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INTRODUCCION

Las orquidaceas producen un vasto nimero de semillas diminutas, las cuales
estan formadas por un pequefio embridn esférico escasamente diferenciado que no
presenta cotiledén ni endospermo, por lo que sus reservas alimenticias son muy
limitadas y s6lo permiten un desarrollo escaso del embrién. En consecuencia,
todos los nutrimentos eseciales como carbohidratos deben ser suministrados al
embridn en crecimiento a partir de una fuente exégena. De este hecho se deriva la
importancia de los hongos micorricicos en orquidaceas, ya que se ha comprobado
que dichos hongos son los encargados de suministrar los azicares solubles que
requieren los embriones de estas plantas en las primeras etapas de su desarrollo (22),
cuando alin son incapaces de sintetizarlos por si mismos (19).

En la naturaleza todas las orquideas son micorricicas, ya que la germinacién
y el desarrollo posterior de los embiones de estas plantas s6lo es posible si son
infectados por un hongo micorricico adecuado que les suministre las cantidades de
nutrimentos esenciales, en especial de azlicares solubles o elementos que se lixivian
ficilmente como el nitrégeno, ya que en el ambiente epifito donde se desarrollan la
mayoria de estas plantas dichos elementos pueden ser muy escasos o estar
sometidos a fuertes fluctuaciones.(5, 32)

Se le da el nombre de micorriza (hongo-raiz) a las estructuras formadas por
la asociacién de las raices de plantas superiores con un hongo (13, 14, 17). Las
condiciones necesarias para la formacién de micorrizas es un problema de
importancia, ya que las raices de muchas plantas son simbiéticas con un hongo en
condiciones naturales (13)

Las orquidiceas presentan un tipo de micorriza endotréfica, en la cual las

hifas fGngicas penetran al interior de los tejidos formando enrrollamientos o



agragados hifales mas o menos regulares dentro de las células de la raiz de su
hospedero. Dichas estructuras son conocidas como pelotones. (3, 9, 14, 30, 31).

La mayoria de los hongos micorricicos estan restringidos a las regiones de
sus plantas hospederos, y son dependientes de nutrimentos esenciales como los
carbohidratos y factores de crecimiento suministrados por sus hospederos (13, 14,
17, 20, 27). A diferencia de los otros tipos de endomicorriza, los endéfitos de
orquiddceas son capaces de tener vida libre como sapréfitos debido a su actividad
celulolitica (1, 12, 22, 27).  Dicha capacidad les permite degradar y hacer
disponibles los carbohidratos y otras substancias complejas que de otra manera
serian inaccesibles para la orquidea, pero al mismo tiempo les permite atacar y
llegar a destruir a su hospedero (1, 9, 20, 27, 28).

Aln cuando ha sido reconocida ampliamente la importancia del hongo
micorricico de orquidiceas en el suministro de azlicares solubres (2, 3, 4, 14, 22, 31,
32), falta investigar la forma como afectan ciertos factores externos; como pueden
ser la luz, la temperatura, la humedad, y la concentracién y calidad de los
nutrimentos externos, al establecimiento de la micorriza entre la orquidea y su
enddfito (27, 28).

El interés en el aspecto simbidtico del cultivo de las orquidaceas a partir de
semilla declin6 después del descubrimiento en 1922 de un método asimbidtico para
la germinacién de las semillas de estas plantas, en el cual se les suministran los
azlicares solubres y sales minerales indispensables. Con dicho método asimbidtico
ha sido posible germinar una gran variedad de orquideas epifitas y terrestres de
interés comercial (2, 4, 31). Sin embargo, no todas las especies de orquidaceas
pueden propagarse usando dicha técnica asimbibtica, y en otros casos el desarrollo
es muy lento, pudiendo pasar hasta dos afios antes de que las plantulas estén listas
para transferirse a invernadero (8). Por otro lado, en Australia se ha encontrado

que la germinacién simbibtica de orquideas terrestres dificiles de cultivar ha



resultado en un desarrollo ripido de los protocormos, obteniendo plantulas
grandes que pueden ser transplantadas al invernadero en cuatro meses, siempre y
cuando se proporcione el balance correcto entre el hongo y la orquidea (8).

Ya que sigue siendo importante investigar las condiciones necesarias para la
sintesis de micorrizas de orquidiceas in vitro, el motivo del presente trabajo fué
investigar como influye la disponibilidad de un carbohidrato simple; la sacarosa, y

uno complejo; el almidén en la sintesis de micorrizas de dos especies de orquideas

mexicanas bajo condiciones de cultivo ascépticas o in vitro.



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
ANTECEDENTES

Por mucho tiempo se ha reconocido a los hongos como simbiontes de las
orqudaceas, el término micorriza fué descrito por Franck (I855) para recalcar la
capacidad simbiética del hongo. Sin embargo, no fué sino hasta 1899 cuando Noel
Bernard se percaté del papel de la micorriza en la germinacién de las semillas. En
1919 Lewis Knudson demostré que el verdadero modo de accién del hongo era
transformar las moléculas de carbohidratos complejas como el almidén y celulosa
en azlcares simples que eran posteriormente asimilados por las plantulas de
orquidea. El éxito en la germinacién simbidtica sélo fué alcanzado en 1971 como
parte de un estudio exhaustivo de las micorrizas de las orquideas Australianas
hecho por Warcup en el Instituto Waite del Sur de Australia. En 1979 los logros
academicos de Warcup fueron aplicados en la prictica por Clements y Ellyard del
Jardin Botidnico Nacional de Australia mediante un método a gran escala para el
aislamiento del hongo y la germinacién simbidtica de semillas de orquideas
terrestres; para lo cual se desarrollaron técnicas estériles y semiestériles para
trasplantar a invernadero (sacar del frasco) las plantulas. Recientemente en Francia
se ha tenido éxito en la germinacién simbidtica de géneros Europeos alin cuando se
han usado asilados fingicos obtenidos de especies Australianas (18). Sin embargo,
el aspecto simbidtico de las especies mexicanas ha sido poco estudiado.

Existen dos tipos de hongos que forman micorrizas con las orquidiceas. El
primero corresponde a Basidiomicetos como Armillaria _mellea y especies de

Fomes, Xerotus, Corticium, y Marasmius, todos son organismos bien conocidos

que desdoblan la lignina y la celulosa de la madera y la hojarazca, los cuales estian

asociados especialmente con sapréfitos tropicales. El segundo tipo es un grupo de



hongos imperfectos con hifas septadas y en la mayoria de los casos con afinidades a
los Basidiomicetos, todos en conjunto constituyen la forma-género Rhizoctonia,
han sido aislados de muchos tipos de orquideas, principalmente de las raices de
orquideas con clorofila, y se sabe que muchos de ellos estimulan el crecimiento y
diferenciacién de las plantulas.. La mayoria de este tipo de hongos también son
capaces de desdoblar carbohidratos insolubles, y en los casos en que se ha logrado
fructificar sus cepas en cultivo aséptico, los carpbforos siempre corresponden a
Basidiomicetos como Corticium, Ceratobasidium, Sebacina, y Tulasnella (1, 8, 13,
20, 22).

Todos los endéfitos de orquideas han demostrado ser capaces de utilizar en
su nutricién una amplia variedad de substratos de carbono como aziicares simples,
almidén, celulosa, y en algunos casos lignina (2, 8, 20, 22).

El grado en el cual el hongo ayuda en la nutricién de las orquideas verdes
epifitas no se conoce totalmente. Si bien no hay duda de que dichas plantas
necesitan de la simbiosis fingica para la nutricién del carbono en los primeros
estadios de su desarrollo, se ha comprobado que este requerimiento puede variar a
lo largo de la vida de la planta (2, 4), y de acuerdo con la especie de que se trate (19).

Las pruebas de germinacién de las semillas en presencia de los aislados
fngicos han sido consideradas tradicionalmente como el inico método confiable
para comprobar la efectividad de los endéfitos, debido en gran parte a lo poco que
se conoce sobre las relaciones que estos hongos puedan tener con la planta adulta
(20). Los aislados fingicos obtenidos de las raices de la planta adulta que no son
capaces de inducir la germinacibén son considerados biolégicamente incompatibles
con su hospedero (20).  Sin embargo, las plintulas en etapas de desarrollo
diferentes de la germinacién pueden ser igualmente utilizadas para evaluar la
efectividad de la micorriza, ya que es razonable suponer que las plintulas

micorrizadas creceran en mayor proporcién que las plantulas no micorrizadas,



como resultado de la transferencia neta de carbohidratos y de otros nutrimentos
desde las hifas fingicas hasta las plantulas (22).

La relacién micorricica entre el endéfito y su hospedero en micorrizas de
orquidaceas se trata de un delicado balance entre ambos simbiontes y su medio (2,
9,22, 32). Es probable que al igual que en las endomicorrizas de tipo Vesiculo-
Arbuscular los niveles de infeccién micorricica disminuyan con el incremento de
fésforo y nitrogeno en el medio, con los niveles de humedad altos, las bajas
temperaturas, intensidades luminosas bajas y longitudes de dia cortos (14). En
trabajos en los que se ha sintetizado micorrizas de orquideas in vitro se ha
encontrado que la concentracién de nutrimentos debe ser baja, ya que al parecer
existe una relacion directa entre este parimetro y la capacidad del hongo para atacar
y destruir a su hospedero. Se ha reportado que la celulosa en una concentracién
del 5% favorece el establecimiento de la micorriza, mejor alin que se la glucosa
estuviera presente en el medio (11, 22). Otro factor que influye en el
establecimiento de una simbiosis ventajosa para la orquidea es la agresividad del
endéfito; la mayoria de las veces la orquidea solo presenta una buena germinacién
y crecimiento cuando es infectada por hongos poco agresivos, de crecimiento lento,
que hayan sido aislados de plantas emparentadas o de la misma especie (1, 8, 20, 22).

Como se ha dicho, los carbohidratos son uno de los principales
requerimientos para la germinacién y desarrollo de las semillas de orquidea, por lo
que no resulta dificil suponer que la disponibilidad de estos compuestos en el
medio de cultivo influya en la sintesis de la micorriza in vitro de estas plantas.
Este fué el motivo de que en el presente trabajo se valorara la influencia de la
disponibilidad de dos fuentes de carbohidratos en la formacién de micorrizas en

condiciones asépticas, para lo cual se eligieron los siguientes compuestos: la



sacarosa, un disacirido soluble que puede ser asimilado ficilmente por las plintulas
de orquidea; y el almidon, un polisacarido que no puede ser utilizado por las
plantulas, ya que las membranas celulares de la orquidea son impermeables a dicho

polisacarido (2, 4).



IL.

IIL.

OBJETIVOS

Determinar la localizacién de la infeccién micorricica a lo largo de

las raices de plantas adultas de Cuitlauzinia pendula y Encyclia meliosma.

Aislar y cultivar axénicamente los hongos micorricicos asociados

con las raices de las plantas adultas de Cuitlauzinia pendula y Encyclia

meliosma.

Evaluar si la disponibilidad de sacarosa o almidén en el medio de

cultivo influye en la sintesis de micorrizas in vitro entre las plantulas de

Cuitlauzinia pendula y Encyclia meliosma y sus respectivos endofitos

asociados con las plantas adultas.



METODOLOGIA

L LOCALIZACION DE LA INFECCION MICORRICICA EN
LAS RAICES DE DOS ESPECIES DE ORQUIDEAS MEXICANAS.

Para detectar el sitio de mayor infeccién micorricica en las raices de las

plantas adultas de Cuitlauzinia pendula y de Encyclia meliosma se obtuvieron a

principios de diciembre de 1986 tres ejemplares de cada una de las especies antes
mencionadas, procurando que el sistema radicular fuera lo mas completo posible, y
que todos los ejemplares procedieran de recolecciones recientes.

Los ejemplares de C. pendula fueron donados por el Ing. Sandro Cusi,
procedentes de una localidad préxima a Valle de Bravo; los ejemplares de E.
meliosma se recolectaron en una salida al campo dirigida por el M. en C. Ernesto
Aguirre Ledn, en la meseta volcdnica adyacente a la presa de Ixtapantongo, Edo. de
Meéxico (10).

Una vez obtenidos los ejemplares de ambas especies se procedi6 a lavarlos
individualmente con agua corriente para eliminar las raices dafiadas o muertas, las
particulas de corteza, y materia organica adherida a las raices. Se seleccionaron al
azar 30 raices de apariencia saludable por cada especie de orquidea, después de
haberlas separado de la planta mediante un corte transversal en la zona de unién
con los seudobulbos.  Las raices seleccionadas se lavaron nuevamente con agua
corriente, y se guardaron en refrigeraciéon envueltas en papel secante hiimedo

durante toda una noche.



Al dia siguiente se continuaron los trabajos en una campana de flujo
laminar bajo condiciones asépticas para evitar el riesgo de contaminacién. De cada
raiz se seleccionaron tres fragmentos de tejido de 1.0 cm., uno procedente de la
region apical, otro de la regién central, y por Gltimo uno procedente de la regiéon
de unioén al seudobulbo, consevandolos por separado en un recipiente con agua
destilada estéril mientras se terminaban de realizar todos los cortes.
Inmediatamente después se procedié a desinfectar superficialmente los fragmentos
de tejido sumergiéndolos durante 3 minutos en una solucion saturada de
hipoclorito de calcio y al final se lavaron con agua destilada estéril para eliminar los
residuos de cloro (15). Una vez desinfectados los fragmentos de raiz, se procedio a
realizar varios cortes transversales por cada fragmento, utilizando una navaja
delgada, hasta obtener un corte lo suficientemente delgado para ser observado en el
microscopio optico (objetivo 10x) y detectar la presencia o ausencia de los
pelotones o enrrollamientos intracelulares de hifas fingicas en el interior de las
células de la raiz, caracteristicos de la micorriza en orquidiceas (Vease la Fig. No.
1). No se utilizd ninguna tincidén para hacer las observaciones ya que en ensayos
previos habiamos comprobado que los pelotones eran faciles de detectar en cortes
en fresco, y por otro lado sblo tenfamos un nimero limitado de raices por lo que
utilizamos los mismos cortes de las observaciones para el aislamiento del endofito,
en consecuencia no era conveniente usar ningun fijador o colorante. En los cortes
histolégicos de las raices de orquidea donde se habia detectado la presencia de
pelotones se conservaron por separado en un recipiente con agua destilada esteril

para ser utilizados posteriormente en la diseccion y aislamiento del endofito.
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IL. AISLAMIENTO Y CULTIVO AXENICO DE LOS ENDOFITOS
ASOCIADOS CON LAS RAICES DE DOS ESPECIES DE
ORQUIDEAS MEXICANAS.

Para aislar y cultivar axénicamente los hongos micorricicos asociados con
las plantas adultas de C. pendula y de E. meliosma se utilizaron como fuente del
enddfito los cortes de tejido de raiz en los que ya se habia comprobado la presencia
de pelotones (Ver metodologia I).

El aislamiento se llevo a cabo en una campana de flujo laminar para evitar el riezgo
de contaminacién, siguiendo una técnica similar a la reportada por Ramsay, et al.
(1986) (20). Los cortes histologicos se desinfectaron superficialmente
sumergiéndolos durante 30 seg. en una solucidn saturada de hipoclorito de calcio,
enjuagandolos con agua destilada estéril para elimirar los residuos de cloro.
Posteriormente se procedié a disectar la zona del corte con mayor nlimero de
pelotones, que invariablemente se encontraba en el punto donde las raices se unen
al sustrato, por lo que se eliminb el velamen, el estele, y una buena parte de
parénquima del corte realizando cortes tangenciales con una navaja delgada (Ver
Fig. No. 2). El pequefio fragmento de tejido del corte que contenia los pelotones
se inoculd en recipientes con medio de cultivo de Merlin-Norkans (16) previamente
esterilizado (Ver Anexo 1.1), se eligié este medio para el aislamiento de los
endéfitos debido a que se ha reportado (20) que algunos endéfitos de orquidaceas
son dificiles de cultivar y no sobreviven en medios menos enriquecidos como el de
Papa-Dextrosa-Agar. Los recipientes inoculados se colocaron en condiciones de
laboratorio y se dejaron crecer; después de 5 a 10 dias comenzaron a aparecer las
primeras hifas fingicas a partir del tejido infectado.  Todos los crecimientos

flingicos que se observaron se traspasaron a frascos con medio de cultivo nuevo
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tomando un pequefio fragmento de hifas marginales. Esta operacién se repiti6
hasta obtener aislamientos puros que pudieran emplearse en la sintesis de
micorrizas in vitro de las dos especies de orquideas empleadas en el presente
trabajo. Ya que ninguno de los aislados fingicos obtenidos presenté estructuras
de reproduccion sexual en el tiempo que durd el presente trabajo, s6lo se observard
la morfologia de la colonia, y algunas caracteristicas de las hifas como la presencia
de septos, de fibulas, y ramificaciones cortas y engrosadas que permitieran
incluirlos en la forma-género Rhizoctonia, utilizando en la observacién de las hifas
lactofenol de Amman para aclarar y Azul de Algodon para tefiir las estructuras (3,

25, 31).

I1I. INFLUENCIA DE LA DISPONIBILIDAD DE ALMIDON Y
SACAROSA EN LA SINTESIS DE MICORRIZAS in vitro DOS
ESPECIES DE ORQUIDEAS MEXICANAS.

Para evaluar si la disponibilidad de almidén o sacarosa en el medio de
cultivo influye en la sintesis de micorrizas in vitro entre plantulas de 45 dias de
edad de C. pendula y de E. meliosma con sus respectivos aislados se llevé a cabo el

siguiente procedimiento

12



A)

Siembra y Desarrollo de las Semillas de Orquidea.

Semillas provenientes de cipsulas maduras de C. pendula y E.
meliosma se sembraron bajo condiciones de esterilidad en el meido de
cultivo de Knudson C (Ver Anexo 1.2) después de desinfectarlas
superficialmente agitdndolas fuertemente en una solucién de hipoclorito de
calcio al 10% durante 5 minutos (24). Dicha siembra se realizd con la
finalidad de comprobar la viabilidad de las semillas, eliminar todas aquellas
que no fueran capaces de germinar; y al mismo tiempo permitirles crecer lo
suficiente para superar la etapa critica de la germinacién y alcanzar un
estado de desarrollo (45 dias después de la germinacién) en el que las
plantulas son mis estables (7, 18, 22) antes de someterlas al contacto con sus

aislados fangicos correspondientes.

Inoculacién de las Plantulas de Orquidea con sus Aislamientos Flngicos

Correspondientes.

Las plantulas de orquidea de 45 dias de edad que presentaban un
aspecto saludable se removieron cuidadosamente de la superficie del medio
de cultivo dodnde se habian desarrollado (Knudson C), y se traspasaron a
frascos que contenian medio de Thompson modificado para la sintesis de
micorrizas (Ver Anexo 1.3) (16, 24). En dicho medio se suministraba

almidén o sacarosa como fuente de carbohidratos disponible para ambos

13



C)

simbiontes (21).  En cada frasco se colocaron 50 plantulas sobre la
superficie del agar cerca a las paredes del frasco, formando un circulo, al
mismo tiempo se inoculb en el centro de la placa de agar un pequefio
fragmento de los aislados fingicos obtenidos de las raices de la planta adulta
correspondiente (Ver Metodologia I y II).  De esta manera todas las
plantulas se encontraban aproximadamente a la misma distancia del in6culo,
por lo que tenian igual probabilidad de ser infectadas al mismo tiempo.

Por cada tratamiento (aislado fingico y fuente de carbohidratos) se
realizaron tres repeticiones de las inoculaciones antes descritas, para cada
una de las especies de orquideas utilizadas en el presente trabajo.
Simultineamente se establecié un control con 3 repeticiones por cada
tratamiento en el que no se inocularon los aislados fngicos, con el fin de
obtener plintulas no micorrizadas que crecieran bajo las mismas
condiciones que las plantulas en las que se intentaba sintetizar la micorriza
y nos sirvieran como punto de comparacién para evaluar la eficacia de la
micorriza. Los frascos de cada tratamiento junto con su control se dejaron
crecer por un lapso de 60 dias, bajo una fuente luminosa de 2,500 lux, con
un fotoperiodo de 12 horas, y una temperatura minima de 18°C y maxima

de 29°C.

Evaluacién de la Influencia de la Fuente de Carbohidratos en la Eficiacia de

la Micorriza Sintetizada in vitro

La influencia de la fuente de carbohidratos en la eficacia de la
micorriza se evalub en base a la comparacién del crecimiento en diametro y

longitud de las plintulas bajo cada tratamiento tomando como referencia el

14



crecimiento obtenido en el tratamiento control, al final de los 60 dias de
cultivo. Todos los frascos se abrieron y se registré el crecimiento de cada
plantula mediante un ocular micrométrico (Ver Tablas 4, 5, 6, y 7). Los
datos provenientes de dichas mediciones se sometieron a un Analisis de
Varianza, y a Comparaciones Mltiples por el Método de Scheffé, para

localizar las diferencias significativas entre los tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

I LOCALIZACION DE LA INFECCION MICORRICICA EN
LAS RAICES DE DOS ESPECIES DE ORQUIDEAS MEXICANAS.

Como se aprecia en la Tabla No.1 el porcentaje de los cortes de tejido de
raiz que carecian de enrrollamientos intracelulares de hifas o "pelotones" fué del
74.50% para C. pendula y del 72.20% para E. meliosma. Sin embargo, no es
posible descartar la presencia de hifas individuales ya que como se ha dicho no fué
posible utilizar ninguna tincion en el momento de realizar las observaciones, por lo
que no se podria asegurar la ausencia total de micorriza. En la proporcién restante
de los cortes la micorriza si fué claramente distinguible ya que se detectaron los
"pelotones" caracteristicos de la micorriza de orquidaceas.

Los cortes que presentaban en mayor proporcion la presencia de pelotones
provenian de la regién central de las raices (el 13.30% en C.pendula y el 14.40% en
E. meliosma), posteriormente los cortes provenientes de la zona de unién con los
seudobulbos (el 8.90% en C. pendula y el 10.0% para E. meliosma), y finalmente
los cortes provenientes de la regién apical (el 3.30% en ambas especies) (Ver Tabla
No. 1)

En trabajos anteriores se ha reportado que la abundancia de la infeccion
micorricica en determinadas regiones del sistema radicular o de los seudobulbos es
caracteristico de cada género de orquideas terrestres Australianas (18, 20). En el
presente trabajo se encontrd que la localizacion de la infeccién micorricica es muy
similar en los dos géneros de orquideas epifitas utilizados; a pesar de que provenian

de localidades diferentes y de que no se encuentran estrechamente emparentados el
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uno con el otro. Esto puede ser un indicio de que la micorriza en orquideas
epifitas sigue patrones diferentes a los que hasta ahora se han encontrado para las
terrestres.

Se ha encontrado que Rhizoctonia solani infecta las raices de dos especies

del género Vanilla penetrando por la regién apical (1). En el presente trabajo la
regidn apical de las raices de C. pendula y de E.meliosma fué la que presentd
menor abundancia de "pelotones”, esto puede deberse a la época del afio en que se
recolectaron las plantas (a principios de Diciembre de 1986), ya que en esa época las
raices ya habian detenido su crecimiento vegetativo, y las condiciones climaticas
adversas como las bajas temperaturas (27, 28, 29) pudieron haber limitado la

proporcidn de infeccidn micorricica encontrada.
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FIGURA NO. 1

Ilustra los enrrollamientos intracelulares de hifas o "pelotones" caracteristicos de la

— o ;
micorriza de las orquidiceas presentes en cortes transversales de raices de C.
pendula y de E. meliosma.
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TABLA NO. 1 Diciembre 1986

LOCALIZACION DE LA INFECCION MICORRICICA ENCONTRADA EN LAS
RAICES DE PLANTAS ADULTAS DE C. pendula Y DE E. meliosma
LOS DATOS REPRESENTAN EL PORCENTAJE DE CORTES

INFECTADOS CON PELOTONES POR SITIO DE MUESTREO.

Sitio de Cuitlauzinia pendula Encyclia meliosma
Muestreo Cortes Cortes No Cortes Cortes No
Infectados Infectados Infectados Infectados

A 3.30 30.0 3.30 30.0
B 13.30 20.0 14.40 18.90
 ® 8§.90 24.50 10.00 23.30
TOTAL: 25.50 74.50 27.70 72.20

Nota: A: Regidn Apical
: Regidn Central
: Regidén de Unidén a los Seudobulbos




II AISLAMIENTO Y CULTIVO AXENICO DE LOS ENDOFITOS
ASOCIADOS CON LAS RAICES DE DOS ESPECIES DE
ORQUIDEAS MEXICANAS.

Los hongos que se encontraron asociados con las raices de las plantas
adultas de C. pendula y de E. meliosma se muestran en la Tabla No. 2. A pesar de
la abundancia de pelotones en los fragmentos de tejido de raiz utilizados como
inoculo, en la mayoria de los casos no se obtuvo ningiin crecimiento fingico a
partir de dicho inéculo (el 73.90% para C. pendula y el 56.00% para E. meliosma
del total de inéculos). En trabajos previos se ha reportado que los endéfitos de
orquideas varian en su capacidad para sobrevivir en un medio de cultivo axénico
(sin el hospedero, en condiciones asépticas) (8, 18, 20), lo cual puede deberse a la
carencia de vitaminas o ciertos factores indispensables para el crecimiento del
endéfito que normalmente son suministrados por la planta hospedero.

Sin embargo, en algunos casos fué posible aislar y cultivar axénicamente los
endbfitos asociados con las raices de C. pendula, y los asociados con E. meliosma.
De acuerdo a las caracteristicas generales del micelio de los aislados todos pueden
ser incluidos en la forma-género Rhizoctonia ya que invariablemente presentaban
hifas septadas largas que se ramificaban formando segmentos cortos y engrosados
tipicos de los rhizoctonias de orquidaceas (3, 31). Lo anterior esta de acuerdo con
trabajos previos en los que se ha encontrado que los hongos mis comunmente
asociados con las raices de las orquideas verdes epifitas pertenecen a la forma-género
Rhizoctonia (3, 22, 30, 31)

En la primera especie se obtuvieron dos aislados fngicos distinguibles entre
si por sus caracteristicas culturales; mientras que en la segunda especie se

obtuvieron cuatro aislados flngicos diferentes (Ver la Tabla Nam. 2).
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Frecuentemente se ha reportado que en el estado adulto las raices de orquidaceas
pueden presentar mis de un enddfito asociado (2, 20, 32), lo anterior esti de
acuerdo con los resutlados del presente trabajo, ya que en ambas especies de
orquideas se encontrd mas de un hongo asociado con sus raices. Los aislados
obtenidos mas frecuentemente en el presente trabajo fueron C3 (13.0%) en C.

pendula y E2a (24.0%) en E. meliosma. Ver la Tabla No. 3.
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FIGURA NO. 2

Ilustra la diseccién de los fragmentos de tejido de raiz que contenian pelotones.
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TABLA NO.

2
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CARACTERISTICAS DE LOS ENDOFITOS DE C.pendula y E.meliosma
SOBRE EL MEDIO DE CULTIVO DE MERLIN-NORKANS (Ver Anexo 1)

Caracteristicas de

Caracteristicas

Aislado Hospedero la Colonia de las Hifas
Textura Color a* b* c*
c2 C.pendula Algodonosa Blanco-

Café claro si no si

C3 C.pendula Algodonosa Verde Obsc.-
Negro si no si

El E.meliosma Dura Verde Obsc.-
Negro si no si

E2a E.meliosma Algodonosa Verde Obsc.-
Negro si si si
E2b E.meliosma Algodonosa Café claro si no si
E3 E.meliosma Dura Rosa Obsc. si no si

a* Presencia de Septos
b* Presencia de Fibulas
c* Presencia de Remificaciones

Cortas y Engrosadas



FIGURA NUM. 3

Ilustra los Protocormos de Orquidea Infectados con Pelotones.
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TABLA NO. 3

CRECIMIENTOS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS
FRAGMENTOS DE RAICES (Ver pag.l1ll)

Crecimientos % Inoculaciones
C.pendula E.meliosma

Colonias Fungicas:

c2 4.4
C3 13.0
E1l 4.0
E2a 24.0
E2b 8.0
E3 4.0
Colonias Bacterianas: 8.7 4.0
Sin Ningun Tipo de
Colonias: 73.9 56.0
100.0 100.0

Nota: Se inocularon 23 fragmentos de
tejido para C.pendula y 25 para
E.meliosma

25



III. INFLUENCIA DE LA DISPONIBILIDAD DE ALMIDON O SACAROSA
EN LA SINTESIS DE MICORRIZAS in vitro DE DOS ESPECIES DE
ORQUIDEAS MEXICANAS.

Después de 60 dias de crecimiento junto con sus plantulas hospedero en el
medio de Thompson modificado para la sintesis de micorrizas (Ver Anexo 1), a los
diferentes aislados fngicos se les dié el nombre de "compatibles” (C3 y E2a)
cuando no atacaban a su hospedero permitiendole al menos un crecimiento en
didmetro y longitud similar al control; "agresivos" cuando una vez que entraban en
contacto con la plantula de su hospedero la parasitaban hasta destruirla por
completo (C2, E1, y E2b); y por Gltimo se les dib el nombre de "susceptibles" (E3)
cuando eran incapaces de crecer lo suficiente y no entraban en contacto con las

plantulas de su hospedero, ya que detenian su crecimiento a la semana de haberlos

inoculado (1, 27, 28). Ver Tabla No. 4.
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TABLA NO.

4

27

COMPATIBILIDAD DE LOS AISLADOS FUNGICOS
(Ver pag. 26)

Aislado Hospedero Compatibilidad
c2 C. pendula 'agresivo'
Cc3 C. pendula 'compatible'
El E. meliosma 'agresivo'
E2a E. meliosma 'compatible'
E2b E. meliosma 'agresivo'
E3 E. meliosma 'susceptible'’
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Bajo las condiciones de cultivo establecidas durante el experimento, ninguno de
los aislados fangicos de las dos especies de orquideas mexicanas utilizadas en el
presente trabajo fué capaz de estimular el crecimiento en didmetro o en longitud de
las plantulas de su hospedero correspondiente inoculadas a los 45 dias de edad;
independientemente de la fuente de carbohidratos (almidén o sacarosa) disponible
para ambos simbiontes en el medio de cultivo; ya que el maximo crecimiento en
didmetro y longitud observado cuando los aislados fungicos "compatibles" (C3 y
E2a) estaban presentes, no fué significativamente mayor que el crecimiento
observado en el tratamiento control con plantulas no inoculadas. Ver Tablas

Nms. 5 a 8 y Grificas Nims. 1 a 4).



TABLA NO. 5

DIAMETRO (um) DE LAS PLANTULAS DE C.pendula DESPUES DE 60 DIAS DE CULTIVO

CON LOS AISLADOS C2 Y C3 BAJO DOS FUENTES DE CARBOHIDRATOS

SACAROSA

ALMIDON

AISLADO C2  AISLADO C3 CONTROL AISLADO C2  AISLADO C3 CONTROL
DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC.
* 0 9 1050 1 1500 4 * 0 50 1200 2 1050 1
1050 1 1350 1 1650 4 1350 3 1200 1
1200 1 1500 3 1710 2 1500 6 1350 3
1350 2 1590 1 1800 1 1650 9 1500 6
1410 1 1650 1 1860 1 1800 7 1590 1
1440 1 1800 17 1890 1 1950 10 1650 9
1500 4 1890 1 1950 12 2100 7 1800 7
1590 1 1950 14 2040 3 2190 1 1860 1
1650 5 2100 7 2100 6 2250 2 1950 9
1680 1 2250 3 2250 1 2400 3 2040 1
1710 2 2400 1 2400 1 2100 7
1740 1 2550 1 2250 2
1800 8 2700 2 2400 1
1860 1 3000 1 2550 1

1890 2

1950 5

1980 1

2100 3

2400 1

I

SUMATORIAS
70950 50 93780 50 97290 50 0 50 90990 50 89940 50
MEDIAS

1419 1875.6 1945.8 0 1819.8 1798.8

NOTA: CADA DATO REPRESENTA EL PROMEDIO DE TRES MEDICIONES

* 0: PLANTULAS DESTRUIDAS POR EL AISLADO A LA SEMANA DE INOCULADAS
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TABLA NO. 6

LONGITUD (um) DE LAS PLANTULAS DE C. pendula DESPUES DE 60 DIAS DE CULTIVO CON
LOS AISLADOS C2 Y C3 BAJO DOS FUENTES DE CARBOHIDRATOS

SACAROSA
AISLADO C2 AISLADO C3 CONTROL

LONGITUD FREC.LONGITUD FREC.LONGITUD FREC.LONGITUD FREC.LONGITUD FREC.LONGITUD FREC. |

ALMIDON

AISLADO C2 AISLADO C3 CONTROL

* .0 9 1650 1 1050 1 » g 50 1200 1 1050 1
1350 1 1800 2 1350 1 1350 2 1350 2
1410 1 1950 3 1800 3 1500 2 1500 4 |
1650 1 2100 1 1950 3 1650 1 1650 5
1800 1 2250 1 2190 1 1800 1 1800 2
1950 5 2700 1 2250 1 1950 2 1950 5
2100 3 3000 1 2400 1 2100 5 2100 1
2400 2 3600 2 3000 1 2250 1 2250 6
2550 1 4350 1 4200 1 2400 2 2550 1
2700 1 4500 1 5100 1 2700 2 2700 1
3000 4 5100 2 5400 1 2850 1 2850 1
3090 1 5700 3 5700 1 3000 4 3000 2
3450 1 6000 1 5850 1 3300 2 3900 1
3600 1 6600 2 6000 1 3600 1 4350 1
3750 1 7350 1 6600 2 3900 1 4500 3
4500 1 7800 2 6900 5 4500 1 4800 1
4800 2 8400 3 7200 1 4800 2 5500 1
5100 1 8850 1 7800 2 5100 1 5700 1]
5400 1 9000 1 8100 1 5400 1 6000 2
5550 1 9750 1 8250 1 5700 3 6450 1
5700 2 9900 1 8400 1 6000 4 6900 1
6150 1 10200 1 8550 1 6300 2 7200 2
6450 1 10500 5 8700 1 6900 2 7500 2|
6600 1 10650 1 9000 5 7200 2 8100 1
6750 1 10800 2 9600 4 7500 2 8700 1
6900 1 11100 2 9900 2 9000 1 9000 1
7650 1 11400 2 10200 2 9600 1
10350 1 12450 1 10500 1
13500 1 10800 1
14100 1 11700 1
14550 1 13500 1
14700 1
SUMATORIAS:
168000 50 378600 50 338340 50 0 50 206250 50 179400 50
MEDIAS:
3360 7572 6766.8 0 4125.0 3588.0

NOTA: CADA DATO REPRESENTA EL PROMEDIO DE TRES MEDICIONES.
* 0: PLANTULAS DESTRUIDAS POR EL AISLADO A LA SEMANA DE INOCULADAS

g1
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TABLA NO. 7

DIAMETRO (um) DE LAS PLANTULAS DE E. meliosma DESPUES DE 60 DIAS DE CULTIVO CON LOS AISLADOS E1, E2a, E2b, Y E3 BAJO DOS
FUENTES DE CARBOHIDRATOS.

S A C A R O S A A L M I D O N |
AISLADO E1  AISLADO E2a AISLADO E2b AISLADO E3  CONTROL  AISLADO E1 AISLADO E2a AISLADO E2b AISLADO E3 ~ CONTROL |
DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC. DIAM. FREC.
* 0 50 * 0 10 * 0O 50 600 2 60 2 * 0 5 * 0 1 * 0 50 450 2 500 1
450 2 700 1 750 4 600 2 600 3 600 1
600 5 750 3 80 1 750 1 750 12 750 7
750 5 80 3 90 9 900 22 90 6 80 3
90 7 90 8 950 4 1050 11 1000 11 900 11
960 1 950 1 1050 9 1200 2 1050 11 950 6
| 1050 6 1000 5 1100 1 1350 1 1450 1 1000 9
1200 3 1050 5 1200 8 1600 4 1050 7
1350 3 1100 4 1300 1 1100 5
| 1500 4 1200 5 1350 4
1650 1 1300 1 1500 2
1710 1 1350 5 1700 2
| 1950 1 1500 5 1950 1 |
| 2400 1 1600 1 2100 2 |
| 1710 1
L
L]
SUMATORIAS :
0 50 42570 50 0 50 54210 50 56390 50 0 50 44550 50 0 50 47500 50 46200 50
MEDIAS:
0 851.4 0 1084.2 1127.8 0 891.0 0 950.0 924.0

—

NOTA: CADA DATO REPRESENTA EL PROMEDIO DE TRES MEDICIONES.
* 0: PLANTULAS DESTRUIDAS POR EL ASILADO A LA SEMANA DE INOCULADAS.
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TABLA NO. 8

LONGITUD (um) DE LAS PLANTULAS DE E. meliosma DESPUES DE 60 DIAS DE CULTIVO CON LOS AISLADOS E1, E2a, E2b,
Y E3 BAJO DOS FUENTES DE CARBOHIDRATOS

S A C A R O S A AL M I D O N
AISLADO E1 AISLADO E2b CONTROL AISLADO E2a AISLADO E3
LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC.
AISLADO E2a AISLADO E3 AISLADO E1 AISLADO E2b CONTROL
LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC. LONG. FREC.
* 050 * 0 10 * 0 50 1000 1 950 1 * 0 50 * 0 1 * 0 50 600 3 800 1
2400 1 1500 2 2150 1 750 2 900 2 90 1
3000 2 2000 2 2700 1 900 1 1000 2 950 1
3900 2 2100 1 2900 1 1200 1 1050 2 1000 2
4050 1 2900 1 3100 1 1350 3 1200 1 1200 2
4500 2 2950 1 3500 1 1500 2 1900 2 1350 4
4800 2 3000 2 3950 2 1650 3 2000 2 1500 3
5100 1 3100 1 4000 3 1800 2 2050 4 1900 3
5400 1 3800 1 4500 2 1950 6 2100 3 1950 2
5700 1 3900 1 4700 1 2100 6 2200 1 2000 2
6000 4 4050 2 4800 2 2250 2 2400 2 2100 1
6300 1 4200 2 4900 1 2400 4 2500 1 2200 2
6600 1 4800 3 5000 2 2550 1 2600 1 2500 3
6900 2 4900 1 5500 1 2700 4 2800 3 2700 3
7200 2 5000 2 5900 2 2850 2 2900 2 2900 3
7500 1 5100 2 6000 3 3000 2 3000 2 2950 2
7800 3 5500 2 6500 3 3150 1 3100 5 3000 3
8100 1 6000 3 4800 2 3300 1 3200 2 3100 2
8700 1 6100 1 7200 3 4200 1 3500 2 3500 3
9000 5 6500 1 7500 3 4800 1 3900 2 4100 2
9600 1 6800 1 8000 2 5400 1 4000 3 4300 1
9900 1 6900 1 8100 2 6000 2 4100 1 6000 2
10200 1 7100 2 9000 2 6450 1 4800 1 6100 1
10500 1 7200 1 9200 1 5100 1 6200 1
11400 1 7300 1 9300 1
12000 1 7900 2 10000 2
8100 3 11100 1
9000 1 12600 1
9200 1 12800 1
10000 2 13100 1
11500 1
11800 2

SUMATORIAS:

0 50 276450 50 0 50 286150 50 324200 50 0 50 121950 50 0 50 126200 50 129750 50
MEDIAS:

0 5529 0 5723 6484 0 2439 0 2524 2595

NOTA: CADA DATO REPRESENTA EL PROMEDIO DE TRES MEDICIONES.
* 0: PLANTULAS DESTRUIDAS POR EL AISLADO A LA SEMANA DE INOCULADAS.
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Se ha dicho que la verdadera asociacién micorricica en orquideas s6lo puede
apreciarse después de seis meses de cultivo (18), por lo que tal vez en el presente
trabajo se hubiera requerido de mis tiempo para hacer evidente la accién del
hongo, ya que si bien los aislados flngicos "compatibles" formaron
enrrollamientos intracelulares de hifas o pelotones en los pelos epidérmicos y en las
células del suspensor de la mayoria de las plantulas observadas al final del
experimento (Ver Figura 3), no estimularon el crecimiento de las plantulas de sus
hospederos correspondientes y tampoco las atacaron permitiéndoles un
crecimiento similar al control.  Sin embargo,los aislados flngicos "agresivos" si
atacaron y destruyeron totalmente a sus hospederos en el transcurso de una
semana. Por otro lado, para asecurar que se ha establecido una micorriza exitosa,
es necesario que exista una estimulacién del crecimiento de la orquidea (7, 22), lo
cual no se encontré en el presente trabajo.

Se ha sugerido que los hongos presentes en las raices de orquidea pueden variar a
lo largo de la vida de la planta (3, 20, 31), por lo que la falta de estimulacién del
crecimiento de las plantulas observada en el presente trabajo pudiera ser una
consecuencia de que no se aislara de las raices de la planta adulta el endéfito mis
adecuado para asociarse micorricicamente con las plantulas de su hospedero, o bien
que dicho hongo sélo se asocie con los estados juveniles de su hospedero, por lo
que no seria posible encontrarlo en las raices de las plantas adultas. El estado
juvenil de las orquideas verdes epifitas en condiciones naturales depende totalmente
de su enddfito para el suministro de nutrimentos mientras que el estado adulto al
ser autotréfico es capaz de sintetizarlos (7), por lo que no serfa dificil que los
endofitos que establezcan una relacidn micorricica exitosa con la planta adulta no
sean los mismos que se encuentran en las plantulas. Seria deseable que en trabajos

posteriores sobre la sintesis de micorrizas en orquideas verdes epifitas in vitro se
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aislaran los endéfitos a partir de plintulas juveniles y no de la planta adulta como
se hizo en el presente trabajo.

En el presente trabajo, siempre que el aislado flingico era compatible, la
presencia de sacarosa en el medio de cultivo permiti6 un crecimiento en longitud
significativamente mayor de las plantulas de orquidea (Ver Graficas Nims. 2 y 4).
El crecimiento en didmetro de las plintulas permanecié constinte
independientemente de la fuente de carbohidratos disponible (Ver Gréficas Ntims.
1y 3). Como se aprecia en las Tablas Nims. 5 a 8 y en las Grificas 1 a 4, la
disponibilidad de almidén o sacarosa en el medio de cultivo por lo general no es
tan determinante para el establecimiento de una relacién estable entre la orquidea y
el enddfito como lo es la "compatibilidad” de los simbiontes, ya que cuando un
aislado flngico era "compatible” casi siempre permitié un crecimiento similar al
control; mientras que cuando el aislado fingico era "agresivo" casi siempre
degradaba por completo a las plintulas de orquidea, independientemente de la
fuente de carbohidratos disponibles.  Por otro lado, como se observa en las
Graficas Nums. 1 y 2, el tratamiento que fué completamente perjudicial para las
plantulas de C. pendula fué el que suministraba almidén en el medio de cultivo
cuando el aislado flngico "agresivo" C2 estaba presente, ya que todas las plantulas
fueron atacadas y degradadas por el hongo; mientras que cuando la sacarosa estaba
disponible las plintulas no fueron parasitadas por dicho aislado permaneciendo
saludables hasta el final del experimento.  Estos resultados no confirman los
reportes anteriores en los que frecuentemente se ha encontrado que los

carbohidratos complejos como el almidon son mas propicios para el

establecimiento de una simbiosis exitosa in vitro en micorrizas de orquidaceas (1,
11, 20, 22, 27, 28), mejor aGin que los carbohidratos simples como la glucosa. Esto
puedo deberse a que en trabajos anteriores la concentracién de carbohidratos mas

frecuentemente utilizada es del 5%, y la concentracién de agar del 10% (22); en el
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presente trabajo se utiliz6 una concentracién de carbohidratos del 10%, y la
concentracion de agar fué del 7% (Ver Anexo Nim. 1), por lo que el suministro de
carbohidratos fué del doble de lo que normalmente se ha reportado, y la humedad
del medio de cultivo fué mayor al disminuir la concentracién de agar, tal vez sea
necesario reducir la humedad y la concentracién de carbohidratos para lograr un
establecimiento exitoso de la micorriza en el que se obtenga una estimulacién
significativa del crecimiento de las plantulas.  Como se ha dicho, la micorriza de
orquidaceas es un delicado balance entre los simbiontes y su medio, y factores
como la disponibilidad de nutrimentos o la humedad pueden afectar el
establecimiento de una simbiosis exitosa (31).

Otros factores que deben considerarse son la intensidad luminosa, el
fotoperiodo, y la temperatura (21). En el presente trabajo se utilizd una fuente
luminosa de 2,500 lux, con un fotoperiodo de 12 horas, y una temperatura minima
de 18°C y maxima de 29°C. Si bien a la fecha no existen trabajos en micorrizas de
orquidiceas en los que se haya investigado la forma en que influyen estos factores
en el establecimiento de la simbiosis in vitro, en las micorrizas de tipo Vesiculo-
Arbuscular (VA) se ha encontrado que las bajas temperaturas, los altos niveles de
humedad, las bajas intensidades luminosas, las longitudes de dia cortos, y el
incremento de f6sforo y nitrégeno, disminuyen los niveles de infeccién micorricica
(14). En consecuencia podemos decir que en el presente trabajo la intensidad
luminosa, el fotoperiodo y la temperatura eran adecuadas, igualmente se cuidé que
las concentraciones de nitrégeno, fosforo, y potasio fueran similares a las usadas

para sintetizar in vitro micorrizas (VA). Sin embargo, no se excluye la posibilidad

de que las condiciones requeridas para sintetizar micorrizas de orquidiceas sean

diferentes de las requeridas por las de tipo Vesiculo-Arbuscular (6, 23).
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CONCLUSIONES

1. Las plantas de Cuitlauzinia pendula y Encyclia meliosma son micorricicas en

su estado adulto.

2. Enla época de recoleccion de los especimenes (Diciembre 1986) la localizacién
de la infeccién micorricica presenta un patréon similar en las raices de ambas

especies de orquidea.

3. Al menos algunos de los hongos asociados con las raices de las plantas adultas

de C. pendula y E. meliosma pueden ser aislados y cultivados axénicamente.

4.  Las plantas adultas de C. pendula y de E. meliosma se asocian con mas de una

especie de endofito.

5. E. meliosma acepta un mayor numero de endofitos que C. pendula, ya que fue
posible aislar cuatro endéfitos asociados con las raices de la primera especie,
y dos con la segunda especie, aunque también es posible que los endéfitos
asociados con C. pendula sean mas susceptibles, y que requieran de algin

factor adicional para crecer en cultivo axénico.

6. Los aislados flngicos obtenidos de las raices de las plantas adultas de C.

pendula y de E. meliosma pertenecen a la forma-género Rhizoctonia



7.

9

Los endofitos asociados con las raices de las plantas adultas de C. pendula y E.

meliosma no estimulan el crecimiento de las plantulas de 45 dias de edad de

su  hospedero . correspondiente de una forma significativa,
independientemente de la fuente de carbohidratos presente el el medio de

cultivo.

La presencia de sacarosa en el medio de cultivo permite un crecimiento

significativamente mayor en longitud de las plintulas de orquidea, en
i g ; g

comparacién con el almidon, siempre y cuando el aislado fangico sea

compatible.

El crecimiento en diametro de las plantulas de orquidea permanece constante,

independientemente de la fuente de carbohidratos disponible en el medio de

cultivo.
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ANEXO 1
MEDIOS DE CULTIVO

ANEXO 1.1

MEDIO DE CULTIVO DE MERLIN-NORKANS (MODIFICADO DE
HAGEM) PA-
RA CULTIVAR HONGOS MICORRICICOS (16)

CONCEPTO CANTIDAD (g)
SULFATO DE MAGNESIO (M 504 7H20) 0.5
FOSFATO DE POTASIO (K 0.5
CLORURO DE AMONIO H4Cl 0.5
CLORURO DE FIERRO SOL.1% ( eCl 6H20) 0.5 cc
SACAROSA
EXTRACTO DE MALTA 5.0
THIAMINA.HCI 100.0 ug
AGAR-AGAR 10.0
AGUA DESTILADA HASTA 1000.0 cc

Nota: Ajustar el pH final a 4.42 con KOH y HCI



ANEXO 1.2

MEDIO DE CULTIVO DE KNUDSON-C PARA GERMINACION DE
ORQUIDEAS

(15).

CONCEPTO CANTIDAD (g)

NITRATO DE CALCIO Ca(NO3)2.4H20 1.0
SULFATO DE MAGNESIO MgSO4.7H20 0.25
SULFATO DE AMONIO (NH4)SO4 0.50
SULFATO FERROSO FeSO4.7H20 0.025
SULFATO DE MANGANESO MnSO4.4H20 0.0075
SACAROSA 20.0

AGAR-AGAR 10.0

TAPON DE FOSFATO DE POTASIO (IM pH5.3)  18.0cc
MICROELEMENTOS EN SOLUCION 1.0 cc
AGUA DESTILADA HASTA 1000.0 cc

Nota: Para preparar el tapon de fosfatos se mezclan 97.5 cc de una solucion de
fosfato monopotisico (KH2PO4) 0.1 M (13.6 g disueltos hasta 1000 cc de agua
destilada), con 2.5 cc de una soluciéon 0.1 M de fosfato de potasio dibasico (17.4 g
disueltos hasta 1000 cc de agua destilada)

Para preparar la solucion de microelementos se disuelven en 1000 cc de agua
destilada: 56 mg de acido borico (H3BO3); 16 mg de acido molibdico (MoO3); 40
mg de sulfato de cobre anhidro (CuSO4); y 33 mg de sulfato de zinc
(ZnSO4.7H20).
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ANEXO 1.3

MEDIO DE CULTIVO DE THOMPSON MODIFICADO PARA LA
SINTESIS DE MICORRIZAS in vitro (16, 24).

CONCEPTO CANTIDAD (mg)
NITRATO DE POTASIO KNO3 371.0
ACIDO FOSFORICO H3PO#4 0.2 cc
SULFATO DE MAGNESIO MgSO4 73.0
ACETATO DE CALCIO Ca(CH3.CO0)2 79.0
CLORURO DE MANGANESO MnCl2.4H20 2.23
SULFATO DE COBRE CuSO4.5H20 0.24
SULFATO DE ZINC ZnSO4.7H20 0.29
ACIDO BORICO H3BO3 1.86
MOLIBDATO DE AMONIO (NH4)6Mo7024.4H20  0.035
SULFATO DE FIERRO FeSO4.7H20 25.0
EDTA DE SODIO 37.0
TIAMINA HCI 100.0
ALMIDON O SACAROSA 100¢g
CARBON ACTIVADO 1.0
AGUA DESTILADA HASTA 1060.0 cc

Nota: El pH final del medio se ajusta a 5.0 con KOH y HCI.
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