la-

raiz.

Posteriormente a los arblisculos se forman las vesicu-
las, estructuras de forma ovoide y que contienen muchas go-

titas lipidicas.

El desarrollo de la infeccidén en el interior de la -
raiz estid acompafiado por un crecimiento exterior de las hi-
fas que emergen de la raiz se extienden por el suelo varios
centimetros, dando lugar al micelio externo, que constituye
el sistema de absorcién de nutrientes. Este. consta de una -

red tridimensional de hifas; de 8 a 38 micrométros de didme
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tro, que son consideradas la base permanente del micelio y-
otras mas delgadas (2-7wm) de posible funcién rizoidal mis-
efimeras que las anteriores. Sobre el micelio externo se -
forman grandes esporas vegetativas que van madurando hasta-
convertirse en clamidosporas y algunas especies desarrollan

esporocarpos.

Las esporas son divididas en varios tipos y son reco-
nocidas por su forma, la cual puede ser esférica, ovoide o-
irregular, por su medida promedio, espesor de la pared, por
su color caracteristico que va del amarillo al negro, pasan
do por café; y por la morfologia de la unién de la hifa con

la espora.

Gerdemann (1955), Hayman (1970) y Moose (1953) sefia--
lan que las hifas externas del micelio se extienden en el -
suelo a distancias de 10 a 70 cm. de la raiz, la planta al-
tener raices con hifas puede absorber mids f6sforo, debido-a
que las hifas exploran una extensidn mayor de suelo, activi

dad que la raiz por si sola no puede desarrollar.

Mejstrik (1972) menciona que el nimero de hifas poten
cialmente activas depende de: la especie de hongo, tipo de-
hospedero, porfundidad a la que esta situada y caracteristi

cas del suelo.
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Mosse en 1953, por vez primera observé que las raices
infectadas por hongos micorricicos atadas a la rafz del hos
pedero, podian ser empleadas como in6culo para inducir la -

micorrizacién.

1.5 Fisiologia de la Endomicorriza V-A.

1.5.1 Funcién dé las hifas.

Un estudio fisioldgico completo del endofito no ha si
do realizado, porque, como se menciondé anteriormente, estos
hongos no crecen en medios sintéticos. Hasta la fecha solo
se ha logrado que la espora germine en el medio, lo que se-
atribuye a la utilizacién de las sustancias de reserva de -
la misma espora. Los medios que se han empleado estan cons
tituidos por: agua, elementos minerales, vitaminas, azfica--
res, aminodcido, hormonas, extracto de suelo y/o fragmentos

de raiz.

Los conocimientos actuales de la endomicorriza V-A se
basan, principalmente en: observaciones al microscépio de -
fragmentos de raiz, andlisis histoquimicos, uso de elemen--
tos radiois6topicos, empleo de diferentes hospederos someti
dos a diversos tratamientos. Estas técnicas han ayudado a

visualizar, en forma indirecta, la funcidén de cada uno de -
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elementos morfolbgicos tipicos de la infeccidén micorricica.
Se ha deducido que la funcién de las hifas es aumen--

tar el volumen de suelo explorado, para tener una superfi--
cie de absorci6én mayor a la de las plantas no micorrizadas,

lo que reviste gran interés en la nutricidn vegetal.

Planta no micorrizada Planta micorrizada

=7

3

1.5.2. Funcién de los Arbfisculos.

Hifas externas del hongo de la
micorriza.

Estas estructuras desempefian un papel muy importante-
en la vida del hongo, porque si no hay arbGsculo no habri -
produccién de vesiculas al interior, ni produccién de espo-

ras al exterior.



26

Parece que los arbiisculos tienen doble funcidn: Ver--
ter a las células del hospedero sustancias nutritivas prove
nientes del exterior por intermedio de las hifas y funcio--
nar como 6rganos de reserva. Segin expresiones de Gallaud-
(1905) quién hizo trabajos muy importantes sobre la morfolo
gia y fisiologia de la micorriza V-A, afirma que estos or-
ganos son para extraer sustancias orginicas sintetizadas -
por la planta y que son esenciales para el metabolismo-del-
endofito y de su desarrollo al interior o exterior de la -
raiz. Los arbfisculos son estructuras que sSlo se observan-

en la endomicorriza V-A.

La presencia de arbfisculos en la célula determina la-
traslocacién de sustancias en la sigﬁieﬁte forma: Hay libe
racién de elementos mineraleé‘hacia la planta y absorci6n -
de coTpuestos organicos necesariog para el desarrollo del -
hongo. Es;posible quéJia difusidén de elementos se haga por

medio de transportadores ‘que estin em la célula.

..
-

En una célula no puede haber dos arblisculos, si llega

ra a presentarse el caso, se debe a que uno se encuentra en

-

formacién y el otro en proceso de digestidn.
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1.5.3 Funcién de las Vesiculas.

La funcidén de estas estructuras afin no esta bien defi
nida y se cree que actfian como drganos de reserva y de re--

produccién.

McLennan (1926) demostr6 que los lipidos contenidos-
en las vesiculas son las sustancias principales en el desa-
rrollo de la infecci6n. Estas reservas pueden.ser emplea--
das por la planta hospedadora cuando la pared de las vesicu

las sufre 1lisis.

1.5.4 Funci6n de las Esporas.

Las esporas y los esporocarpos son reconocidos como -
estructuras de infeccién, ademds, su contenido lipidico y -
de glficidos permite considerarlas como drganos de reserva,-
de supervivencia y de resistencia. Gerdemann (1964) demos-
tré la capacidad que tienen las esporas para conservar su -
potencial de infeccién después de un periodo de tres afios,-

en un suelo no cultivado.

1.5.5 Funcién y Especificidad del Endofito.

La funcién del hongo es de aumentar la superficie de-

absorcién de la rafz, explorando un voltimen de suelo supe--
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rior al que pueden hacer las plantas por si solas y de esta
manera, aumentar la captacidn de nutrientes con el objeto -

de obtener un desarrollo vegetal 6ptimo.

Los hongos formadores de micorriza V-A tienen un es--
pectro de hospederos muy amplio, lo que obliga a catalogar-
los como inespecificos, no obstante, se registran diferen--
cias en el grado de susceptibilidad de las plantas y en la-
adaptabilidad del hongo a determinadas condiciones ambienta
les. Por ejemplo, hay hongos mis adaptados a especies fores
tales y otros a cultivos agricolas, asi mismo, se sabe que-
el pH y contenido de nutrientes en el sustrato son factores
importantes en el ‘desarrollo y efectividad de las esporas.-
Esto indica que hay marcadas diferencias en la facilidad e-
intensidad que tienen los endofitos de infectar, desarro- -
llarse y operar en distintes hospederos bajo diversas condi

ciones ecolégicas.

Las consideraciones anteriores permiten concluir que-
existe cierta especificidad en el establecimiento de la mi-
corriza V-A, en términos de efectividad de la simbi6sis, -
aunque, esta parece depender mis de la interaccidén con el -
suelo y condiciones ecolégicas de cultivo que con un hospe-

dero particular.
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Baylis (1971) y Crush (1973) observaron que una espe-
cie de hongo micorricico puede tener efectos patbgenos so--
bre una planta determinada, mientras que ; otra, ya sea de-
igual o diferente especie, no le cause dafio alguno; por lo-
tanto, la interacci6n del endofito con la planta esta en -
funcidén de algunos factores del medio ambiente, naturaleza-
del suelo u otro soporte, interaccidén con otros microorga--

nismos, tales como bacterias y algunas propiedades metabdli

cas de la raiz.

El potencial infectivo de un suelo esta determinado -
por: el nimero y calidad de esporas presentes, el conteni-
do de raices infectivas, y sobre todo, la cantidad de oxige

no existente.
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CAPITULO SEGUNDO

INTERACCION DE LOS HONGOS FORMADORES DE LA MICORRIZA V-A
CON LA PLANTA RECEPTORA

El principal elemento implicado en esta simbibsis es-
el fosforo; la micorriza V-A estimula la nutricién, desarro
1lo y crecimiento de las plantas,especialmente en suelos de
baja fertilidad. Los estudios llevadas a cabo han puesto -
de manifiesto que dichos efectos se deben a un aumento sus-
tancial de la absorcidén de nutrientes y de agua por la plan
ta micorrizada, porque la longitud y distribucién de las hi
fas permiten aumentar el volumen de suelo explorado, y por-
consiguiente, aumentan el campo de absorcién de f6sforo, -

principalmente.

2.1 Importancia del Fésforo en el Establecimiento de-

la Simbidsis.

Es sabido que la mayor parte de los suelos naturales-
tienen un bajo contenido de fosfato asimilable e incluso la
mayor parte de los suelos de cultivo necesitan un aporte -
considerable de fertilizante fosfatado para mantener su fer
tilidad, ya que, del 95 al 99 por ciento del fbsforo del -
suelo esta integrado por compuestos orginicos e inorgidnicos

insolubles; por otro lado, se conoce que el ritmo de absor-
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ci6én de los iones fosfato por la planta es superior al de -
desplazamiento de dichos iones desde el suelo no rizoferico
hacia la raiz. Ello condiciona que se forme una zona de -

agotamiento del elemento en la rizofera, esta zona se ha -

puesto de manifiesto por autorradiografias, demostrindose

que el desplazamiento del idn fosfato hacia la raiz tiene
lugar por difusidn y en su camino hacia la planta se fija -
facilmente a arcillas y coloides del suelo por medio de com

binaciones insolubles con calcio, hierro o aluminio.

La cantidad de f6sforo en donde se desarrollan las -
plantas es muy importante, sobre todo, en el establecimien-
to de la simbidsis, puesto que, concentraciones altas del -
elemento la inhiben y cantidades bajas la favorecen. La -
concentracidn limitante para el crecimiento 5e las plantas-
"sin micelio" es de 50 ppm, abajo de esta cantidad no pue-
den absorberlo, por lo que necesitan de las hifas de los -
hongos micorricicos para captarlo a un umbral hasta de 10 -
ppm, en el que la hifa puede obtenerlo en forma soluble o -
ligeramente soluble, por otra parte, no se debe olvidar que
la capacidad que tienen las plantas de absorber el fé6sforo-
varia de una a otra planta, del endofito con el que esti -
asociado y de las condiciones ecoldgicas en que se desarro-
llan. Baylis (1959), Gerdemann (1964) y Holevas (1966) su-
girieron que el aumento de crecimiento de las plantas mico-

rrizadas estaba en funcibn de una absorcifn alta de fésforo.
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Ciclo del fésforo
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51 fésforo es un nutriente fundamenta. para el crecimiento vege-
tal, por formur parte de moléculas de gran importancia em la economia
celulur, como son los 4cidos nucleicos. asf como de los compuestos
encargados de la captacibn, almacenamiento y trunsferencia de la ener-
gfa, por ejemplo el ATP., Las hifas externas de los hongos micorr{ci-
cos canalizan el fésforo desde el suelo hasta .ia planta.!Azcér, 198C'
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Los mecanismos propuestos para explicar la mayor capa
cidad de absorcidén de fésforo por las plantas micorrizadas-

estin basados en lo siguiente:

a. La micorriza induce cambios morfolbgicos en la -

planta.

b. La micorriza induce cambios fisiolbgicos, lo que -
provoca un incremento en la capacidad de absorcidén del f6s-

foro por parte de la planta.

c. La micorriza proporciona una superficie adicional-

de absorcibn (hifas de hongo) mis eficaz.

d. Las hifas o las raices micorrizadas tienen capaci-
dad para solubilizar fuentes de fosforo no disponible para-

raices no infectadas.

e. La raiz micorrizada tiene mayor longevidad que la-

que no lo esta.

La posibilidad (d) ha sido objeto de investigacién -
exhaustiva y controversia. De un lado, hechos experimenta-
les indican que las plantas micorrizadas crecen mejor que -
las que no lo estan en suelos que tienen formas de f&sforo-

dificilmente solubles, tales como: fitato y fosfatos de -
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calcio, aluminio o hierro, esto hizo pensar en una posible-
solubilizacidn de fosfatos por las hifas de los hongos mico
rricicos, sin embargo, Hayman y Mosse (1972 a, b) demostra-
ron que la endomicorriza V-A no aumenta la absorcién del -
fosforo por la solubilizacidn de compuestos fosfatados inso
lubles, porque el hongo no es el responsable de la solubili
zacidn, sino otros microorganismos, como por ejemplo las -

fosfobacterias.

El papel mids importante que tiene la micorriza es el-
de absorber una mayor cantidad de fésforo para la planta. -
La eficacia de las raices en la absorcidn de fosfatos se ha
valorado midiendo la cantidad de P32 captado por unidad de-
longitud de la raiz (Sanders y Tinker, 1971), determiindose
que &ste pardmetro es cuatro veces mayor en las raices mico
rrizadas que en las no micorrizadas, lo que indica que las-
primeras absorben los fosfatos mucho mis eficazmente que -

las segundas.

Las explicaciones basadas en cambios morfolbgicos de-
la raiz (hipétesis a) no justifican ese considerable incre-
mento en la eficacia, especialmente cuando se conoce que -
los cambios morfoldgicos que originan las micorrizas V-A -
son insignificantes. Por otra, parte, las razones basadas-
en suponer una mayor longevidad de las raices micorrizadas-

no son aceptables, (hipétesis e), si se tiene en cuenta que
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1as raices no micorrizadas son capaces de absorber f6sforo-

durante largos periodos de tiempo.

La hipdtesis (c), correspondiente a que la micorriza-
proporciona una superficie de absorcifn adicional, es consi
derable hoy dia la mis acortada y se acepta que el papel -
fundamental de la micorriza estriba en que las hifas exter-
nas amplian el campo de absorcidén de la planta mis lejos de
la zona de agotamiénto que rodea a la raiz. Esto fué con--
firmado por los trabajos de Gray y Gerdemann (1967), quie--
nes demostraron que la captacién de P32 por raices micorri-
zadas era superior al de las no micorrizadas, colocando el-
is6topo a una distancia no accesible a las "raices sin mice
lio", observaron que las hifas de los hongos micorricicos -
se extendian hasta siete centimetros, a partir de la super-
ficie de la raiz, aumentando, por consiguiente, la zona de-

captacidn.

Por otra parte es importante mencionar que Baylis -
(1972 b) afirma que un centimetro de raiz micorrizada puede
tener hasta 80 centimetros de hifas externas. Resultados -
similares reportan Hatting, Gray y Gerdemann (1973) quienes

utilizaron P32, cebolla como hospedero y Glomus mosseae co-

mo endofito.
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Con el uso del P32 se puso de manifiesto que el incre
mento de la captacidén de fosfato por las hifas depende mis-
de su posicidan, longitud y nfimero que de alguna propiedad -
especial de su superficie que agilice la captacidn. Estas-

apreciaciones descartan la hipdtesis (b).

Respecto al fosforo soluble aplicado foliarmente, se-
ha demostrado que tiene influencia negativa en la infeccién
es decir, la concentracidn del i6n dentro de la planta tie-
ne mias influencia en la reduccidn de la infeccién, que el -

existente en el suelo.

Sanders (1973) obtuvo resultados muy importantes, al-
respecto, en cebollas micorrizadas a las que les inyectd -
fésforo en las hojas, y los resultados fueron los siguien--

tes:

a. Reduccidn del nivel de extensién y de la coloniza-

cién por los hongos formadores de la micorriza V-A.

b. Disminuci6n en el peso seco del micelio externo -
asociado con cada centimetro de raiz infectada, lo que de--
termina un descenso en la cantidad de micelio de la rizosfe

ra.

c. Reduccién del abastecimiento de fésforo a la plan-
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ta en vias de micorrizacidén, con ésto, el endofito se com--
porta como pardsito, ya que, al haber una cantidad adecuada
de fésforo dentro de la planta, no es necesario obtener -
mis de la rizosfera y el hongo queda en la raiz sin efec- -
tuar ninglin trabajo, a menos que la cantidad de fésforo ba-

je.

Sanders emitid la hip6tesis de que el control de la -
extensidén de la colonizacién de la raiz dependia de las re-
servas de fésforo en la planta, Khan (1973) observé que las
plantas micérrizadas con mucho fésforo se desarrollan bien,
pero que su crecimiento se ve estimulado cuando el abaste--
cimiento de este elemento no es grande, por lo tanto, esta-
simbiésis es de gran utilidad en aquellos suelos que tienen

poco fosforo disponible.

% de infeccidn
después de 12 fo-
semanas.
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Efecto del fésforo en el desarrollo de 1a infeccibn -

(Mosse, '1973).
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De todos estos trabajos en los que se ha determinado-
la penetracién de las hifas, el tiempo de penetracidn, el -
efecto de los endofitos en diferentes plantas, influencia -
del crecimiento de las hifas externas, tipo de suelo, canti
dad de nutrientes en él, tipo de hospedero, ya que, cada -
uno de estos presentan peculiaridades, tanto en su sensibi-
lidad para ser infectados, como en sus necesidades de fésfo
ro y el efecto de la inoculaci6n, se ha concluido que este-
tipo de hongos favorece la absorcidén, no solo de fésforo, -
sino de otros nutrientes, lo que ha llevado a efectuar estu
dios relacionados con su posible aplicacién como inoculan--
tes bioldgicos, entre los que destacan los trabajos de Men-
ge (1977), quien determino el efecto de los fertilizantes -
fosfatados y la micorriza V-A en el desarrollo de un hibri-

do del 1imdén y del naranjo, reportando lo siguiente:

a. Las plantas de citricos que son micorrizadas en -
los viveros y que no reciben fertilizante, son de mejor ca-
lidad que las no micorrizadas, particularmente, cuando son-

trasplantadas a suelos fumigados y de baja fertilidad.

b. Con el uso de los hongos formadores de micorriza -

V-A se reduce la aplicacién de cinc y cobre en los viveros.

c. La presencia de endomicorriza es fitil en la agri--

cultura por reducir el consumo de fertilizantes y generar -
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una economia bastante considerable.

Para finalizar este punto, se tiene que la morfologia
de la raiz, mecanismo fisiolégico, formas de inoculacién, -
absorcidn de diferentes elementos minerales, especificidad-
del enddfito, tipo de hospedero y condiciones ecolégicas -

son factores no despreciables en un experimento.

2.2. Mecanismos de Intercambio de Nutrientes entre -

los Simbiontes.

Se ha calculado que el flujo de fosfato en el inte--
rior de las hifas es del orden de 10-8 a 10-9 moles/cm2/seg2
proponiéndose varios mecdnismos para explicar este movimien
to, algunos indican la existencia de corrientes protoplasma
ticas bidereccionales en el interior de la hifa, acepténdo-
se que éstas desempefian un papel muy importante en la tras-

locacidén del fosfato.

Este modelo de traslocacidn fué comprobado mediante -
trabajos histolégicos, en los que se observaron grianulos de
polifosfato en las vacuolas de la hifas y de los arbfisculos
particularmente cuando la infeccibn se encuentra en sus es-
tadios jovenes y vigorosos. En base a estas observaciones-
se propuso que el i6n fosfato es traslocado como grénulo de

polifosfato, que se depositan en las vacuolas, incrementan-
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do o disminuyendo su tamafio. La funcionalidad de este meca
nismo estd asegurado con la existencia de poliosfatasas adci
das, y sobre todo alcalinas, localizadas en los arblisculos-
maduros e hifas intercelulares descritas por varios autores.

(Gray 1969, Mosse 1973 b).

Respecto al mecdnismo de transferencia de fosfatos, -
del hongo a la planta, desde hace tiempo se acepta que tie-
ne lugar en los arbfisculos, los cuales al degenerar y ser -
lisados, liberan el fésforo que contienen. Las qbservacio-
nes a nivel estructural confirman este hecho, determinidndo-
se que estas estructuras tienen una vida media de siete a -
once dias, lo que varia, dependiendo de la planta y del en-

défito de que se trate,
Se ha hecho una serie de hip6tesis para explicar la -
formacidén de los arbiisculos y de sus actividades, a conti--

nuacién se presenta un resumen de dichas hipdtesis:

El proceso de formacién de los arbfisculos y de sus ac

tividades es considerado en tres etapas:

1. La planta emite una sefial indicando que falta un -

abastecimiento de fésforo.

2. El1 hongo recibe la sefial y reacciona dentro de las
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células del hospedero formando los arbfisculos, y

3. La planta ejerce accidn sobre el hongo, de tal ma-
nera que el fésforo transportado pase del hongo a la planta.
De esta forma el fésforo contenido en los arbfisculos no pue

de regresar sin que sea absorbido por la planta.

A pesar de esto, no hay que descartar la posibilidad-
de que ocurra una transferencia de fosfato y otros materia-
les a través de los plasmalemas ffingicos a la planta. La -
transferencia puede tener lugar en otras partes del micelio
interno y no sélo en los arblisculos (intracelulares), por -
lo tanto, se puede concluir que el sitio fundamental de -
transferencia de fosfato es el arblisculo, pero no exclusiva

mente.

Por otra parte, se ha observado que cuando hay defi--
ciencia de f6sforo en el medio ambiente la concentraci6n de
fosfatasas de la raiz aumentan a nivel de la superficie ce-
lular. Estas enzimas parecen tener un papel muy importante
en la movilizacidn de los fosfatos insolubles y alternativa
mente estan implicadas en la regulacidn del desarrollo del-
micelio en el interior de las células y la formaci6n subse-
cuente de los arbiisculos. Vozzo y otros investigadores -

(1964) sugieren que cuando se forman estas estructuras, las
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fosfatasas posiblemente actfian de manera andloga a las lec-
tinas vegetales, &stas son glicoproteinas ricas en hidroxi-
prolina y le sirven a la cé&lula de defensa por inhibir el -
desarrollo de bacterias y de hongos; esta funcifn es reali-
zada por las glicoproteinas en condiciones normales, pero -
cuando las fosfatasas son producidas por la rafz por defi--
ciencia de fosfato se rompe este mecanismo y favorecen la -
penetracidén del hongo en la célula y la colonizacibn de la

rafz.

Respecto a los carbohidratos procedentes del aparato-
fotosintético de la planta, se ha demostrado que estas sus-
tancias son transferidas al hongo, llegando hasta su mice--
lio externo, aunque no se conoce el mecanismo de transferen
cia, se acepta que éste tiene también lugar en los arbfiscu-
los. Con ayuda del C14 se demostrd que parte de los carbo-
hidratos encontrados en el endofito son producto de la foto

” s
sintesis.

2.3. Interaccidén con otros Elementos Minerales.

Cabe considerar que durante afios se han llevado a ca-
bo muchos experimentos en los que se ha hecho hincapié en -
el fésforo y de la importancia que tiene en el estableci- -
miento de la infeccién, descuiddndose, en cierto modo, a -

los demds elementos que también son necesarios para el buen
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desarrollo de los vegetales. No fué sino hasta hace poco -
tiempo que se observd el efecto del nitrégeno y del potasio,
tanto s6los como combinados, en el desarrollo de la simbid

sis.

De esos trabajos, se ha obtenido la siguiente informa

cidn:

La adicién de nitrdgeno ha dado como respuesta resul-
tados contradictorios, por un lado Schenck (1973) reporté -
aumento en la infeccidén, en tanto que Mosse (1971) observé-
una disminucién en el porciento de infeccidén en plantas en-

vias de micorrizacién.

Por otro lado, la produccibén de esporas y el porcien
to de infeccifn son estimulados al aumentar la cantidad de-
nitrégeno y potasio, éste Giltimo activa numerosas enzimas,-
interviene, en cierto, modo, en la sintesis de proteinas, -
ademis esti directamente relacionado con la fotosintesis, -
por estimular la traslocacién de los productos de esta reac
cién hacia el hongo. Trolldenier (1972) analizd los exuda-
dos de plantas que contenian sustancias marcadas con C]4, -
unas habian recibido un abastecimiento adecuado de potasio-
y otras no, &l constato que las primeras transportaban y -

cl4

acumulaban una cantidad mids grande de en la raiz, que -

aquellas que crecian en suelos deficientes del elemento.
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Otros investigadores, como Hinson (1971), mencionan -
que las plantas crecidas en suelos ricos en potasio trans--
portan al interior mds azficares y no los exudan a la raiz y
cuando hay deficiencia del elemento, la exudacién aumenta.-
Liebhardt (1968) menciond que la transformaci6én de azflicares
simples (sacarosa) en azficares complejos (almid6én) es inhi-
bida por la deficiencia de potasio. Trolldenier (1972) su-
puso que la exudacidén de compuestos de bajo peso molecular-
es una respuesta a la deficiencia de potasio y se debe al -
bloqueo en la sintesis de compuestos de peso molecular ele-
vado. E1l efecto de la interaccién planta-suelo-microorga--
nismo fué reportada por Tolle (1958) el que observé que -
cuando el frijol se desarrolla en suelos deficientes de po-
tasio presentan una mayor exudacién de compuestos en la ri-
zosfera, lo que estimula el desarrollo de los microorganis-

mos.

Respecto al cinc y al cobre se ha observado que se -
puede reducir su aplicacién tanto en los viveros como en el
campo, cuando estan presentes los hongos micorricicos en el

cultivo.

Sin embargo, hasta la fecha, existen contradicciones-
para éstos y otros nutrientes, por lo que no se pueden gene
ralizar estas apreciaciones. Ante todo, se afirma que lo -

que ocurre, es que al constituir el f6sforo un factor limi-
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tante del crecimiento, las plantas micorrizadas estdn mis -
equilibradas fisioldgicamente, condicionando una mejor ab--

sorcidn de los otros nutrientes.

2.4. Efectos sobre la Absorcién del Agua.

Se ha sugerido que la micorria V-A estimula la capta-
cidn de agua, esto reviste gran importancia en la agricultu
ra, sobre todo en los suelos 4ridos, no obstante, este efec
to ha sido cuestionado, necesitindose de mis estudios para-

elaborar las conclusiones definitivas.

Entre }os experimentos que hay al respecto estan los-
de Safir y Boyer (1972) y Gerdemann (1971), quienes mencio-
nan que el flujo de agua en raices de soya es mayor en las-
que estadn micorrizadas que en las que no lo estan, esto se-
debe a que las primeras poseen hifas de tipo cenocitico, con
lo que el flujo del 1liquido aumenta y las segundas presen--
tan deficiencia porque las raices por sf solas no pueden -

buscar el liquido mds allia de la zona donde crecen.

2.5. Efectos sobre algunos Procesos Bioquimicos.

Vozzo y Hacskaylo (1974) observaron en unas especies-
de Populus un nivel de respiracién mds grande en plantas -

micorrizadas que en no micorrizadas, para las primeras fué-
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de 3.071 de 0,/mg/hr y para las segundas de 1.841 de 0,/mg-
/hr, las plantas micorrizadas tenfan su metabolismo aumenta
do y una sintesis de proteinas mids activa que las que no lo
estaban y se registro también la presencia de arginina, as-

pargina, histidina y taninos en plantas micorrizadas.

2.6. Efectos de otros Factores Ecoldgicos.

2.6.1 Temperatura.

Diversos factores ecoldgicos afectan el desarrollo y-
actividad de la micorriza V-A. La temperatura es uno de -
esos factores mids importantes en el establecimiento de la -
infeccibn. Furlan (1973) y Hayman (1974) reportan que el -
aumento de temperatura, hasta cierto, limite, estimula la -
infeccidn y la produccién de esporas, en cambio, con tempe-
raturas bajas, la infeccidn y el nivel de esporas son nulas

o bajas.
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Efecto de la temperatura en la micorriza V-A (Furlan, 1973).
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Experimentos hechos en c&maras de crecimiento de po--
liestireno pusieron de manifiesto que a bajas temperaturas-
la fotosintesis es lenta y por ende, la produccién de espo-

ras es menor.

Schenck y Schroder (1974) sefialan que en raices de so
ya micorrizadas el miximo desarrollo de arbfisculos se obser
va a temperaturas de 30°C, el de micelio entre 28 y 34°C y-
el de esporas y vesiculas a 35°C, y se espera que estos re-

sultados varien con otros hospederos y endofitos.

Asi por ejemplo en Gramineas micorrizadas el creci- -
miento maximo se registrd a 30°C y en las no micorrizadas -

a 28°C. (Hayman, 1970).

Moaward (1979) sefiala que la temperatura del suelo -
afecta la fisiologia de la micorriza y reporta que la mejor
absorcidén para plantas no micorrizadas esta a temperaturas-
entre 30°C y 35°C y para plantas micorrizadas entre 25 y -

30°cC.
2.6.2 La Luz.
La luz, al igual que la temperatura, juega un papel -

decisivo en el establecimiento de la simbi6sis. Las plan--

tas colocadas en ligera penumbra no sufren alteraciones de-
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relieve en el desarrollo de 'la infeccibén, pero cuando se -
les somete a grandes sombras, la infeccidén se reduce drédsti

camente y la produccién de esporas baja en un 80%.

El primero en observar el efecto que tiene la canti--
dad de luz recibida por la planta en el desarrollo de la mi
corriza V-A fue Peyronel (1940), &l sefiala que los cereales
cultivados al sol presentan un mejor desarrollo que aque- -
llos que son cultivados bajo poca cantidad de luz, estos -
resultados fueron confirmados por Nicolson y Gerdemann (1968)
quienes sefialaron que la infecci6én aumenta paralelamente al
incremento del fotoperiodo, ademids notaron que una alta in-

tensidad de luz provoca la formacidn de arbisculos grandes.

El contraste, Baylis (1972 b) sefiala que la iInfeccién
micorricica en determinadas plantas no sufri6 modificacio--
nes al variar la cantidad de luz en el invernadero, sin em-

bargo, no menciona cual es el punto Sptimo.

La endomicorriza V-A aumenta la capacidad de absor- -
cién del fésforo y de agua, al haber una intensidad de luz-
adecuada, la maduracién de las esporas se efectfia en menor-
tiempo, por lo tanto, a menor intensidad de luz la cantidad
de esporas disminuye, por tomarles mis tiempo en madurar, -
ya que les falta una traslocacibén adecuada de los azlicares-

producidos por la planta.
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2.6.3 Las Caracteristicas del Suelo.

La naturaleza del suelo es un factor determinante en-
el desarrollo de la infeccién e influye en la eficacia del-
simbionte frente al hospedero. En relacién a esto Mason -
(1928) y Nicolson (1960) observaron plantas micorrizadas -
crecidas en zonas salinas. Khan, ademids de observar infec-
cifin aisld e identificd las esporas existentes en la rizos-

fera de suelos salinos.

Daft y Nicolson (1974) demostraron que algunas espe--
cies de plantas crecidas sobre residuos viejos de carbén -
presentan también endomicorriza. Ciertas observaciones he--
chas al respecto, sugirieron que las diferencias en el gra-
do de infeccién, asociados con la fertilidad que posee el -
suelo, estin relacionados con el ritmo de crecimiento de la

raiz.

Respecto a la hiinedad del suelo se han obtenido diyer
sos resultados, por un lado, Gerdemann (1974) y colaborado-
res reportan que las plantas hidrdfilas no micorrizan a me-
nos que se les reduzca la cantidad de agua y sean trasplan-
tadas a medios secos, esto fu€ confirmado por Maeda (1974)-
y Rikhy (]974)3 los que sefialaron la presencia de endomico-

rriza en plantas acudticas como Elodea canadiensis la que =

proporciona bastante oxigeno, factor no despreciable en la-
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relacién simbidtica.

En cuanto a las hormonas vegetales, se sabe que estas
sustancias controlan la formacién y desarrollo de las rai--
ces, por lo tanto, es 16gico pensar que estas hormonas in--
tervienen de alguna manera en el establecimiento de la sim-
bi6ésis. La posibilidad de llevar a cabo experimentos al -
respecto se ha visto obstaculizada, en determinada forma, -
porque todavia no es posible obtener cultivos artificiales-
de estos hongos, ahora bien, el empleo de técnicas muy espe
cializadas, permitié comprobar la produccibén de auxinas, -

giberilinas y citoquininas por estos hongos.

Existen ciertas especies de plantas, que debido a su-
naturaleza o condiciones del suelo, son dependientes de la-
micorriza V-A. La dependencia de la micorriza se define -
como: "El grado en que una planta depende de la condicién-
de estar micorrizada para producir su miximo crecimiento y-

rendimiento a un nivel de fertilidad del suelo".

En un extremo de esta graduacib6n estan las plantas no
micorrizadas, absolutamente no-dependientes de la micorriza,
Y en otro lado se sitfian ciertas variedades de citricos que
son "altamente dependientes de la micorriza", ya que ni si--
quiera una fertilidad elevada les proporciona los beneficios

de la micorrizacién. La mayor parte de las plantas se en- -
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cuentran en éstos extremos y para cada especie y situacidn-
se supone la existencia de un nivel de fertilidad adecuado-
(fundamentalmente de fosfato asimilable) en el que crecen -

igual las plantas micorrizadas que las que no lo estan.

Generalmente, las plantas con alta demanda de f6sforo
(como las leguminosas) o con sistema radical pobre (por -
ejemplo: 1la papa) responden mejor a la micorriza. Se ha -
indicado que la capacidad de las plantas para crecer en sue
los que tengan muy poco f65foro disponible,pueden depender-
del desarrollo de los pelos radicales, de esta forma, las -
plantas con pelos radicales cortos o en nfimero limitado, -
dependen mas de la formacién de la micorriza que las dota--
das de pelos bien desarrollados, sin embargo, se hallan im-
plicados otros factores, ademds de la cantidad y tamafie de-

los pelos, pues plantas como Paspalum notatum y Centrosema-

pubescens, con pelos radicales largos no toman eficazmente-

el fosforo del suelo, a no ser que esten micorrizadas.

Para finalizar, se dird que la cantidad de humus, ca-
lidad del suelo, tipo de fertilizacién, modo de cultivo, -
grado de htmedad y el pH influyen de manera notable en el -
establecimiento y desarrollo de la micorriza V-A. Se ha in
dicado que el pH no debe descuidarse, particularmente cuan-
do el rango de tolerancia del hongo es reducido a un pH muy

especifico, en unos casos puede ser de 5 a 8 y en otros de-
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5.0 a 5.5.

2.6.4 Interaccién de la Endomicorriza V-A con otros-

Microorganismos.

Varios trabajos experimentales han apuntado 1la exis--
tencia de interacciones entre hongos micorricicos y otros -
microorganismos de la rizosfera. Hay que tener en cuenta -
que los exudados radicales de la planta micorrizada difie--
ren de la que no lo esta, no s6lo porque cambia el estado -
nutricional de la planta, sino también, debido a la gran -
cantidad de tejido del hongo presente en la raiz micorriza-

da que afecta mis directamente a los exudados.

Zack en 1944 sugiri6 cuatro mecanismos por los que -

las ectomicorrizas protegen las raices.

1. El1 hongo ectomicorricico utiliza los glucidos pro-

ducidos en exceso.

2. Las ectomicorrizas forman una barrera fisica.

3. La ectomicorrizas secretan algunos antibiéticos.

4. Las ectomicorrizas favorecen el crecimiento de los

organismos protectores de la rizosfera.
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Todas estas caracteristicas, menos la segunda, se ob-

servan en la micorriza V-A.

Se ha sefialado un efecto benéfico de Pseudomonas sp.-
en el establecimiento de la infeccién, asi como la coopera-
ci6én entre los hongos micorricicos y las bacterias solubili
zadoras de fosfatos, en cuanto a sus efectos sobre el creci
miento y nutricion de las plantas y en el establecimiento -
de la infeccidén. De igual forma se han sugerido interaccio
nes entre Azotobacter y hongos V-A.

Toda forma de simbidsis susceptible de mejorar el cre
cimiento de un cultivo y de su repercusidn en la agricultu-
ra, necesita de una atencién especial. Una de las simbi6--
sis que esta siendo objeto de intensa investigacibn es la -
integrada 'por hongos V-A, Rhizobium sp. y 1leguminosas, -
Azcbn y Barea (1972) reportan un mayor desarrollo de estas-
plantas cuando se inoculan simultdneamente a los dos tipos-
de microorganismos, que cuando los inoculan por separado. -
Con este mismo tipo de experimentos Schenck (1973) reportd-
un incremento del 53% en comparacién con plantas testigo Yy
lo atribuye a que se efectfia una mejor absorcién de fésforo
por la planta y, por consiguiente, se favorece la captacidn
de nitrdgeno por las leguminosas, Crush (1974) menciond que
la endomicorriza V-A produce excudados que modifican la -

constitucidn de la rizosfera, estimulando la simbidsis con -
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Rhizobium. Khan (1972 a) indico que estas dos simbi6sis son

importantes en los suelos de baja fertilidad.

Con respecto a la relaci6n entre hongos V-A y microor
ganismos patdgenos se ha observado que en vista de la dife-
rencia entre los exudados de plantas micorrizadas y no mico
rrizadas,la influencia sobre los microorganismos de la ri--
zosfera es diferente y que las raices micorrizadas son més-
resistentes a la infecci6n por patdgenos que las que no lo-
estan, Daft y Okusanya (1973) sefialaron que las plantas de
tabaco micorrizadas resultaron menos dafiadas por Thielaviop
sis basfcola que las que no tenian micorriza. Ross (1972}-
reportd que la presencia de Phytophtora en cultivos de soya
beneficié la infeccidn micorricica, no obstante, que este -
hongo es causante de muchos dafios a los cultivos, Deal y -
Boothroyd (1972) observaron un mayor porcentaje de infec- -
cidén micorricica en plantas de vid infectadas con patbgenos,
que en aquellas que sdlo tenian micorriza V-A, lo que indi-
ca diferentes grados de interaccién entre patdgenos y hon--
gos formadores de micorriza V-A, asi como de diferentes -
efectos. Por ejemplo, de 38 experimentos realizados con -
hongos V-A y simbiontes patdgenos; 7 casos presentaron au--
mento de dafios, en 22 hubo disminucién y en 9 no se presen-

to cambio alguno.
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Desafortunadamente hasta la fecha no se han dado ex--
plicaciones satisfactorias de la relacién entre &stos hon--

gos y los microorganismos patbgenos y de sus efectos.

2.6.5 Impacto de los Fungicidas.

Finalmente cabe sefialar, aunque solo sea brevemente,-
la influencia negativa que sobre la micorriza ejercen cier-
tos compuestos, como los pesticidas, normalmente usados en-

la agricultura.

Los fungicidas han sido usados para eliminar los mi--
croorganismos patdgenos del suelo y de esta forma tener me-
jores cosechas, no obstante, algunos pueden causar dafios al
simbionte y, después a la planta, por lo que el fungicida -
a emplear y su modo de aplicaci6én debe ser analizado con de

talle.

Nesheimy Linn (1969) examinaron la accién de varios -
fungicidas a diferentes concentraciones en plantas de maiz-
micorrizadas, todos dieron efectos negativos en el desarro-
1lo de la infeccién, pero entre los empleados (Meylone, Va-

pam, etc.) el Captam fué el menos tdxico.
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Schenck y Tucker (1974) sefialaron que el tratamiento
mecdnico del suelo antes de la siembra, modifican el efecto
de la fumigacién y de la incidencia de la micorriza V-A en-

las plantas de citricos.
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CAPITULO TERCERO

MATERIAL Y METODOS

Recoleccidn e Identificacién de Cepas.

Para efectuar el aislamiento de las esporas de hongos
micorricicos y de rafices infectadas por dichos hongos, se -
hizo un muestreo de una parcela cultivada con mafz, locali-
zada en el estado de Tlaxcala, selecciondndose aquellas -

plantas que estuviesen mis altas y frondosas.

Posteriormente se separ6 la raiz del tallo, almacenin
dose en bolsas de plistico, para tener una mejor conserva- -
cién de las raices. Una vez recolectadas se procedié a ha-
cerles un examen microscépico, empleando la técnica de tin-
cidén y clarificacién de raices descritas por Phillips y Hay
man (1970), esta permité detectar si hay o no infeccién, -
poniendo de manifiesto los elementos morfolbgicos tipicos -
de la micorriza V-A (hifas, arbfisculos y/o vesiculas), Ane-

xo 1.

Los lotes de raices que presentaron infeccién se man-
tuvieron en bolsas de plistico y se conservaron en refrige-

racidén, parte del lote se usd tal cual y la otra parte se -
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desinfectd con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos,
después se enjuago con agua, esto se realizd una hora antes

de colocarlas en las macetas como inb6culo.

Por otra parte, en la misma parcela se tomo uan mues
tra de la rizosfera de los cultivos de maiz para el aisla--
miento de las esporas de acuerdo a la técnica descrita por-

Gerdemann y Nicolson (1963), Anexo 2.

Plantas de Ensayo.

Se emplearon plantas de frijol soya variedad jGpiter-
y frijol tipo canario. El porciento de germinacibn para so
ya fue de 80% y para el frijol de 95%. Este valor fué ob-

tenido de la siguiente manera:

NGmero de semillas germinadas < 100
Numero total de semillas

% de germinacién =
Las semillas fueron seleccionadas manualmente, de tal
forma que todas tuvieran un tamafio uniforme. Las semillas-
de frijol fueron lavadas con bastante agua para eliminar el

pesticida.

Posteriormente se desinfectaron superficialmente con-

hipoclorito de sodio al 5%, durante 7 minutos, para después
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ser enjuagadas con abundate agua estéril, finalmente se co-
locaron cuatro semillas por maceta, después de germinar en-
el invernadero y alcanzar una altura de 2 a 3 cm. se dejan-

dos pliantulas en cada maceta.

Soporte.

El tipo de soporte empleado fué vermiculita exfoliada
de pH 11.9 el que se ajusto a 7.0 con agua acidula&a (.1 -
ml. de 4cido sulffrico concentrado en un litro de agua). -
El tiempo de interaccidn fué de 5 a 10 minutos, enseéguida -
se enjuago con bastante agua. El valor de pH fué determina
do por medio de un poténciometro Digi-Sense modelo 5985-40-

(Cole-Parmer Instrument Co.; Illinois, EUA).

Solucidn Nutritiva.

Se uso la solucidén nutritiva de Long Ashton modifica-
da. Las plantas fueron regadas cada semana con dicha solu-
cién. La preparacidén de la solucibén se indica en el Anexo-

4. (Hewitt, 1966).

Macetas.

Se utilizaron macetas de pldstico de 2 Kg. de capaci-

dad en las que se coloco la vermiculita, que fué humedecida
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con solucidén nutritiva antes de colocar las semillas.

Testigos.

En el experimento se incluyeron testigos sin inocular.

Indculo.

El in6culo empleado estuvo constituido por esporas de
hongos formadores de micorriza V-A y raices infectadas por-
dichos hongos. La inoculacidn con raices se llev6 a cabo -
en la siguiente forma: Primero se colocd una capa de vermi
culita himeda, enseguida una "colchén'" de. raices infectadas,
aproximadamente 25 gramos, después se puso otra capa de ver
miculita y encima se colocaron las semillas en cuestifn, -

segln se indica en el esquema:

semillas

vermiculita

raices infectadas

vermiculita

Maceta

Con respecto a las esporas, el procedimiento es dife-

rente, una vez que las plédntulas han alcanzado una longitud
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de 8 a 10 cm. se procedid a inocularlas, haciendo una hora
dacidn pequefia alrededor del hospedero y se depositaron -

las esporas con pipeta, de acuerdo con el siguiente dibujo:

plantula

ipeta
horadacién

esporas

(

Maceta

Disefio del Experimento.

Se probaron 4 tratamientos con 5 repeticiones y cada-

unidad experimental con dos plantas, segiin se indica a con-

tinuacién:
Hospederos
Tratamiento Frijol Soya
Testigo 5 macetas 5 macetas
Esporas 5 macetas 5 macetas
R+ 5 macetas 5 macetas
R~ 5 macetas 5 macetas
R+ = raices desinfectadas.

R

raices no desinfectadas.
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Cosecha.
Las plantas fueron cosechadas a los 110 dfias de desa-
rrollo, el que se efectud bajo condiciones controladas de -

invernadero.

Determinaciones.

Las determinaciones que se efectuaron fueron: Por- -
ciento de infeccién, altura de la planta, peso hfimedo y pe-
so seco de la parte aérea, peso hfimmedo de 1la raiz, conte--

nido de nitrbdgeno y fésforo total en la parte aérea.

Determinacién de Infeccidén Micorricica.

Se siguié la técnica descrita en el Anexo 1.

Determinacién de Nitrdgeno Total.

La parte aérea de las plantas fué secada y molida, -
posteriormente se hizo la determinacidén de acuerdo a la téc

nica descrita en el Anexo 5.

Determinacién de Fésforo Total.

Este elemento fué determinado por el método del azul-

de molibdeno, la técnica se describe en el Anexo 6.



63

ANEXO 1

TINCION DE RAICES PARA INVESTIGAR LA PRESENCIA
DE MICORRIZA V-A

MODIFICADAS POR PHILLIPS Y HAYMAN (1970)

1. Las raices pueden ser frescas o estar fijadas en -
FAA.+ Las raices se lavan delicadamente con agua de la 1lla

ve para quitar las particulas de suelo adheridas.

2. Calentar las raices en una soluci6én de KOH al 10%,
P/V en autoclave a 15 libras de presidn durante tres minu--
tos, aproximadamente. El tiempo de calentamiento depende -

de la intensidad de la pigmentacidn que presenten.

3. Eliminar la solucién de KOH y enjuagarlas con agua

de la llave.

4. Colocarlas en agua alcalina a 20°C para eliminar -
los residuos de pigmentos que puedan perjudicar la observa-

cién.

5. Lavar cuidadosamente con agua de la llave para re-

mover el agua alcalina.
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6. Poner las raices en una solucifn de HC1 al 1% du--

rante 3 minutos.

7. Tefiirlas con fusina 4cida al 0.01%, disuelta en la
siguiente solucién: 4&cido lactico al 85% 875 ml., gliceri-
na 63 ml. y agua 62 ml., se ponen en autoclave 3 minutos a-

15 libras.

8. Se deja enfriar los recipientes qde contienen las-
raices, después se escurre el exceso de colorante en el fre
gadero, enseguida se colocan las raices en una caja Petri -
que contenga la solucidn anterior y se dejan de 10 a 20 mi-

nutos.

9. Cortar las raices en fragmentos de 1.5 cm. de lon-
gitud y colocar de 8 a 10 segmentos en forma paralela en un
portaobjeto, poner un cubreobjeto y apretar uniforme y gra-

dualmente.

10. La observacién de las raices se hace al microsco-

pio, empleando los diferentes objetivos.

11. El1 porciento de infeccién se obtiene sumando el -
nimero de campos en donde se haya observado alguna estructu

ra caracteristica de simbifsis.
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°Solucidn alcalina

HZOZ al 10% ...... 30 ml. (10 ml. de HZOZ al 30% + 20 ml. -
de HéO).
HZO .......... eees 600 ml

NH40H cecetinesens 3 ml.
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ANEXO 2

ESPORAS DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZA V-A EXTRAIDAS DEL
SUELO POR LA TECNICA DE TAMIZADO HUMEDO Y DECANTACION.
(Gerdemann y Nicolson, 1963)

1. Del suelo recolectado se hace un homogenizado (60-
gramos de suelo en 500 ml. de agua de la llave, aproximada-

mente).

2. La mezcla se pasa a través de cinco tamices de di-
ferente malla, (2, 0.5, 0.17, 0.12 y 0.07 mm. de abertura).
En los dos primeros queda retenida el material vegetal y -
las piedras. EI material contenido en los otros tres, es -
lavado varias veces con agua de la llave, hasta que ésta -

salga clara.

3. E1 contenido de los tres iltimos tamices es yacia-
do, en pequefias porciones en las cajas Petri, las que son -
llenadas con agua para favorecer el desplazamiento de las -

esporas a la superficie.

4, E1 sobrenadante de las cajas anteriores es decan--
tado a otras cajas y observado al microscopio, empleando el

objetivo seco débil.
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5. Cada espora recolectada con pipeta Pasteur es alma

cenada en la solucidén Ringer.
6. Una vez que se han recolectado alrededor de 200 es
poras se procede a su desinfeccibén y almacenamiento, seglin-

la técnica descrita por Furlan. (Anexo 3).

Solucidn Ringer

NaCl .. .evvennnnnnnns 6 g.
KC1 ....oevvveeeese. 0.1 g,

CaCly vevvrennnanens O g
N [ [ S &
PH = 7.4 + 0.2

Se reparten en frascos de 250 ml. y se esterilizan a-

121°C durante quince minutos.



69

ANEXO 3

TECNICA DE DESINFECCION Y CONSERVACION DE ESPORAS DE HONGOS
MICORRICICOS. (Furlan, 1975)

1. Las esporas almacenadas en la solucién Ringer se -

colocan en Cloramina T de quince a veinte minutos.

2. Después se lavan con agua destilada estéril tres -

veces.

3. Finalmente se conservan en la soluci6én Ringer adi-

cionada de antibiéticos.

Cloramina T

Cloramina T 2%
Estreptomicina ......... 200 ppm.
Detergente .......c0000 50 mg.

Agua ..iiiiiiiiiiiiennn 1000 ml.

Solucidén Ringer mds Antibiético.

Se prepara en la misma forma que se describi6é en el -
anexo 2, y ademis se le adicionan los antibiSticos en la si

guiente proporcién:



Estreptomicina ......

Gentamicina

200 ppm.
100 ppm.

70
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ANEXO 4

SOLUCION MINERAL DE LONG ASHTON MODIFICADA
(Hewitt, 1966)

Macroelementos.

Solucién A

Disolver en 8 litros de agua destilada las siguientes

sustancias:

1. KNO3 8.08 g.
2. Ca(NO3)2'H20 ceernsessassess 9.44 g,
3. NaHZPO4.H20 Ceeeressseseeess 1.84 g,
4, Mg804.7H20 P T -

Disolver los compuestos 1,2 y 3 por separadc y una vez
que cada uno este disuelto agregar el siguiente. Disolver-
aparte el sulfato de magnesio en agua destilada, antes de -
agregarselo a la solucién, esto evitard la formacién de pre

cipitado.

Oligoelementos

Solucidén B

MnSO, . H,0 0.223 g.



72

CuSO4.5H20 .............. . 0.025 g.
ZnSO4.7H20 ...... veseesess 0.029 g.
H3B03 erreserenenessessss 0.310 g.
NaCl ............. cevesees 0.590 g.

Agua ......c0ii00iie0neess 1000 ml.

Solucién C

Disolver 1.76 g. de (Nﬁ4)6Mo7.4H20 en un litro de agua
destilada.

Solucién D

Preparar la solucidn de citrato férrico como sigue:

Citrato férrico 10 g.
Acido cItrico ......oeeevee.. 10 g.
Agua P vee. 1000 ml.

Agitar y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Las

soluciones B, C y D se guardan en el refrigerador a 4°C.

Cada vez que se vaya a preparar la solucién se proce-

de de la siguiente forma:
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a. Preparar la solucidn A.

b. De la solucién B adicionar 250 ml. a la solucidn A.
c. De la solucién C adicionar 1 ml. a la solucién A.
d. De la soluci6én D agregar 20 ml. a la solucidn A.

e. Finalmente llevar a un volumen final de 10 litros.
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ANEXO 5

MICRODETERMINACION DE NITROGENO
EN PLANTAS (Mitchell, 1972)

Reactivos

Solucidén A: Disolver 4.8 g. de NaOH en Hy0 y diluir a

un litro.

Solucidén B: Disolver 5 g. de fenol y 25 mg. de nitro-

pru§iato de sodio en HZO y diluir en 500 ml.

Solucidén C: Disolver 2.5 g. de NaOH, 1.87 g. de NaZHPO4
anhidro, 15.9 g. de Na3P04.]2H20-y 5 ml. de Cloralex en agua
y diluir a 500 ml. Almacenar la soluci6én B y C en botellas-
ambar en refrigeracidn y calentar a temperatura ambiente an

tes de usar.

EDTA: Suspender un gramo de EDTA en 100 ml. de agua-
y adicionar NaOH concentrada para ajustar el pH a 10, mi- -

diendo con potenciométro.

Catalizador para la digestidén: 2 g. de CuSO,.5H,0 y -
30 g. de K,50, 6 6 g. de Hg0 y 20 g. de K,S0,. Moler cada-

mezcla perfectamente en el mortero.
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Solucidén estiandard de nitrdgeno: Disolver 0.4720 g.-
de (NH4)ZSO4 en agua y diluir a un litro. Diluir 10 ml de-

ésta solucibén a un litro, (contiene ]1g de NZ/ml.)
Procedimiento

1. Pesar 50 mg. de muestra de planta homogenizada so-
bre una porcién de papel glacine de un peso determinado -
(el peso del papel deberi ser el mismo para todas las mues-

tras).

2. Colocar la muestra y el papel dentro del matraz de

digestién.

3. Agregar un gramo de catalizador y un ml. de H2804-

concentrado.

4. Colocar el matraz inclinado sobre la flama, contro
lando ésta filtima para evitar proyecciones del contenido -
del matraz.

5. Rotar el matraz de tiempo en tiempo.

6. Cuando el contenido del matraz este transparente -

(verde claro por el sulfato de cobre) retirar de la flama -
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y dejar enfriar y agregar agua destilada caliente, mezclar-

y vaciar a un matraz volumétrico de 250 ml.

7. Lavar varias veces el matraz de digesti6n, vacian-

do siempre al matraz de 250 ml. Aforar con agua destilada.

8. Proceder para el desarrollo de color.

9. Del matraz volumétrico trasferir 5 ml. de digesto-

a un matraz de 100 ml. aforado.

10. Adicionar 1 ml. de EDTA y 5 ml. de la solucién A.-
Agregar 10 ml. de la solucidén B, seguida de 10 ml. de la so

lucién C. aforar con agua destilada.

11. Dejar reposar una hora a temperatura ambiente y me
dir la absorvancia a 625 mm. en un espectrofotométro marca-

Zeiss PMIZIA (Industrias Carl Zeiss de México, S.A.)

12. Para el desarrollo del testigo y de la curva estén
dar se digiere una porcién de papel glacine del mismo peso-
que el utilizado para las muestras, se siguen los pasos an-

teriores, excepto el uno.



DETERMINACION DE NITROGENO POR EL METODO

DE MICRO-KJELDAHL

Datos de la curva estindard

Concentracién
(1 g de NZ/ml.)

o
.
[T N

10
15
20
25
30
35
40
45
50
60

Concentracidn del estindard de nitrégeno

Longitud de onda utilizada 625 nm.

D.O.

0.005
0.028
0.060
0.12
0.16
0.23
0.30
0.355
0.43
0.46
0.51
0.56
0.68

=1

g de N,/ml.
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CURVA ESTAFNDAR PARA LA DETERMINACION DE
NITROGENO

D.0.

B S »
L4

0 J0 30 1o %o bo Yo Bo 90 100

Concentracién de nitrégemo

en.«'g/ml.



79

ANEXO 6

DETERMINACION DE FOSFORO TOTAL EN PLANTAS

(Chapman, 1973)

El contenido de fésforo total en el material vegetal-
varia comiinmente de 0.03 a 0.3 por ciento de fésforo. En -
las semillas los valores llegan habitualmente al 1.5 por -

.

ciento.

Obtencién de cenizas con nitrato de magnesio.

Principios

El material de plantas se aceniza en seco con un exce
so de nitrato de magresio, para evitar las pérdidas de f6s-
foro por volatilizacién. Las cenizas se disuelven con un -
dcido y se determinan los fosfatos por el método del amari-
1lo de vanadato-molibdato en donde los vanadatos, los molib
datos y los ortofosfatos reaccionan para dar un complejo -

amarillo en soluciones 4cidas.
Reativos

Nitrato de magnesio: Cincuenta por ciento de Mg(N0312

.6H,0.
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Molibdato de amonio-vanadato de amonio en dcido nftri
co. Se disuelve 22.25 gramos de (NH4)6M07024.4H20 en 400 -
ml. de agua. Luego se disuelve 1.25 gramos de vanadato de-
amonio en 300 ml. de agua hirviendo. Se agrega la solucién
de vanadato de amonio a la de molibdato de amonio y se en--
fria a la temperatura ambiente. Afiadir 250 ml. de &cido -

nitrico concentrado Q.P. y dilufr a un litro.
Estindard de fosfato: Disolver 0.2195 gramos de -
KH2P04 y diluir a un litro. Esta solucidn contiene 50 ppm.

de fésforo.

Carbonato de sodio: Se prepara una soluci6én de carbo

nato de sodio 1 N.

Rojo de Metilo: Preparar una solucidén al 0.1% en al-

cohol.

Procedimiento

Pesar un gramo de material seco y molido de plantas

en un crisol de porcelana para evaporaciones. Se afiaden

tres mililitros de solucién de nitrato de magnesio al 50% y

se mezclan intimamente. Evaporar casi hasta sequedad como
sea posible, en un bafio de vapor y, a continuacifn, se -

transfiere a una mufla calentada a baja temperatura, incre-
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mentiandose gradualmente el calor y se lleva hasta 500°C du-
rante una hora o por debajo del color rojo bruto hasta ob--
tener cenizas blancas. Se enfria y cubre con un vidrio de-
reloj y se afiade un mililitro de agua y dos mililitros de -
dcido nitrico concentrado. Procediendo a la digestién en -
un bafio de vapor a temperatura ambiente,hasta que se encuen
tren en solucién todos los elementos quimicos, excepto el -
silicio y los residuos ligeros de carbono. Se transfiere a
un matraz volumétrico de 100 ml., y aforar con agua destila
da, agitindose y permitiendo que los residuos se asienten -
para tomar una alicuota de la solucién sobrenadante y deter
minar la cantidad de solucién de carbonatg de sodio IN que-
se necesita para neutralizar, utilizando rojo de metilo co-
mo indicador. Tomar otra alicuota similar y afiadir la can-
tidad de carbonato de sodio para neutralizar sin la adicién
de indicador y determinar colorimetricamente el fosfato de-

esa alicuota por el siguiente método:

Transferir la alicuota a un matraz volumétrico de -
50 ml. Afiadir 10 ml. del reactivo de molibdato de amonio-va
nadato de amonio, mezclar y dilufr al volumen, mezclédndose-

nuevamente. Al cabo de 30 minutos leer la trasmitancia de-
color en un espectrofotdmetro, empleando una longitud de -

onda 470 nanémetros y determinar la cantidad de f6sforo en-

base a la curva patrén. Los estidndares recomendados son: -

Tomar alicuotas de 0,5.10,15 y 20 ml. de la solucién estindar de f6sfo-
To que contiene 50 ppm.
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DETERMINACION DE FOSFORO TOTAL EN PLANTAS POR EL
METODO DE AMARILLO DE VANADATO-MOLIBDATO

Datos de la Curva Estidndard

Concentracién

(ppm) D.0.
0.0 0
0.025 0.04
0.050 0.021
0.250 0.095
0.500 0.190
0.750 0.280
1.000 0.375

Concentracién del estiandard de fosfato = 50 ppm

Longitud de onda empleada 470 nm.
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CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE

FOSFORO

4
0 . ar
O L ] 2

/ //
yd
0.1 g
Y N N . . 4 L 4»

0.1 0.2 0.3 0.4 0,5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Concentracifn de fésforo
en ppm
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CAPITULO CUARTO

RESULTADOS

Los valores presentados en el cuadro 1 y 2 correspon-

den a la media aritmética (x) de cinco repeticiones.

En la fotografia nimero uno se presenta una espora -
tipica de los hongos formadores de micorriza vesiculo-arbus
cular, aislada de una parcela situada en el estado de Tlax-

cala.

En la fotografia nimero 2 se muestra una de las es- -
tructuras caracteristicas de la infeccién micorricica, las-
vesiculas, formadas en las raices de soya, las rafices estidn

tefiidas con fucsina 4dcida, se observan a un aumento de 10 x.

Foto No. 1 4\



Foto No.

2
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Tratamiento

Testigo
Esporas
R+

R

Tratamiento

Testigo
Esporas
R+

R

R+

=~
"

EFECTO DE LA

Porciento de

Infeccibn

0
19.4
76.8
78.6

NGmero
vainas

[ B VP
N O Ao

de

SOBRE EL DESARROLLO DE FRIJOL

Longitud de la parte

aérea (cm.)

36
35.9
43.0
39.4

NGmero de
frijoles

8.6 38
9.0 42
0.8 48.1
2.4 49.7

Raices desinfectadas

Raices no desinfectadas

Peso htmedo de
la raiz (g.)

Nitr6geno total
(g/ml.)

50.5
52.9
55.2
56.1

Peso htimedo de
la parte aérea

33.5
28.8
34.8
39.5

INOCULACION DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZA V-A

F6sforo total
(ppm)

0.32
0.42
0.55
0.58

Peso seco de la
parte aérea(g.)

2.88
3.60
4.50
4.90

98



Tratamiento

Testigo
Esporas
R+

R

Tratamiento

Testigo
Esporas
R+

R

R+

~
L}

Cuadro No. 2

EFECTO DE LA INOCULACION DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZA V-A SOBRE
EL DESARROLLO DE LA SOYA

Porciento de Longitud de 1a parte Peso hidmedo de
infeccién aérea (cm.) la raiz (g.)
0 86.2 20
30.2 88.4 21
77.2 90.6 28.8
80.8 92.0 34.8

Peso seco de la
parte aérea (g.)

2,56
3.76
3.70
3.80

Rafices desinfectadas

Raices no desinfectadas

Nitr6geno total
(g/ml.)
33.3

36.4
44,9
46.9

Peso himedo de 1la
parte aérea (g.)
25.6
27.9
30.4
31.2

F6sforo total
(ppm)
0.30
0.34
0.47
0.48

L8
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indi-
can que el objetivo principal se alcanzd, es decir, el iné-
culo empleado fué capaz de'producir la infeccién micorrici-

ca V-A en las dos leguminosas empleadas.

De los tres métodos de inoculacién probados el que -
did mejores resultados corresponde a la adicidén de raices -
infectadas por hongos endomicorricicos no desinfectadas, lo
que sugiere que la poblacidn microbiana existente en el -
suelo, el cual iba adherido a las raices, aunque sea en pe-
quefia cantidad ejerce cierto efecto en el establecimiento -

de la simbiosis.

Se empleé vermiculita como soporte porque se queria -
ver la interaccién hongo-planta @inicamente, antes de obser-
var la relacidn con otros microorganismos bajo diferentes -

condiciones experimentales.

Respecto al tratamiento con esporas, no hubo grandes-
diferencias entre el testigo y el inoculado, esto pudo ser-
debido a varios factores, entre ellos, que algunas de las -
esporas empleadas no estuvieran viables, que la cantidad de
esporas empleadas como in6culo no fué suficiente para provo

car la infecci6n, o bien, que Rhayan necesitado mids tiempo -
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para provocarla.

Afin cuando las diferencias obtenidas entre el testigo
y los tratamientos inoculados son muy inferiores a los re--
portados en la literatura, se observé un efecto positivo de

los hongos probados sobre los hospederos empleados.

Se considera que estos resultados pueden ser conse- -

cuencia de los siguientes efectos:

- Utilizacién de un endofito no especifico para los -
hospederos, porque alin cuando son de distribucién casi uni-
versal se reporta que existe cierta especificidad en cuanto

a la asociacidn y sus efectos.

- Adicidén de una concentracién baja de in6culo, tanto-

de esporas como de raices.

- Variaciones de las candiciones experimentales, ya

que, durante el desarrollo del experimento se registrd un

descenso de la temperatura que fué€ controlado después de
veinte dias, lo que probablemente limito las funciones de -
las plantas y del hongo, y ain cuando se establecié la aso-
ciacién, el efecto de la misma sobre el desarrollo de las -

plantas fué disminufdo.
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- Presencia de una plaga de insectos que se manifesto-
a los 80 dias de desarrollo, la cual fué controlada ripida-

mente.

No obstante de que existen abundantes datos acerca de
este tipo de asociacién y de los factores ambientales que -
la favorecen o la limitan; en nuestro pais se requiere de -
mids informaci6én acerca del efecto de los hongos endomicorri
cicos locales, asi como de su relacién con los factores eco
16gicos con objeto de ampliar y generalizar resultados, que
hagan posible la inoculacidén en campo de estos hongos en un

futuro.

Uno de los aspectos bidsicos en el establecimiento de-
la simbidsis es la obtencién de inéculo en cantidades gran-
des, actualmente presenta muchas dificultades, entre ellas-
que el hongo es simbionte obligado y no crece en medios sin
téticos, por lo que debe multiplicarse en las raices de una
planta hospedera adecuada, sin embargo, la produccién de -
inéculo por este método, ademds de ser caro y lento, para -
poder usarlo con fines comerciales, tiene el peligro de con
taminacién por hongos patégenos que pueden desarrollarse si
multineamente al hongo de la endomicorriza. Por lo tanto, -
habrd que desarrollar nuevos métodos para la produccién de-

inéculo.
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