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RESUMEN 

Se analizó el porcentaje de germinación In vltro de esporas de Glomus sp., en 
doce medios axénlcos agarlficados (testigos de agar-agua a distintos valores de 
pH, medios nutritivos y extractos de suelo), así como los ensayos preliminares 
para la selección de los propágulos (esporas y raíces colonizadas) que se 
utilizarían en los experimentos de mlcorrizaclón In vitro de Mammillaria 
huitzllopochtll. De los resultados obtenidos en estas pruebas, se decidió eliminar, 
como propágulos, a los segmentos de raíces debido a la alta contaminación que 
desarrollaban en los medios de cultivo. 

La prueba estadística aplicada en los resultados de germinación, fue el análisis 
de varianza (P-0.05) para una población de 50 esporas con tres repeticiones por 
tratamiento. Se observaron diferencias significativas entre los medios, resultando 
el más apropiado para la germinación, el preparado con el extracto de suelo que 
se usó para el transplante de Mammlllar/a. En este medio, se obtuvo el porcentaje 
de germinación más alto (80 %), seguido por el medio nutritivo Hepper & Smlth 
(67 %). No se encontró un efecto en la germinación atribuible a los valores de pH 
probados (5.5, 6.5 y 7.5), así como tampoco se observó una relación entre el 
porcentaje de germinación y la contaminación de las esporas. El medio Murashige 
& Skoog, utilizado en la mlcropropagaclón, enraizamiento y mlcorrlzación de 
Mammillarla hultzilopocht//, resultó ser el menos adecuado para la germinación 
de las esporas (26 %). Esto se reflejó en la colonización In vitro de estas plantas, 
la cual fue poco profusa, pero con puntos de colonización claramente establecidos 
a lo largo de las raíces, después de un mes de Incubación. En contraste, la 
mlcorrizaclón de las plantas en el suelo tuvo un mejor desarrollo. 



l. INTRODUCCION. 

Los estudios realizados, hasta ahora sobre la germinación de esporas de 
hongos mlcorrízicos vesículo·arbusculares en medios axénicos, han aportado 
conocimientos Importantes sobre su fisiología y posición taxonómica. Al respecto, 
sobresalen los trabajos enfocados a dilucidar los factores que favorecen o Inhiben 
la germnlnaclón de las esporas. Así mismo, el cultivo en medios axénlcos ha sido 
utilizado en ensayos para tratar de conseguir el desarrollo de micelio a partir de 
segmentos de raíces colonizadas. Por tanto, han sido Implementados una serie 
de métodos para la desinfección de las esporas y los segmentos radicales. 

Aún cuando, el crecimiento del micelio directamente en medios de cultivo, no 
se ha conseguido masivamente, es necesario señalar que se ha obtenido el 
recrecimiento del micelio lntraradical en un medio axénico lográndose, además, 
la formación de numerosas vesículas. Con las técnicas de cultivo In vitro, otros 
autores han observado los cambios morfológicos que ocurren en el recrecimiento 
hifal, consiguiendo en algunos casos, un ciclo de vida vegetativo de hongos VA 
en asociación con raíces en medios axénlcos. · 

Los objetivos planteados en este trabajo, se fundamentan en lo antes expuesto 
y en las experiencias exitosas que se han realizado en relación a la gennlnaclón 
de las esporas y colonización de las raíces en medios axénicos, que han culminado 
recientemente, en el surgimiento de nuevas metodologías con el propósito de 
lograr la propagación de los hongos endomlcorrrízlcos vesículo-arbusculares y la 
colonización In vltro de plantas desarrolladas por cultivo de tejidos vegetales. 
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1.1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 

Hipótesis de trabajo 

• Los componentes de los medios de cultivo influyen en el proceso de 
germinación de las clamidosporas de Glomus sp. 

• Dado que, teóricamente, todas las especies de cactáceas son susceptibles 
de ser micorrizadas, se espera lograr la colonización de las raíces de Mammlflarla 
huitz//opochtfl. 

Objetivo general 

• Encontrar el medio adecuado para propiciar, tanto la germinación de las 
esporas de G/omus sp., como las condiciones para obtener la colonización In vltro 
de las raíces de Mammillarla hultzilopochtll. 

Objetivos particulares 

• Probar la efectividad de los métodos de desindefecclón de propágulos 
micorrízicos . 

. • Evaluar los porcentajes de germinación de clamidosporas en distintos 
medios axénicos agarificados. 

• Establecer cuál es el mejor propágulo para obtener la micorrizaclón In vltro. 

• Desarrollar una técnica. que facilite fa manipulación de los propágufos, en 
los ensayos para establecer la micorrlzaclón In vitro de rafees de Mammlflarla 
hu/tz//opocht//. 



11. ANTECEDENTES BIBllOGRAFICOS. 

· 2. 1. Germinación y desarrollo de hongos mlcorrizlcos ves!culo-arbusculares en 
medios axénlcos. 

La germ lnaclón de clamldosporas de mlcorrlzas veskulo·arbusculares, ha sido 
evaluada por muchos autores bajo muy distintas condiciones experimentales. 
Desde 1957 (b), Godfrey recalca la Importancia del cultivo de estos hongos para 

·elucidar su posición taxonómica. Los estudios hechos en medios axénlcos, en los 
que el principal Interés es el de analizar las características que favorecen la 
germinación (tiempo, fisiología, Incubación, etc.), han sido analizados en la 
sección 2. 6. de este capítulo. 

Del mismo modo, se han hecho ensayos con otro tipo de propágulos para 
desarrollar el cultivo de mlcorrlzas VA en medios axénlcos. Wllllams (1 g54¡ 

·asevera que, según su experiencia en el trabajo con hongos nativos, la 
desinfección superficial de segmentos de tejidos colonizados que contienen 
micelio lntraradlcal, es el mejor lnóculo utilizado en cultivos axénlcos, mejor aún 

. que las esporas. Biermann & Llnderman (1983) aseguran que este tipo de lnóculo, 
así como las vesículas, tienen tan alto potencial como las esporas para producir 
una rápida mlcorrlzaclón. Strullu & Roman (1986) establecen un método de 
esterilización para segmentos de raíces de fresa, más no analizan el éxito en la 
desinfección. 

Años después, Wllllams (1 g90) Intenta establecer el crecimiento de micelio 
intraradlcal de Glomus fasclcu/atum en un medio de albúmina de bovino, a partir 
de segmentos de ralees de poro colonizadas. Obtiene recrecimiento de las hifas 
hacia el medio después de 1 ó 2 días de Incubación a 23"C, además de la aparición 
de muchísimas vesículas en el tejido a los 5 días. Este desarrollo lo mantuvo hasta 

. después de 5 ó 6 semanas. Posteriormente obtuvo resultados exitosos con 
Acaulospora /aevls, G/gaspora decip/ens y G/omus mosseae. 
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2. 2. Mlcorrlzaclón vesículo-arbuscular In vltro. 

Existe poca bibliografía relacionada con la micorrización de plantas In vitro 
con hongos vesículo·arbusculares. Normalmente los estudios revisados tratan 
sobre la inoculación in vitro con hongos patógenos (Fereol, 1984; Diner & Mott, 
1985) o ectomicorrízicos (Thoen et al., 1990) que son relativamente fáciles de 
propagar en medios artificiales v. gr. la inoculación en gran escala de los pinos 
utilizados para la reforestación. 

Los trabajos de Mosse & Hepper (1975) sobre la gerrninación de esporas y 
colonización de raíces crecidas en medios axénicos, abrieron la posibilidad para 
lograr la mlcorrizaclón de plantas In vitro. No obstante, en estos años, este tipo 
de investigaciones cobraron poca atención en al ámbito internacional (Chabot et 
al., 1992). 

En 1979, Allen et al. establecen cultivos axénicos de Bouteloua graci/is con 
Clomus fasciculatum, modificando el medio dado por Mosse & Hepper (1975). 
Hepper (1981) muestra que hlfas de Clomus mosseae y C. caledonium pueden 
colonizar una segunda planta Introducida al medio agarificado, una vez que se 
removieron las raíces que permitieron el establecimiento del micelio. Miller & 
Watrud en 1984, logran la esporulación de Cigaspora margarita en un cultivo de 
raices de tomate. Mugnier & Mosse (1987b) analizan la colonización mlcorrízica 
VA en raíces transformadas, cuyo requerimiento y exigencia nutriclonal son 
mínimos y les opermite crecer en un medio que es accesible al hongo. En el mismo 
año, Strullu & Reman cultivan axénicamente endomicorrizas e Inoculan 
posteriormente, raíces de tomate con vesículas. 

Del mismo modo, las Investigaciones reallzadas por Mosse (1966, 1988), 
Crush & Hay (1981), Strullu & Reman (1986), Burggraaf(l 990) y Diop (1990), entre 
otros; son de gran importancia en el establecimiento de metodologías para lograr 
la propagación de hongos endomicorrizicos VA y la colonización de plantas de 
manera axénica. 

En otros trabajos prácticos, la micorrización de las plantas se lleva a cabo en 
el momento del transplante, donde las condiciones del suelo aseguran la 
colonización, más no permiten el establecimiento de cultivos axénicos. Morandl 
et al. (1979), analizan el interés que tiene la endomicorrización en la recuperación 
y el crecimiento de la frambuesa propagada in vitro. Chávez & Ferrera (1990) 
micorrlzan plantas de fresa mlcropropagadas, en el momento de ser 
transplantadas. Schellenbaum et al. (1991) resaltan la Importancia de la 
micorrizaclón vesícula-arbuscular de plantas de vid reproducidas por cultivo de 
tejidos, como una forma de asegurar un rápido y buen desarrollo radical después 
del transplante; ayudando a las plantas en el estrés que sufren por el cambio. 
Estas investigaciones apoyan la Idea de llevar a cabo la colonización de plantas 
como una manera de asegurar su supervivencia después del transplante, sobre 
todo en la condición in vitro·in vivo. 

Navatel (1982) estudia la problemática ligada a la falta de mlcorrlzación del 
material obtenido por multiplicación vegetativa in vltro. Pons et al. (1982) 
establecen la Importancia de producir In vitro micorrizas ves!culo·arbusculares 



como un complemento de la mlcropropagación. Un año después, estos autores 
ensayan la mlcorrización In vitro en plantas de cereza micropropagadas, 
afirmando que puede contribuir en el éxito de esta técnica al hacer a las plantas 
más resistentes al transplante, además de que juega un papel vital en la nutrición 
y supervivencia. En este trabajo, se analiza la relevancia que puede llegar a tener 
la pérdida de la microflora asociada a fas raíces de las plantas, durante su 
propagación In vitro. Se enfatiza el poco Interés que se ha tomado a la práctica 
de la colonización en plantas leñosas. Es interesante describir el método de 
micorrizaclón In vitro que desarrollaron. Inicialmente, agregaron al medio de 
propagación de la planta ácido lndol·butlrico. Las plántulas de 3 cm con raíces de 
1 a 2 cm, se transplantaron al un medio de Crush & Hay con agar al 1.S % y 184 
mg/I de K2HP04 ó 1 SO mg/I de fitato de calcio, al cual se le adicionó suelo arcilloso 
con pH de 7.2 y 20 ppm de fósforo disponible. Las esporas pregerminadas 
axénicamente, se situaron cerca de las raíces y se incubaron durante g semanas 
a 16· J g ·e, 12 000 lux y un fotoperiodo 16·8. La colonización obtenida fue normal 
y típica, con el desarrollo de arbúsculos, y restringida a las raíces laterales que no 
estaban suberizadas. Sin embargo, a pesar de que se obtuvo un magnifico sistema 
radical con los medios empleados, no se lograron altos niveles de colonización. 
Los autores argumentan que probablemente, el uso de esta especie de hongo, no 
fue el mejor para colonizar la planta; no obstante de que axénicamente se 
multiplica muy bien. Este trabajo demuestra que la micorrización in virro con 
hongos VA, se puede llevar a cabo exitosamente también en plantas leñosas. 

Es Importante agregar que la obtención de un ciclo de vida vegetativo, 
completo, de un hongo endomicorrízico vesículo·arbuscular, fue logrado por 
Bécard & Fortín en l g88. En un medio mínimo, Gigaspora margarita completa su 
ciclo de vida al crecer en asociación con raíces de zanahoria transformadas. Chabot 
et al. en l gg2, lograron Igualmente la colonización con Glomus intraradix en 
raíces de tomate y zanahoria, obteniendo en primer lugar, la germinación de las 
esporas y posteriormente, la colonización in vitro. Estos autores pudieron 
observar el desarrollo de estadios de colonización y la formación de vesículas y 
esporas a partir de las hifas que crecían de los tubos de germinación. Estas esporas 
germinaron en un 70% (comprobando con esto su viabilidad) y produjeron una 
nueva colonización que presentó un patrón muy similar al primero. Bajo estas 
condiciones, lograron producir hasta 700 esporas que inicialmente eran 
blancas-hialinas, madurando durante dos meses y tornándose amarillas. La 
colonización de ambos tipos de raíces, desarrolló arbúsculos típicos y vesículas 
hasta en un 10%. Con esta Investigación, se establece que no es necesario realizar 
la pregermlnación de las esporas en agar-agua (como Mosse & Hepper (1975) lo 
recomiendan), puesto que en el medio mínimo, varias especies de hongos VA 
germinan fácilmente: Gigaspora gigantea, G. margarita, Glomus intraradix. Esto 
disminuye considerablemente el riesgo de contaminación y el daño de los tubos 
germlnatlvos. 

Las experiencias antes mencionadas, constituyen uno de. los más grandes 
avances logrados en esta materia, puesto que permitirá en un futuro cada vez más 
cercano, la obtención axénica de cultivos puros de mlcorrizas VA y la colonización 
in vltro de muy diversas plantas micropropagadas y potencialmente micorózicas. 
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2. 3. Mlcorrlzas en cactáceas. 

Por lo general, los estudios descriptivos de la mlcorrlza VA, se han limitado a 
plantas de Interés agríéola o a especies que crecen en zonas templadas. Existen 
menos trabajos que describen la simbiosis en plantas silvestres. Los ecosistemas 
áridos han sido aún menos Investigados (Rincón et al., 1993), por lo que se han 
hecho muy pocas Investigaciones acerca de la simbiosis mlcorrízlca que se 
establece en las cactáceas. 

Ecker (1989) y Rincón et al. (1993), han realizado algunos de los estudios 
sobre micorrlzas en cactáceas de las zonas áridas mexicanas, estableciendo el 
papel fundamental que juega la simbiosis en este tipo de ecosistema. Por su parte, 
Rincón y colaboradores analizaron la Influencia de la mlcorrlza vesículo-arbuscular 
en la producción de blomasa de un cacto arborescente (Pachycereus 
pecten-abor/ginum). Sus resultados obervados en el crecimiento de las plántulas, 
denotan que la micorriza vesículo·arbuscular (Acaulospora spp. y Clomus spp.) 
incrementa el vigor del cacto, favoreciendo la absorción de agua y nutrimentos e 
influye en el establecimiento de las plántulas durante la estación de lluvias. 

Por otro lado, Ecker establece la Importancia de las asociaciones mlcorrízlcas 
en la adaptación de las plantas del desierto analizando el papel que juega la 
micorriza vesículo·arbuscular en dos cactus de los desiertos de Sonora y Arlzona: 
Toumeya papyracantha y Mammillaria thornheri. 

Concluyendo, podemos decir que, la trascendencia de las simbiosis 
mlcorrízlcas en la reintroducclón de plantas, es fundamental para conseguir el 
éxito en la adaptación y supervivencia de las plantas. Esto lo demuestran Zajicek 
et al. (1987) y Biermann & llnderman (1983) en plantas que han sido Inoculadas 
previamente antes de ser transplantadas, Incrementando su supervivencia, 
crecimiento e Inclusive, su capacidad reproductiva. 
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2. 4. LAS MICORRIZAS VESICULO-ARBUSCULARES 

2. 4. 1. Generalidades. 

Las mlcorrizas son las asociaciones entre ciertos hongos y las raíces de la 
mayoría de las plantas superiores, en las que la planta suministra fuentes de 
carbono de la fotosíntesis, así como un nicho ecológico, y el hongo contribuye 
principalmente en la absorción de algunos nutrimentos minerales y en su 
traslocación a la planta. Debido a que en un prlnclplo no se había esclarecido la 
naturaleza simbiótica de la relación, se utilizaba el término infección para 
denominar el proceso de establecimiento del hongo en las raíces. Recientemente 
se ha optado por el de colonización, debido a que no se presenta un deterioro en 
la planta como si el hongo fuera un patógeno. En este tipo de simbiosis, dos 
organismos fisiológicamente diferentes, constituyen un superorganismo con 
moñología y fisiología propias (Plenchette, 1 g82). Para Azcon-A. et al. (1991) las 
mlcorrizas son el órgano encargado de la captación de nutriementos. Por tanto, 
se dice que la condición natural de una planta micorrizada es la regla, y la no 
mlcorrizada es la excepción. 

Las mlcorrizas vesícula-arbusculares tienen huéspedes muy diversos, por lo 
que son ubicuas y cosmopolitas. Gozan de una amplia distribución geográfica, 
razón por cual se les ha llamado organismos sociales (Harley & Smlth, 1983). 
Están presentes en plantas con diferentes formas biológicas (hierbas, árboles y 
arbustos). A pesar de que se ha observado que tienen preferencia por la 
colonización de herbáceas, y los otros tipos de micorrizas para plantas leñosas; 
la incidencia de la mlcorrlza VA en plantas leñosas también es alta (Alwis & 
Abeybayake, 1987; Baylis, 1961 ). Aunque algunas plantas responden mejor a la 
colonización por ciertas especies de hongos VA (Mosse, 1973) o bien, los hongos 
están más adaptados a especies forestales y agrícolas; estas características los 
diferencian enormemente de los hongos patógenos que son altamente 
especificas. Palacios et al. (1987) encuentran un beneficio diferencial para dos 
variedades de cebolla al utilizar distintas especies de hongos endomicorrízicos. 
Chávez & Ferrera-C. (1 ggo) observan que la respuesta a la colonización en 
diferentes cultivares de fresa, depende de la combinación huésped/hospedero. A 
esto se le ha llamado efectividad del endó(ito (Palacios et al., 198n. 

Así mismo, se da el caso de que algunas plantas forman varios tipos de 
·mlcorrizas, como sucede en Prunus, Acacia, Casuarina, etc. y plantas que 
desarrollan normalmente ectomicorrlzas, presentan Individuos con micorrizas VA 
como el eucalipto (Harley & Smith, 1983). El mlcotrofismo de una planta está dado 
por la dependencia que tiene de la simbiosis para producir su máximo crecimiento 
y desarrollo, existiendo algunas plantas como Cltrus altamente 
mlcorrizo-dependlentes. Gerdemann (1975) define la dependencia mlcorrlzica 
como: el grado en el que una planta requiere de la condición mlcorrfzica para 
producir el máximo crecimiento a un nivel dado de fert/lización del suelo. 
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1!.. 4. 2. Reloc16n endóflto-hospedero: morfoflslologío de los mfcorrlzos VA. 

En las raíces de las plantas existe una zona naturalmente constituida por la 
asociación y convivencia de microorganismos (bacterias, hongos, protozoarios), 
nemátodos y partículas del suelo, así como exhudados radicales y otras 
estructuras de la raíz (pelos absorbentes). Todos éstos conforman un halo 
alrededor de la misma denominado rizoplana. Normalmente, las plantas que 
crecen en suelos naturales establecen un balance en la toma de nutrimentos, el 
pH del suelo, su forma de crecimiento y la convivencia con microorganismos 
rizosféricos, formando un nicho en el que el equilibrio permite la armonía conjunta 
de cada una de estas partes. las enfermedades lncldentes en las raíces por parte 
de patógenos del suelo, no forman parte de este equilibrio y confieren morfologías 
muchas veces típicas o anormales. En el caso de colonizaciones mlcorrízlcas, la 
penetración de los tejidos por el hongo tiene una estructura muy bien 
caracterizada en patrones comunes a la planta y al hongo. la mlcorriza 
vesícula-arbuscular origina cambios fisiológicos en la raíz (Azcon·A. eta/., 1991), 
a diferencia de los otros tipos de mlcorrizas en donde los cambios ocurren a nivel 
fisiológico (Hardie & Leyton, 1981). 

La micorriza vesícula-arbuscular tiene tres componentes principales: la raíz, 
el hongo y el micelio extramatrical en el suelo (Harley & Smith, l g83). Debido a 
c¡ue son simbiontes obligados, no crecen sin el primer componente. En esta 
asociación, el hospedero es totalmente autotrófico en carbono y la micorriza 
presenta una certísima fase saprofítica en la que germinan las esporas y las hifas 
crecen dirigiéndose a la raíz (Smith & Bowen, 1979). 

a. Establecimiento de la colonización. 

la colonización de las raíces por estos hongos requiere de una observación 
microscópica que preferentemente se evidencia mediante tinclón. la colonización 
se desarrolla a partir de la germinación de las clamldosporas o del micelio de una 
raiz previamente colonizada. las clamldosporas resisten el estrés por sequía y 
otras condiciones desfavorables del suelo, germinando cuando éstas son 
propicias. Los tubos de germinación producidos penetran en la raíz huésped a 
través de los apresarlos, constituyendo los puntos de colonización. 
Posteriormente, se desarrollan las hifas que se ramifican lntercelularmente sin 
invadir la endodermls, los tejidos vasculares ni los meristemos, y estableciéndose 
a cierta distancia del ápice o zona meristemática (Holley & Peterson, 1979). Las 
regiones suberizadas no son susceptibles a la penetración (Sanders & Shelkh, 
1983) ni tampoco los tejidos con clorofila (Ocampo, 1980). los puntos de 
colonización también se pueden establecer mediante hifas de otros propágulos, 
constituyendo a lo largo de la raíz, las unidades de colonización. 

Posterior al contacto con las células epidérmicas de la raíz (o inclusive con los 
pelos absorbentes), se desarrollan los arbúscu/os que son estructuras que se 
invaginan hacia el Interior de las células corticales rodeando el haz vascular. los 
arbúsculos se ramifican dicotómlcamente (en forma similar a como lo hace un 
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arbusto) hasta la formación de hifas con diámetro menor de 2 micras, lo que 
aumenta enormemente el área de interfase entre los dos organismos (Harley & 
Smith, 1983). 

Los arbúsculos tienen una alto contenido vacuolar y en el momento en que se 
forman, el núcleo de la célula vegetal se alarga y divide, lo que indica un 
incremento en la actividad fisiológica del hospedero y en la cantidad de RNA y 
ONA sintetizados. Son las estructuras más importantes en la simbiosis puesto que 
es a través de ellos que se realiza la transferencia de fosfatos y otros nutrimentos 
provenientes de las hifas. El tiempo de vida de los arbúsculos varia entre los 4 y 
1 S días (Bevege & Bowen, 1975; Cox & Tlnker, 1976) en los que la transferencia 
de metabolltos es bidireccional. La traslocacción se hace por medio de los gránulos 
de polifosfato que se depositan en sus vacuo las y que son degradados por la célula 
vegetal al momento de digerir a los arbúsculos con todo y su contenido (Azcon-G. 
& Barea, 1987). Este tipo de degeneración también ha sido observada en 
micorrizas orquidáceas y ericáceas, no así en relaciones parasitarias (Pegg & 
Vessey, 1973) refiejando que la longevidad de las células vegetales no se ve 
afectada en la colonización por hongos VA (Harley & Smith, 1983) (Fig. 1). 

ve.ge~!~: 1. Rt.prut.ntad6n uqut.mátlca de. la morf"!ogfa dt. un arbúse11lo lnvadJ,mdo una álula 

Simultáneamente al desarrollo arbuscular, se presentan las 11uíallos que son 
estructuras de reserva que contienen llpldos. Se forman intere intra alularemente 
a la raíz en reglones de colonización maduras (Carling & Bruwn, 1982). Al mismo 
tiempo, el micelio externo crece y se extiende, constituyendo un sistema de 
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absorción de nutrimentos con clamldosporas v esporocarpos (Azcon·G. & Barea, 
1987). Hepper (1981) confirma que el crecimiento micellal fuera de la raíz precede 
a la formación de algunos arbúsculos en las células, ya que el requerimiento de 
nutrientes por el hospedero, necesita del micelio para la transferencia de los 
mismos a las células vegetales. 

De esta manera, los arbúsculos v las vesículas constituyen las estructuras 
fisiológicas más conspicuas en este tipo de micorrlza, dándole origen a su nombre. 
A pesar de esto, Daft et al. (1975) observan que no todos los hongos 
vesícula-arbusculares desarrollan vesículas (o raramente las presentan), por lo que 
actualmente se les llama solamente mlcorrlzas arbusculares. 

Las colonizaciones mlcorrízicas secundarlas se caracterizan por presentar 
apresarlos típicos, hlfas corticales v el desarrollo de micelio externo; aumentando 
las interconecclones entre la colonización intraradlcal v la extramlcellal (Hepper 
& Smlth, 1983). Las colonizaciones secundarias dependen de los compuestos de 
carbono traslocados por el hospedero; mientras que en las otras, los puntos 
Iniciales de crecimiento se originan a expensas de las reservas de las esporas o 
propágulos (Sanders & Shelkh, 1983). 

El término de la simbiosis no siempre sucede cuando la raíz es senescente o 
muere. Reglones senlies de colonización fúnglca apuntan cambios cltológlcos 
como la progresiva vacuollzaclón de las hlfas y su seccionamlento (Harley & Smlth, 
1983). 

b. Intensidad de la colonización. 

La intensidad de la colonización micorrízlca depende de varios factores, entre 
los que caben destacar: 

(1) El estado fisiológico de ambos simbiontes. 

(2) El número de propágulos viables en el suelo. 

(3) La tasa de crecimiento de las raíces. 

(4) Condiciones ambientales. 

(S) La dependencia micorrízica. 

(6) La efectividad endófito/fotoblonte o el grado de compatibilidad entre 
ambos. 

La evaluación de la colonización de una raíz se mide en porcentajes, y puede 
ser estimada de diversas formas. Bethlenfalvay et al. (1982b) calculan la 
colonización a través de la masa de micelio extramatrical qúe refleja el incremento 
de micelio Interno. Sanders & Sheikh (1983) construyen un modelo matemático 
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en el que se contempla fa probabilidad que existe de que un propágufo cercano 
a fa raíz fa colonice y que está en relación al número de propágufos existentes en 
el suelo. De este modo, es posible estimar el número de puntos de colonización 
probables. 

En un sistema de raíces dado en un volumen de suelo, la tasa de apañción de 
puntos de colonización depende de fa densidad y viabilidad de los propágulos; 
de fa tasa de germinación y crecimiento de los mismos; de la tasa de crecimiento 
de fa raíz y del crecimiento radial de las hifas para encontrar la superficie de ésta. 

2. 4. 3. Factores qus determinan la cofonfzacl6n. 

Entre los factores más Importantes que determinan la colonización de fas 
raíces por estos hongos, están fas características del suelo, fas cuales inHuyen en 
el potencial colonizador del hongo mlcorrlzlco. La estructura, textura, contenido 
de materia orgánica, pH, fertilización, humedad, estatus nutricional y evolución 
del suelo, afectan directamente su crecimiento así como fa distñbución ycantldad 
de esporas (que se encuentran en fas capas menos profundas porque son muy 
suceptibles a fa oxigenación). 

Los hongos micorrízicos son muy sensibles al pH del suelo, el cual afecta 
directamente fa disponibilidad de los nutrimentos (Furlan, 1g81) y la propensión 

. de las plantas a las enfermedades (Couch & Bloom, 1958). A pesar de que se han 
encontrado hongos micorrlzicos vesleulo-arbusculares a un pH de 2.7 (Daft et al., 
1975) y 9.2 (Bowen, l 980), un suelo ácido es un suelo fungistático para las esporas 
de estos hongos. En este caso, la adición de caliza Incrementa la colonización de 
las ralees, el índice de germinación y el crecimiento de los tubos genninativos 
(Slqueira et al. 1984). 

la micorriza vesfculo·arbuscular, es muy sensible al fotoperiodo e intensidad 
luminosa a la que esté expuesta la planta (Boullard, 1959) puesto que, 
generalmente, un aumento en la fotosíntesis, trae consigo una mayor producción 
de fotosintatos y con ello un máximo desarrollo de la colonización (Harfey, 1969). 
Esto se debe a que más del 1 O" de los productos de la fotosíntesis elaborados 
por el hospedero que se traslocan bajo la tierra, se gastan en el crecimiento hlfal 
v respiración (Pang & Paul, 1980; Paul & Kucey, l 981; Stribley et al., 1980). 

la Idea de que las micorrizas remplazan la función que tienen los pelos 
absorbentes de las ralees, fue moldeada a finales del siglo pasado. Generalmente, 
se afirma que plantas con pocos pelos absorbentes, como la cebolla y el limón, 
son aparentemente más susceptibles a la colonización que las que desarrollan un 
buen sistema de pelos radicales (Crush, 1974; Hariey& Smith, 1983). Baylls (196n 
justifica de este modo, la ausencia de colonización en algunas familias (Cruclferae, 
Juncaceae). Chllvers & Daft (1981) manifiestan que hay una mutua exclusión entre 
los pelos absorbentes de las raíces y la mlcorriza. Sin embargo, otros tipos de 
mlcorrlzas con una fisiología muy similar (ericoldes), deberían desarrollar el 
mismo esquema, lo cual no ocurre. Actualmente, se piensa que esta es una ventaja 
adicional que otorga la mlcorriza, la cual es aprovechada más eficazmente por 
este tipo de plantas (Harley & Smith, 1983). 
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Por otro lado, el efecto del entorno nutritivo es muy importante. Daft & 
Nicolson (1966b, 1972) demuestran por vez primera que el desarrollo de raíces 
colonizadas y su efecto en la planta, es mayor en suelos con un bajo o no 
balanceado estatus nutrlclonal, particularmente con poco fósforo. Altos niveles 
de fósforo y nitrógeno están asociados con una disminución en la colonización 
tal y como sucede en suelos altamente fertilizados (Mejstrik, 1965). Trinick (1977) 
y Danlels & Trappe (1980) demuestran que añadir pequeñas concentraciones de 
fósforo al suelo decrementan la colonización aunque la germinación de las esporas 
no se ve afectada. Sanders (1975), sugiere que no son los niveles altos en fósforo 
del suelo los que Impiden el establecimiento en sí de la colonización micorrízica, 
sino el Incremento del mismo en los tejidos de la planta por lo que ya no requiere 
del hongo. Palacios·M. et al. (1987) observan un Incremento de fósforo mayor al 
100" en plantas de cebolla colonizadas por Glomus fasciculatum. 

También se debe considerar que una pobre o nula colonización en suelos 
agrícolas, se puede deber a la adición de pesticidas y fumigantes que matan los 
propágulos del suelo (Menge, 1982). Esto podría provocar el enanismo observado 
por algunos Investigadores en cultivos que se desarrollan sin mlcorrlzas, lo cual 
no ha sido atribuído a una alteración en los nutrimentos del suelo (Kleinschmldt 
& Gerdemann, 1972; Plenchette, 1982). Así mismo, las auxlnas, las cltoqulnlnas 
y giberelinas presentes en los tejidos de la planta, son otro factor importante en 
la colonización puesto que regulan la formación de raíces y repercuten en el 
número de arbúsculos y vesículas en el momento en que se lleva a acabo la 
defoliación. 

Otros factores que repercuten en el éxito de la colonización, están 
relacionados con el genotipo del huésped y el reconocimiento bioquímico, y la 
capacidad colonizadora del hongo. 

2. 4. 4. Entidades de colonlzacl6n: propágulos de mlcorrlzas VA. 

En algunos suelos cuyas plantas presentan una alta colonización con hongos 
vesículo·arbusculares, la cantidad de esporas en el mismo es ínfima, lo que sugiere 
que existen otras fuentes de lnóculo (Harley & Smlth, 1983). A continuación se 
describen las estructuras con las que se propagan los hongos mlcorrízlcos 
vesícula-arbusculares. 

Clamldosporas. Son las esporas de resistencia con las que se reproducen 
comúnmente las micorrizas vesícula-arbusculares. Hay que aclarar que no se 
conoce la reproducción sexual en estos hongos. Las paredes de las clamldosporas 
son gruesas, normalmente pigmentadas y se forman en los extremos terminales 
de las hifas vegetativas (Azcon·A. et al., 1991 ). La taxonomía de estos hongos 
está basada en las características morfológicas de las esporas tales como: tamaño, 
coloración, forma, número de capas constituyentes (murología) y características 
germlnativas (número y grosor de tubos de germinación). Los únicos géneros que 
forman este tipo de esporas son Glomusy Sclerocystls(Sleverdlng, 1983). Además, 

13 



el género Glomus produce esporas ectocárp/cas (dispersas en el suelo) y/o 
endocárplcas (agrupadas en esporocarpos) (Azcon·A. et al., 1991 ). 

Las clamldosporas son el propágulo que más se utiliza en las Investigaciones 
que se llevan a cabo con este tipo de mlcorrlzas. Esto se debe a que: permiten 
asegurar su viabilidad, edad, uniformidad y especie (establecimiento de cultivos 
monospórlcos) y a su factible manejo en condiciones de laboratorio siendo posible 
su desinfección sin dañar su fisiología (Fig. 2a). 

Esporocarpos. Los esporocarpos son estructuras de resistencia que albergan 
un conjunto de clamldosporas organizadas en un esferoide compactado por 
micelio. 

El trabajo con este tipo de propágulo nos permite la obtención de una buena 
cantidad de esporas vivas, sanas, uniformes y potencialmente colonizadoras. 
Algunas especies de Glomus forman esporocarpos tanto en campo, como en 
invernadero (Thaxter, 1922; Gerdemann & Trappe, 1974, Tandy, 1975, Hall, 
1977). Los géneros Acau/ospora, Gfgaspora y Entrophospora no forman 
esporocarpos (Sieverdlng, 1983) (Flg. 2b). 

Vesículas. Estas son estructuras de almacenamiento de reservas nutritivas en 
forma de lípidos. Las vesículas permanecen en qufescencla, que es un estado 
similar a la dormancla de las esporas y que no Implica una maduración fisiológica. 
De este modo, persisten en raíces muertas y según Harley & Smlth (1 g83) germinan 
similarmente a como lo hacen las esporas externas. 

Si bien, Blermann & Linderman (1983) utilizan vesículas como lnóculo y Strullu 
& Reman (1987) cultivan axénlcamente vesículas observando su asociación con 
raíces de tomate; actualmente se duda de su naturaleza reproductiva por lo que 
no es el mejor propágulo para la Inoculación experimental. 

Micelio. El micelio de un hongo mlcorrízlco VA está formado por hlfas 
extramatrlcales e lntraradlcales de muy diferentes diámetros. Dowdlng (1959) y 
Tommerup & Abbott (1981), detectan la supervivencia de las hlfas vegetativas en 
raíces senescentes o muertas posterior a los seis meses, lo que habla de su enorme 
potencial colonizador en campo. 

Sin embargo, para trabajos en laboratorio, si no se tiene una certeza del origen 
del material con el que se trabaja, o un perfecto conocimiento de las características 
del micelio de la especie en partlcuar (grosor, ramificación coloración, etc), no se 
debe considerar como inóculo particularmente en trabajos taxonómicos. 

Raíces colonizadas. Las raíces colonizadas contienen hlfas, vesículas y 
esporas que son propágulos potenciales por lo que aumentan las posibilidades 
colonizadoras de este tipo de propágulo. En la práctica común, se usan 
extensamente para que las plantas adquieran la mlcorriza (Harley & Smith, 1983). 
Además permiten asegurarnos de la pureza del aislado de hongo con que se 
trabaja para establecer un cultivo monosespecífico. Tanto las raíces viejas como 
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las jóvenes, sirven como fuente de inóculo en trabajos experimentales (Biermann 
& Linderman, 1983; Wllllams, 1990) (Fl9. 2c). 

,·"".(,' 

·.~:iY,~:~. ·.· 

Figura 2. Mlcrofatogro(las de pro¡xlgulos do mlcomzas VA:"· Racimos do dam/dosporas de 
Clomus sp. b. Es-q>a. c. Rafi senucont• de poro (Alllum porrum L) colon Izada por Clomus 
sp. Tomadas por A. Combo41. 
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2. 4. 5. Beneficios que aportan a las pantas, las asociaciones mlcorrízkas del tipo 
V.A. 

Normalmente, los beneficios que conlleva la mlcorriza veslculo-arbuscular a 
las plantas, no se presentan si las condiciones no son las adecuadas para que la 
planta hospedera se desarrolle. Si las condiciones ambientales son adversas, el 
beneficio de la mlcorrlzaclón se puede ver anulado. Contrariamente, este beneficio 
se manifiesta cuando la planta está favorecida (Varela, 1984). 

Con la micorrización se espera: 

• Un Incremento en la cantidad de fósforo en los tejidos. 

•Un verde Intenso en el follaje y una mayor superficie foliar debido a que las 
plantas aumentan su tasa fotosintétlca (Dehne; 1978; Levy & Krikun, 1980). 

• Un mayor desarrollo radical y raíces con un tiempo de funcionalidad y 
.1ctividad mayor debido a que tienen más energia metabólica. Esto refleja un 
incremento en la blomasa del tallo; un mejor desarrollo del sistema vascular; una 
mejora en la producción de flor y fruto v. gr. Daft & Okusanya (1973), Daft & 
El·Glahmi (1975), Schoenbeck & Dehne (1979), Berthau et al. (1980). 

Todos estos cambios se han atribuído a una mejora en la nutrición mineral de 
la planta, que no siempre resulta con la adición de fertilizantes (Harley & Smith, 
1983). 

El flujo de nutrimentos en un sistema micorrízlco es de 2 a S veces mayor que 
en un sistema no mlcorrizico (Sanders & Sheikh, 1983), puesto que se deben 
considerar dos componentes: el hongo y la raíz por sí misma. La eficacia en la 
captación de fosfatos de una planta micorrlzada es cuatro veces mayor que la de 
oma que no lo está, ya que el micelio proporciona una superficie extra de absorción 
y un mayor volumen de suelo a explorar (v. gr. las hifas de Glomus pueden 
extender la zona de captación al menos 7 cm y cada centimetro puede tener hasta 
80 cm de hlfas externas (Azcon·G. & Barea, 1987; Gerdemann, 1975). Sanders et 
al. (1977) y más tarde Graham (1982), notan que, una vez que el hongo se ha 
establecido, la tasa de absorción de fosfato por las hifas está relacionada con el 
crecimiento del micelio externo. La velocidad de difusión de los Iones de fosfato 
desde el suelo no rizosférico hacia la raíz, es Inferior a la de absorción de los 
mismos por parte de la planta, por lo que se genera una zona de agotamiento 
(Azcon-G. & Barea, 1987; Nye & Tlnker, 1977). Las mlcorrizas no hacen que el 
fósforo insoluble se solubillce puesto que también lo toman de la reserva soluble 
disponible, sino que aceleran el rompimiento del equilibrio que existe entre ambas 
formas de Iones y, por lo mismo, más rápidamente se renueva la cantidad 
disponible para establecer nuevamente este equilibrio. Por lo que las plantas que 
tienen una alta demanda en fósforo (como las leguminosas) y las de sistema pobre 

16 



radical, se ven muy favorecidas por la micorrizaclón. Prácticamente todos los 
géneros de leguminosas no fijadoras, presentan endomicorriza. 

Además, la mlcorrlzajuega un papel Importante en el control de enfermedades 
de la raíz, ya que produce sustancias antibióticas; ocupa un nicho ecológico y 
disminuye la probabilidad de que se establezca cualquier patógeno al competir 
mediante barreras mecánicas y químicas por un mismo habltat (Baradas & Halos, 
1980). Como consecuencia se reducen en un 58" la severidad de las enfermedades 
de las plantas. Los exudados de las plantas micorrlzadas, además de evitar la 
intervención de algunos microorganismos patógenos, favorecen la de las bacterias 
solublllzadoras de fosfatos (Azcon-G. & Rarea, 198n. 

En general, las plantas con mlcorriza soportan mejor el transplante, la sequía, 
la toxicidad y la salinidad. Por estos motivos, la Inoculación artificial se realiza en 
horticultura, floricultura, silvicultura, agricultura y en plantas ornamentales. Rlch 
& Blrd (1974) enfatizan que la micorrizaclón temprana en plantas de cultivo es 
importante para acelerar su crecimiento. Las normas de estandarización y 
producción del hongo deben peñeccionarse para que se lleve a cabo la Inoculación 
masiva en ecosistemas agrfcolas u hortícolas (Harley & Smlth, 1983; Abbot & 
Robson, 1982; Cox & Robson, 1980). 

Existen trabajos en donde se Indica que la mlcorriza ayuda también en la 
absorción de otros elementos como Zn, S, Sr, K, Cu y en algunos casos de N 
(Guzman·P. & Ferrera·C., 1990; Posslngham & Groot, 1971). Al respecto, Mosse 
en 1957 observa en semillas de manzana, un Incremento por unidad de peso en 
la cantidad de potasio, fierro y cobre en de plantas mlcorrizadas. 
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2. S. CULTIVO IN VITRO 

2. S. 1. Mluopropagaclón de especies wlnerables. 

Los conocimientos generados en biología vegetal a lo largo de este siglo, han 
permitido la Implementación de técnicas biotecnológicas, que han contribuído a 
la resolución de problemas que acosan a las poblaciones humanas en el transcurso 
de los últminos años. La manipulación genética para lograr vegetales resistentes 
a plagas y condiciones ambientales desfavorables, la creación de variedades que 
aporten más elementos nutrlcionales a la dieta, la producción de clones de plantas 
1ransformadas, la producción de compuestos naturales, la criopreservación de 
genomas de especies en extinción, la obtención de líneas celulares de plantas 
comestibles o medicinales libres de alcaloides tóxicos, etc.; se han implementado 
con resultados a corto plazo. 

Uno de los aspectos más interesantes y potencialmente aplicables de la 
biotecnología vegetal, es la micropropagaclón o cultivo de tejidos vegetales para 
el reestableclmiento de poblaciones naturales de plantas endémicas o en peligro 
de desaparecer (Raven, 1g75; Wockock, 1981; Rubiuo, 1992) o bien de especies 
difíciles de domesticar. Propagar una especie para salvarla de las garras de la 
extinción, es un asunto muy complejo y que debe considerar distintas 
problemáticas conjuntas a la desaparición. Ecker (1989) enfatiza la dificultad de 
la reintroducción de especies a sus hábitats naturales y analiza que es uno de los 
puntos más riesgosos en el éxito de la propagación de especies vulnerables. 
Propone un estudio completo de las condiciones ambientales de donde procede 
la especie, contempla aspectos relacionados con asociaciones simbióticas que no 
son consideradas al momento de llevar acabo la reintroducción, particularmente 
las de tipo micorricico que son tan extendidas mundialmente y tan necesarias 
para la mayoría de las plantas. 

La reincorporación de la especie a su ambiente natural, es de las partes más 
importantes en la micropropagación así como la más vulnerable, puesto que de 
nada serviría en este caso, tener miles de individuos dentro de frascos en una 
cámara de crecimiento, si no se pueden reintroducir exitosamente a su hábitat 
natural. 

En México, pocas son las especies amenazadas en las que se ha ensayado su 
recuperación a través de la mlcropropagación. Tal es el caso de Mammillaria 
san·angelensis (Martínez & Rubluo. 1989) y Mammillar/a hu/tzi/opocht// (Rubluo 
et al., 1990) que han sido rescatadas y que están dentro de los dos grupos de 
plantas más fuertemente amenazados en México como lo son cactáceas y las 
orquídeas. Para esto, Rubluo y colaboradores (1985, 1990, 1991, 1992) han 
diseñado toda una metodología de rescate de plantas en peligro a través del cultivo 
de ·tejidos, considerando además de los factores experimentales, el análisis 
sociológico de las principales causas de extinción de la especie y estudios de 
impacto ambiental referentes al costo, evaluación y legalidad necesarias en el 
proceso de rescate. 
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2. S. 2. Cultivo In vltro de Mammlllarla. 

Carey (1980) analiza el problema de la amenaza de extinción para las cactáceas 
estableciendo que una de las principales causas se debe a la sobreexplotación de 
las poblaciones naturales con fines comerciales. La belleza extraordinaria de los 
individuos de esta familia ha sido motivo de brutales saqueos (aún en reservas y 
parques Nacionales en los Estados Unidos) para ser altamente cotizadas en el 
mercado Japonés y Alemán. 

Debido a que son pocas las Investigaciones realizadas en el cultivo In vltro de 
cactáceas, todavía son menores los estudios realizados en la propagación de 
especies del género Mammillarla Oohnson & Emino, 1 g79; Martínez-V. & Rubluo, 
1989; Rubluo et al. 1990). Los trabajos realizados por estos últimos en la 
propagación de cactáceas In vitre, sugieren partir del uso del medio nutritivo 
Murashige & Skoog puesto que en él se ha obtenido una respuesta generalizada 
en esta familia. Un factor ímportante que debe estar presente en el medio son las 
cltocininas que son indispensables para su crecimiento (Clayton et al., 1990) ya 
que es posible que las cactáceas cultivadas in vitro sinteticen internamente 
•uxlnas (Rubluo & Flores, 1990). Rubluo et a/. (1990) han logrado la 
micropropagación exitosa de Mammillar/a huitzl/opochtli (una especie en 
extinción) en el medio anteriormente citado, siendo uno de los pocos trabajos en 
donde se ha obtenido la micropropagaclón de una especie de este género. 

Debido a que en este trabajo se tiene interés de llevar a cabo la colonización 
in vitro con hongos micorrízlcos de las raíces de una especie de este grupo de 
plantas, se analizará brevemente las características del sistema radical de esta 
familia. 

a. Morfología de las raíces 

Las mamllarias, no alcanzan grandes alturas, creciendo en los primeros años 
rápidamente a lo largo contrayéndose en su parte basal y posteriormente 
.1cumulando peso hacia los lados, por lo que desarrollan de este modo, una forma 
corta globular (Buxbaum, 1950). 

El sistema radical que presentan normalmente las cactáceas es muy similar al 
de las demás dicotiledóneas (Relche s.f.). Su profundidad es menor a los SO cm y 
se lignifica prontamente. Buxbaum (1950) hace una descripción general de las 
raíces: las que están maduras son similares al tejido del tallo que es más compacto 
y denso hacia el centro, por lo que el parénquima se reduce en este patrón siendo 
nulo en este punto. En tempranos estadios de crecimiento, una perldermls recubre 
las jóvenes raíces en una capa envolvente. En Mammil/arla, los tubos laticíferos 
pueden establecerse en el parénquima cortical. Las especies de poca altura, 
presentan ralees laterales y/o profundas dependiendo del ambiente en el que se 
encuentren (Schumann, 1899): las cactáceas con un sistema de raíces laterales, 
•'5tán bien adaptadas para absorber rápidamente el agua en las lloviznas 
muxbaum, 1950). Las raíces napiformes de las cactáceas están modificadas para 
la preservación del agua, siendo muy comunes en reglones áridas o en plantas 

19 



con un tallo muy reducido. Algunas especies de Mamm//larla, presentan este tipo 
de raíz. Otras especies de cactáceas epifitas, desarrollan raíces adventicias aéreas 
para absorber agua del aire y al ponerse en contacto con el suelo, crecen como 
las otras raíces. De otra forma, se lignifican rápidamente, rompiendo la estructura 
del xllema en las contorsiones que sufren y sirven únicamente como estructuras 
sustentaras (Buxbaum, 1 gso). 

b. Morfología de las raíces de M. hutzilopochtli In vitro. 

El enraizamiento de los Individuos logrados in vitro, es uno de los objetivos 
más Importantes en este tipo de cultivo puesto que esto les asegurará su 
supervivencia en un medio donde los nutrimentos necesitan ser adquiridos a 
través del desarrollo de un buen sistema radical. En algunas especies una vez que 
el Individuo se ha diferenciado, se logra que se generen primordios de raíz y 
raicillas mediante la simple resiembra. Sin embargo, otras veces es necesario 
agregar al medio fitohormonas para Inducir la generación de raíces. 

En el caso de la propagación de Mammillaria san·ange/ensls, la obtención de 
un sltema radical In vltro se logró fácilmente, sin la necesidad de hormonas, no 
así en el caso de M. huitzilopochtliy Aztequium ritteri, especies en la que ha sido 
necesario el empleo de auxlnas aún sin muy buenos resultados (Rubluo, 1992). 

El sistema radical que desarrollan en el medio de cultivo está formado por 
raíces principales que se extienden lateralmente hasta alcanzar dos o tres veces 
el tamaño del ejemplar. Son delgadas y fibrosas con yemas de brotes alternos a 
lo largo del eje de las raíces primarias de las cuales emergen en el extremo, 
decenas de largos pelos absorbentes. La epidermis también está cubierta de 
múltiples y finos pelos absorbentes que no se logran percibir en el medio, dando 
la Impresión de que existe una superficie lisa. Las raíces lignifican muy 
rápidamente y debido a que en los cultivos la luz incide en las raíces a través del 
medio translúcido, muchas de ellas eran clorofílicas. 

Otra característica observada, es que a pesar de la humedad del aire (que suele 
llegar hasta el 100%), algunos Individuos desarrollan raíces aéreas con múltiples 
vellosidades a lo largo del eje principal. Figura 3. 

2. S. 3. Manipulación de algunas plantas In vltro con mlaoorganlsmos. 

Uno de· los aspectos relevantes en el trabajo In v/tro, es la Interacción con 
microorganismos bajo condiciones controladas. Estudios realizados con bacterias 
revelan la trascendencia de estas investigaciones. El aislamiento, cultivo y 
purificación de aislados de hongos y bacterias para su posterior trabajo en 
laboratorio, son de las prácticas que más se realizan en muchas investigaciones. 

Los trabajos llevados a cabo con cultivos In vitro, han permitido estudiar 
fenómenos como embrlogénesls somática, mutagénesls, fitopatología, 
producción de metabolltos secundarios, hibridación, organogénesls, etc. Este tipo 
de investigaciones han permitido observar el crecimiento Indefinido de las plantas, 
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la totipotencialidad celular, la universalidad de la estructura de la membrana, la 
variación somaclonal y la producción de metabolltos secundarios (Constable, 
1993). 

· · · Figura 3. Represtntacl6n esquemática de la ralz de Mammlllarla hultzllopodrtJ/ oburvoda P!Jf' 
aclaración y tlnclón según técnica modificada de Phlll/ps & Hayman (1970). Se .,,,...,_, los 
múltlplu ~IM absorbentes desarrollados en el utremo de los pequeños y INlnta'DSOS brotes 
adventicios. 

los estudios de colonlzación con hongos endomicorrlclcos In vltnJ podrían 
ayudar a investigar: (1) el estudio de cómo se da la colonlzaclón de las ralees sin 
la Interacción de factores asociados; (2) la obtención de cultivos puros especificas 
de una especie de hongo particular para la colonizaclón de plantas de interés 
comercial y agronómico; (3) el control en la Inoculación de plantas axénicamente 
sin problemas de contaminación que son acarreados en el uso .de las técnicas de 
inoculación tradicional con propágulos del suelo; (4) el papel que juega la 
mlcorriza en el control de enfermedades radicales; (5) la producción de 
antibióticos por el hongo que inhiben el crecimiento de cierto tipo de 
microorganismos; (6) en estudios de blologla molecular y bioquímica que 
describan los mecanismos genéticos y qulmiotácticos por los que se regula esta 
Importante asociación; etc. 
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Se han logrado grandes avances con la manipulación In vltro de 
microorganismos. Sin embargo, la Interacción de dos especies en un sistema 
controlado es bastante complejo. La utilización de virus y bacterias de E. col/ para 
el estudio y la manipulación del código genético, es uno de los ejemplos más 
conocidos. La Inoculación de cepas puras de Rhlzoblum en cultivares In vltro, ha 
tenido gran importancia en el descubrimiento de las Interacciones genéticas y 
moleculares que se llevan a cabo en la fijación de nitrógeno. 

Sin embargo, el potencial práctico no ha sido explotado en todas sus 
posibilidades. Recientemente, se Inoculan especies de pinos con cepas purificadas 
de hongos ectomlcorrlzicos, para llevar a cabo la reforestación de bosques. 
Estudios de este tipo con mlcorrizas VA, apenas se están estableciendo (Pons ~t 
al. 1982; Navalet, 1982, etc.) debido a que la ellmlnaclón total de los 
microorganismos en un sistema biológico, muchas veces ha propiciado el éxito o 
el fracaso. Es dlfícll lograr la Interacción de dos o tres Individuos de diferentes 
especies en un cultivo puro, puesto que son varios los factores que pueden 
favorecer a una especie y no a la otra. En este sentido, caben mencionar las· 
ventajas y desvntajas que puede tener la Inoculación In vltro con micorrlza 
veslculo-arbuscuiar. 

Micorrizaclón VA in vitro 

Ventajas: 

• Se puede aplicar tanto en la micropropagaclón de cultivos ornamentales, 
,comestibles o medicinales, como en plantas de difícil o lenta propagación y/o en 
extinción . 

.. ~ Incrementa la supervivencia de las plantas en el momento del transplante. 
·* Las plantas mlcorrlzadas están más protegidas contra patógenos de la ralz. 
• Se puede realizar un seguimiento de la colonización, desde sus primeros 

estadios. 
• Se tiene un control de las condiciones ambientales y nutrlclonales. 

Desventajas: 

·. • In vltro, se elimina la Influencia de los microorganismos nativos del suelo y 
de la rlzosfera. 

• Se suprime la influencia de las propiedades del suelo. 
• Se puede afectar la respuesta por la situación de estrés en el que se 

encuentran las plantas In vltro. 
• En estas condiciones, no es posible obtener el ciclo de vida completo de la 

planta (en el caso de estudios de seguimientos de colonización en plantas 
anuales). 

• Se requiere de mucho tiempo y trabajo en el manejo de las técnicas. 
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Finalmente, se pueden establecer algunas diferencias Importantes entre el 
cultivo de células vegetales y los cultivos de microorganismos relacionadas con 
este trabajo: 

. • la tasa de crecimiento de los microorganismos es rápida duplicándose en 
horas y ·para las plantas, el tiempo requerido es de días lo que conduce a la 
obtención de cultivos largos en los que se debe lievar a cabo la inoculación en el 
momento preciso para no correr el riesgo de que se contamine. 

•la aereaclón requerida en cultivos de microorganismos es más alta que en 
la de las plantas porque tienen un menor requerimento, lo que es un problema 
importante en el establecimiento del hongo mlcorrícico que es muy sensible a la 
oxigenación. 

•El tamaño celular difiere de 1 a 1 O micrómetros para los microorganismos y 
de 1 O a 100 para las plantas, lo que repercutiría en la observación microscópica 
de las estructuras en el medio de cultivo. 
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2. 6. GERMINRCION DE ESPORRS 

2. 6. l. Proceso de germlnacl6n dc esporas. 

Es un hecho que las esporas germinan fácllemente en agua, por lo que no 
precisan de ningún estfmu(o proveniente de tas plantas o microorganismos 
del suelo. Entre Los factores que Inducen o favorecen la germinación, están todos 
aquellos cambios en las condiciones flslcoquímlcas del medio (Azcon·A. et al., 
1991 ). La germinación espontánea en ausencia de hospederos, resultaría 
paradójica si consideramos la naturaleza obligada del simbionte y podrla traer 
como consecuencia, el agotamiento del lnóculo en el suelo (Koske, 1 g81 a). 

El metabolismo de la germinación ha sido hlpotetlzado por Slquelra en 1987, 
quien sugiere que se dispara al activarse proteasas existentes en la membrana en 
el momento de lmblblr a las esporas. Tommerup (1985) establece que la 
hidratación de las esporas es el principal proceso metabólico que precede a la 
incubación y germinación, y se da Inmediatamente después de que éstas son 
lavadas. Al absorber el agua, aumentan su volumen de un 40 a 100%, alterando 
las propiedades blofísicas de la membrana y modificando la configuración espacial 
y la actividad de la enzima que se encuentra en ella. Las prote(nas de reserva que 
están en el citoplasma, comienzan a ser hldrollzadas dejando aminoácidos libres 
que formarán nuevas protelnas. De este modo, se desencadena el metabolismo y 
se comienzan a degradar los llpldos de reserva (de trlgllcérldos a ácidos grasos) 
cuyo contenido varia entre un 45 y 70 "·A los 1 5 minutos, comienza la s(ntesls 
de RNA y entre los 35 y 45 minutos, la de proteínas, aminoácidos, carbohldratos, 
ácidos orgánicos y ATP. Pasadas de 5 a 14 horas, se sintetizan llpldos y 
pollsacárldos (Azcon-A. et al., 1991; Bellby & Kldby, 1982). Simultáneamente, 
ocurre la división de los núcleos (Sward, 1981 ). El tubo germlnatlvo aparece 
normalmente entre los 3 y 7 dias de Incubación, o antes, dependiendo de la 
madurez y viabilidad de las esporas (Azcon·A. et al., 1991 ). La germinación 
múltiple que ocurre con la aparición de varios tubos germlnatlvos (Sanders & 
Shelkh, 1983), ha sido observada en Clomus por Danlels & Trap pe (1980). Algunas 
esporas son capaces de producir sucesivamente hasta 1 O tubos de germinación 
si se van cortando los anteriores (Koske, 1981b). Godfrey (1957b) observa el 
nacimiento del tubo germlnatlvo a partir de la hlfa sustentara. Esto también es 
observado por Mosse (1959) y Danlels & Trappe (1980). De hecho, en esporas 
jóvenes no ocurre una verdadera germinación, sino más bien, un recrecimiento 
de la hlfa parental (Flg. 4). 

Como resultado del proceso de germinación, la espora no agota sus reservas 
llpldlcas y puede germinar nuevamente al ser transferida a un nuevo medio 
(Azcon·A. et al., 1991). El (los) tubo (s) de germinación se comienzan a ramlflcar, 
y si en treinta días no encuentran ralees susceptibles de ser colonizadas, los 
extremos de las hlfas se tablean y el citoplasma se retrae hacia la espora que entra 
en una fase de reposo para germinar de nuevo posteriormente (Hepper, 1984; 
Slquelra et al., 1985). Las hlfas que surgen de las ·esporas germinadas son 
septadas (particularmente en las ramificaciones) y su crecimiento en el suelo 
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depende del almacenamiento de reseivas nutritivas de las esporas que provienen, 
. a su vez, de los nutrientes derivados de las ralees (Harley & Smith, 1983). 
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2. 6. 2. Condiciones fisiológicas qu" afectan la germinación y el aeclmlento hllaL 

a. Tiempo de germinaciórL 

El tiempo que tardan las esporas en germinar es muy variable (aún en la misma 
especie) y depende directamente de las condiciones ambientales y de su estado 
fisiológico (Sward et al., 1978). Godfrey (1957b) y Mosse (1959) observan que la 
germinación puede ser lenta e inconsistente, extendiéndose de 2 a 3 semanas y 
alcanzando de un 5% a un 80· 100 % de 2 a 4 días. Koske (1981 a) observa la 
germinación y rápido crecimiento de los tubos germlnatlvos de Glgaspora 
gigantea en 21 horas, y junto con Daniels & Graham (1976), cuantifican altos 
niveles de germinación en 7 días. La germinación, crecimiento de las hlfas y 
colonización, para algunas especies de Glomus, ha sido observada en 21 días 
(Barkdod & Schenck, 1987). Wilson et al. (1989) determinan que 12 días de 
incubación es el tiempo óptimo para determinar si la germinación puede ocurrir 
o no en agar-agua. Tommerup (1985) establece un tiempo de 2 a 3 semanas para 
esporas quiescentes. La asincronía en la germinación de las esporas en estudios 
experimentales, es un problema importante ya que pueden modificar 
considerablemente los resultados que se esperan. 

h. Edad fisiológica de las esporas y dormancla. 

Se ha observado que esporas viejas germinan más rápido que esporas frescas 
(Mosse, 1959; Daniels & Graham, 1 g16; Hepper & Smlth, 1976), lo cual sugiere 
una innata dormancla (Tommerup, 1 g83). Godfrey (1 gs7b) encuentra una pobre 
germinación en esporas frescas de Endogone mlcrocarpa a diferencia de las 
almacenadas de 1 a6 meses, sugiriendo también que esto se debía a ladormanda. 
Clamldosporas frescas cosechadas de G. fasciculatum y G. mosseae, muestran 
tasas de germinación lentas y aslncrónicas (Salir et al., 1 ggo¡. Por lo contraño, 
Koske (1981) observa que esporas de Gigaspora gigantea desarrollan un alto 
porcentage de germinación Inmediatamente después de ser colectadas, mientras 
que las almacenadas por más de dos años, no germinan bien en agar-agua 
(20-30%). Esto significa que pierden su viabilidad de 6 a 8 meses, por lo concluye 
que esta especie en particular, está adaptada de tal forma a su ambiente, que no 
requiere de un simulamiento de las condiciones naturales de Invierno como seña 
el almacenamiento en frío. Esta habilidad de germinar o no, sugiere que en la 
dormancia suceden cambios en la estructura de la pared con la edad fisiológica. 
A pesar de ello, se necesita de la Influencia de factores externos para modificar 
el contenido de las esporas hasta el final de la dormancia, ya que la madurez de 
una espora está dada por el grosor de la endospora (Godfrey, 1957b). 

La edad fisiológica de las esporas y la dormancla Influyen en la probabilidad 
de colonización de una planta. Al respecto, Sward (1981) observa que las esporas 
Jóvenes producen normalmente sólo un tubo germlnatlvo, mientras que las viejas 
producen frecuentemente vaños. 
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c. Viabilidad de las esporas. 

El tiempo de sobrevlvencla de las clamidosporas es muy variable y depende 
de la especie y de una multitud de factores. Villegas (1992) observa el aumento 
en la viabilidad de las esporas después de almacenarlas a 3SC. Una manera de 
conocer la viabilidad de una muestra es hacer pruebas de pregerminaclón. 
debiéndose tener cuidado con el tiempo en el que las esporas encuentren una 
raíz, puesto que pueden perder la capacidad de generar estructuras de 
penetración (Tommerup, 1 ga4a). Por ejemplo, Tommerup (1 g81) demuestra que 
la "lnfectivldad" o potencial colonizador de las esporas de hongos 
endomlcorrizlcos VA, decrece en un 50%ocho semanas después de la germinación 
y hasta en un 0%, pasando las 16 semanas. Actualmente, la prueba de viabilidad 
de esporas se realiza con bromuro de tetrazollo, que es un reactivo que permite 
establecer por tinción en 72 horas, el porcentaje de es peras viables en una muestra 
(An & Hendrix, 1 ga8). 

d. Almacenamiento. 

Los factores que limitan la supervivencia de las esporas son la temperatura, 
la humedad del sucio y el tiempo y condiciones de almacenamiento (Tommerup, 
1 g83, 1 g87; Nemec, 1987). Villegas (1 g92) observa que el porcentaje de 
colonización en plantas de almácigo (lechuga y jitomate) aumenta 
considerablemente cuando se ha almacenado el inóculo a 3SC. La adaptación a 
distintos climas y poblaciones vegetales, son una de las causas de esta variación, 
y se ve reflejada en la viabilidad, en función del tiempo y condiciones de 
almacenamiento. Normalmente las cepas aisladas o colectadas, se almacenan en 
frío a 4C ya sea en suelo, agua o soluciones conservadoras (Sward et al., 1 g78). 
Algunos investigadores afirman que ciertas condiciones de almacenamiento 
sirven para incrementar y sincronizar la germinación. El almacenamiento en frío 
a -1 OC Induce altas y sincrónicas tasas de germinación que se incrementan todavía 
más, conforme aumenta el tiempo de almacenamiento. Los estudios realizados 
en Glomus fasciculatum y G. mosseae muestran que las esporas no almacenadas, 
declinaban sus tasas de germinación después de S y 1 S días respectivamente (Safir 
et al., 1990). El tiempo durante el cual se obtuvo la más alta tasa germinativa en 
estas especies fue a los 28 días de almacenamiento. Algo muy interesante es que 
las esporas colectadas en el campo durante la primavera, mostraban un 
comporlamlento germlnativo similar; lo que sugiere que los efectos del frío 
invernal juegan el mismo papel en la dormancia de las esporas, que el 
almacenamiento en frie. 

Las condiciones de almacenamiento en laboratorio varían según el tiempo del 
mismo y la sofisticación en las técnicas empleadas. De este modo, las esporas se 
pueden almacenar: secadas por frío Oackson, 1972; Crush & Pattison, 1 g75), por 
secamiento /lanado (congeladas a -1 O C) (Tommerup & Kldby, 1979), por 
cryoconservaclón (Tommerup & Bett, 1985), a temperatura ambiente (en 
soluciones especificas, en suelo, en bolsas, en papel filtro, etc.) (Mosse, 1g61; 
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Sward et al. 1978), en hümedo o semi·hümedo en raíces (Howeler & Sieverding, 
1982), etc. 

El tiempo en que se pueden conservar almacenadas vivas varía segün el 
método, pero se ha encontrado que pueden durar desde algunos meses hasta mas 
de tres años {Rives et al., 1980). Ferguson & Woodhead (1982) observan que 
esporas de Glornus fasciculaturn permanecieron viables después de ser 
almacenadas en suelo durante 4 años. Sward (1978) encuentra que esporas 
germinadas de Gigaspora sp. pueden ser viables después de 6 meses de 
almacenamiento. Oouds & Schenck (1991) mencionan que cada especie de hongo, 
responde de manera distinta a las condiciones de almacenamiento. 

Así mismo, se dice que el mejor tipo de propágulo que se puede almacenar, 
son las raíces de las plantas cultivadas en maceta, una vez que han sido 
cosechadas (Siqueira et al., 1985). Tommerup (1981) demuestra que éstas pueden 
ser potencialmente colonizadoras hasta dos años después. 

2. 6. 3. Condiciones ecológicas que afectar. la germlnacl6n de las esporas. 

Pueden ser muchos y muy variados los factores ecológicos que afecten la 
germinación de las esporas en el suelo. A continuaciim, se hará referencia a 
algunos de ellos. 

a. Características edáficas. 

El suelo contiene los factores que previenen la germinación y que persisten 
de una estación a otra. Esto se debe a que en un peñíl de suelo se dan temperaturas 
de 21 a 44C, lo cual provoca una tolerancia a la desecación y al calor. Sanders & 
Sheikh (1983) observan en campo que la germinación ocurre rápidamente en 
respuesta a un incremento en la humedad del suelo en temporada de lluvias. 
Tommerup (1985) asevera que cuando la germinación no ocurre, no se debe 
relacionar a características físicas desfavorables del suelo, sino más bien, a su 
historia vegetativa. Esto se refiere a que se ve Influenciada por la densidad de 
plantas y la edad del cultivo, así como por cambios climáticos V estacionales en 
los periodos de tiempo en los que el suelo está fresco. De cualquier forma, la no 
germinación es una manera de mantener a la población en el suelo hasta que el 
ambiente sea favorable a los ciclos de vida de las plantas y la reproducción del 
hongo para favorecer su sabrevivencia (Tommerup, 1985). 

h. Estimuladón por exudados radicales. 

Los exudados radicales benefician el desarrollo del hongo (Ellas & Safir, 1987; 
Graham, 1982), tanto en la cantidad como en la calidad, ya que no a todas las 
edades de la planta el exudado es efeaivo (Azcon·A. et al., 19g1 ). Bécard & Piche 
(1989) afirman que el crecimiento del hongo se estimula por el C02 y los exudados 
radicales. Powell (1976) observa que la estimulación por las raíces se da sólo 
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cuando éstas crecen muy cercanamente a las hifas. Oaniels & Trappe (l g80) 
objetan que las raíces del hospedero no estimulan la germinación de las esporas. 
Estos autores demuestran que no germinan en suelos autoclaveados en presencia 
de raíces hospederas, por lo que sugieren que la respuesta a la germiminadón en 
presencia de raíces se debe más bien, a que existen las condiciones favorables 
para el crecimiento de la planta habiendo una máxima oportunidad para que se 
realice el contacto entre los tubos germinativos y las raíces. 

Mosse & Hepper (1 g75¡ al ensayar la germinación y posterior colonización de 
raíces de trébol con Clomus mosseae en un medio de agar, no observan 
crecimiento direccional del micelio hacia los sitios en que se situaba la raíz, pero 
sí un patrón diferente de ramificación de las hifas. En realidad, no se ha podido 
generalizar si existen seguimientos pre-infectivos del hongo hacia la raíz, ya que 
se han observado diferencias en cuanto al tipo de propágulo. Según Harfey&5mith 
(1 g83) las hlfas de esporas color miel muestran un crecimiento direccional en 
seguimiento a la raíz a 3-4 mm de la misma; mientras que cuando la preinfección 
ocurre con hifas producidas de segmentos de raíz colonizada, no se observa 
ningún seguimiento. Hepper (1g81) observa que raíces de trébol de 21 días de 
crecimiento en medios axénicos, no se colonizan con Clomus mosseae o G. 
caledon/us hasta que se forman nuevas raíces. Powell (1976) tampoco notó ningún 
estímulo en la germinación por la presencia de raíces de cebolla o trébol. 

c. Influencia de los microorganismos del suelo. 

Se ha demostrado que los microrganismos del suelo favorecen la germinación 
de las esporas (Azcon-A. et al., 1 gs6; Mejstrik, 1 g65), la colonización de las raíces 
(Azcon·A. & Barea, 1 g8S), la esporuiación (Manjunath et al., 1 g81) y el crecimiento 
de la planta micorrízica (Berthelin & Leyval, 1982; Meyer & Linderman, 1 g86). 

El estímulo o bloqueo de la germinación también puede deberse a competición 
microbiana, la que repercute directamente en los cambios en la materia orgánica 
(Epstein & Lockwood, 1 g84) o en los compuestos inhibidores volátiles que 
remueven cuando no son lixiviados en el suelo rápidamente (Mugnier & Mosse, 
1g87; Siqueira et al., 1g84; Hora & Baker, 1g74¡. Los microorganismos pueden 
consumir inhibidores producidos por el mismo hongo (Azcon·A. d al., 1 g91). 
Daniels & Trappe (1 g80) proponen que las esporas probablemente contengan 
inhibidores propios que son removidos por la micronora del suelo y en ausencia 
de ésta, la germinación se puede llevar a cabo si se adsorben o inmovilizan estas 
sustancias con ayuda de una alta capacidad de intercambio catiónico del suelo. 
rommerup (1985) sugiere que existen compuestos solubles que suprimen la 
germinación y que se eliminan con sucesivos lavados con agua, más que deberse 
a la remoción de los mismos por los microorganismos. 

ParaAzcon·A. & 8area (1985), el efecto que pueden tener los microorganismos 
del suelo no se sujeta particularmente a hongos o bacterias (Mayo et a/., 1 g86; 
Azcon·R., 1987), sino más bien a un efecto generalizado que permite aumentar 
el potencial colonizador del hongo para formar posteriormente la micorrlza. Quizá 
el efecto benéfico sea debido a la excreción de fitohormonas, aminoácidos, ácidos 
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·Jrgánicos y/o vitaminas (lynch, 1976) o a una alteración en el ambiente nutricional 
<Jel suelo (Daniels & Graham, 1976). Wilson et al. (1989) argumentan que la 
<ictlvldad microbiana en suelos no estériles, inmobiliza el fósforo disponible ya 
que esto no ocurre en los suelos pasteurizados por lo que se encuentran en mayor 
~oncentraclón. Del mismo modo, algunos investigadores han observado efectos 
deletéreos de los microorganismos en la actividad micorrizica del hongo (Mosse 
et al. 1969, Ross, 1980; Krishna et al., 1982; Hetrick, et al., 1986), sin que se 
hallan establecido las razones por las cuales esto sucede. 

d. Influencia de agroquimicos. 

Otro factor importante en los estudios de germinación de esporas, es el efecto 
que tienen los fumigantes. Son mucho menores los trabajos que se han escrito en 
relación a este tema pero son muy importancias debido a que alteran 
enormemente la micorrización en cultivos agrícolas. Por ejemplo, Daniel & Graham 
( l 976), realizan experimentos con suelo esterilizado con doropicrina (400 
lb/acre), observando que destruye los factores qu.e favorecen la germinación. 

2. 6. 4. Germinación ds ssporas de hongos mkorrizlcos vesículo-arbuscularss en 
medios axénfcos. 

Para establecer cultivos en agar, hay que tener en cuenta que las condiciones 
de éste son muy diferentes a las del suelo (Harley & Smith, 1983). Los métodos 
para obtener la germinación de las esporas en laboratorio, han alterado 
considerablemente las condiciones del campo (Koske, 1981 ). Sin embargo, el 
crecimiento en un medio estéril y definido es esencial para caracterizar los 
cambios fisiológicos específicos que ocurren en el hospedero, puesto que éstos 
se ven modificados por los organismos rizosféricos y por la variación del suelo 
(Allen & St-Jonhn, 1984). Para descubrir cuáles son los efectos espeáficos debidos 
a la mlcorriza, es necesario eliminar las variables asociadas al entorno del suelo 
(Allen et al., 1979). 

Si bien, el entendimiento de las asociaciones es esencial en estudios 
microecológicos, a nivel fisiológico y bioquimico,.es necesario el conocimiento de 
las Interacciones que se dan únicamente entre el hongo y la planta; por ejemplo, 
en el establecimiento de los mecanismos moleculares del reconocimiento, 
colonización, madurez y senecencia de la simbiosis. Azcon-A. etal. (1991) opinan 
que los conocimientos generados acerca de la fisiología de los hongos 
endomlcorrizlcos VA con este tipo de estudios, son Indispensables para poder 
aplicar una biotecnología apropiada, orientada a la movilización biológica de 
nutrientes en el ecosistema suelo-planta. Sieverdig (1983) afirma que las pruebas 
de germinación de esporas en medios nutritivos, permiten estudiaren condiciones 
controladas, las adaptaciones del hongo a factores fislcoquimicos. 

En general, los estudios de germinación de esporas se pueden realizan en 
suelo ya sea directamente o en papel filtro; en medios nutritivos o en ag11r-agua, 
dependiendo de los factores que se deseen analizar. Un ejemplo daro de las 
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desventajas de emplear el cultivo en maceta para estudios puntuales, está en el 
costoso seguimiento del desarrollo de los puntos de colonización, los cuales 
fueron establecidos en cosechas secuenciales por Carling et al. (1979), Smith & 
Smith (1981), Smlth & Bowen (1979) y Smit & Walker (1981 ). 

Slquelra (1987) analiza los principales errores experimentales que son 
causantes del fracaso en las pruebas de germinación y que se pueden deber a: (1) 
dosis no adecuadas de los componentes; (2) a la Intervención de dos o más 
factores lnteractuantes; (3) a que las condiciones experimentales no siempre 
funcionan Igual para todas las especies y, (4) a la variabilidad genética que existe 
entre las esporas de una misma especie, la que provoca variabilidad en las 
respuestas a un mismo factor. En los primeros estudios de germinación en cultivos 
de Endogone, se aplicaban los métodos de estlmulación empleados para otro tipo 
de hongos, dado que no se sabía la naturaleza estrictamente simbiótica de las 
micorrlzas VA (Godfrey, 19S7b). Normalmente, no se tenían resultados exitosos 
con estos métodos debido a que eran tan drásticos como para impedir que la 
germinación se realizara, por ejemplo, la ruptura de las endosporas, la remoción 
de la quitina para volver permeable la superficie mediante la acción de una 
qultlnasa, la remoción de la exospora dejando los contenidos cltoplámlcos en una 
membrana, etc. (Godfrey, 1957b). 

Hlrrel (1981) observa la germinación de Cigaspora margarita en agua 
destilada obteniendo una densa red hifal. Esto sugiere lo sencillo que puede ser 
la germinación y crecimiento de algunas especies. Sin embargo, otros estudios 
que analizan la influencia de los medios nutritivos, consideran que la fuente de 
fosfato es quizá, el factor má~ importante. Medios con fósforo orgánico (como el 
fitato de calcio o harina de huesos) han sido usados exitosamente para el 
crecimiento de hongos mlcorrízicos CAiien & St·John, 1984). 

la solidificación de los medios se hace normalmente con agar, el cual debe 
cumplir con ciertos requisitos de pureza para que no afecte la germinación. 
Algunos estimulantes de crecimiento como extractos de suelo, carbón activado y 
extractos vegetales, han sido usados con buenos resultados (Watrud, 1984). 

Por otra parte, Hirrel (1981) estudia el efecto de los iones en la germinación 
de Gigaspora margarita para comprobar si altas concentraciones de sales tienen 
consecuencias irreversibles en la germinación de las esporas. Encuentra que la 
concentración del Ión cr (más que los cationes Na+ y K+), pueden acortar el largo 
de los tubos germlnativos, estimular las ramificaciones laterales y afectar la tasa 
de germinación. El hecho de que algunas especies de hongos micorrízlcos VA 
puedan tener una tolerancia a elevad.as concentraciones de iones, Incrementa el 
éxito en el establecimiento de la mlcorrlza en cultivos que crecen en suelos con 
estas características. 

a. Germinación en suelo y en extractos de suelo. 

las esporas se Incuban cierto tiempo en suelo y se analiza posteriormente la 
germinación mediante aislado y teñido. También se puede intentar la germinación 
en un par de filtros de papel en los que se colocan las esporas y se incuban entre 
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dos capas de suelo. Posteriormente, se tiñen las esporas observando su 
germinación. 

Los extractos de suelo pueden incrementar el crecimiento del tubo de 
germinación (Azcon·A. et al., l g91 ). Daniels & Graham (1976) estudian la difusión 
de sustancias del suelo que estimulan la germinación de C. mosseae, las cuales 
se obtuvieron de extractos de dializados de suelos agrícolas no tratados y 
mejorados con otros nutriementos. Recomiendan la preparación del extracto con 
200 g/I de suelo de campo, secado al aire libre e incubado 5 días, resultando ideal 
para la germinación. Sward et al. (1978) modifican el mismo método y obtienen 
resultados positivos para otras especies. 

Azcon·A. et al. (1991) opinan que tanto los extractos de suelo, como los 
exudados radicales, son apones nutritivos complejos que pueden ser modificados 
según sea el método de obtención del extracto. Siqueira & Hubbell (1986), 
atribuyen el efecto benéfico del suelo a la fracción proteica. Daniels & Graham 
(1976), argumentan que el factor benéfico desconocido puede ser un aminoácido 
o vitamina, ya que un monosacárido, polisacárido, o péptido; tienen limitaciones 
de tamaño molecular para pasar por un filtro mili poro. 

b. Germinación y crecimiento en agar-agua. 

Es un hecho que las esporas de hongos micorrízicos vesículo-arbusculares 
germinan fácilmente en agar-agua. Por lo general, la gran mayo ria de Jos estudios 
de germinación, toman como punto de partida sustratos de agar-agua que 
permiten obtener hasta un l 00%de germinación según la viabilidad de las eporas. 
Los factores más importantes que condicionan la germinación en este medio, se 
analizan posteriormente dentro de los factores fisicoquímicos. 

c. Germinación y crecimiento en medios nutritivos. 

Mosse (1959) es la primera en hacer crecer micorrizas VA en condiciones 
axénicas en un medio nutritivo, adicionando filtrados bacterianos y compuestos 
impuros como fuente de nitrógeno. Posteriormente, McDonald (1981) logra 
establecer micorrizas en agar durante 4 meses, mantenidas en una cámara 
hidropónica y bañadas con una solución nutritiva diluida (para mantenerlas 
aereadas) que contenía l mg/I de fósforo y 4.2 mg/i de nitrógeno. Como se ha 
hecho notar, el fósforo es el nutrimento más importante en el establecimiento de 
un medio nutritivo para el cultivo de hongos micorrizicos VA. 

Phillips (1971) experimentó la varianción en la fuente de fósforo en los medios, 
encontrando que la colonización y crecimiento hifai más Intenso se daba en un 
medio con macronutrimentos y fitato de calcio. A pesar de que el fitato de calcio 
tiene contaminantes de fósforo inorgánico y otros fosfatos de inositol, en un 
régimen de altos nutrimentos, el uso de una fuente compleja de fósforo orgánico 
puede ser importante en el establecimiento de la colonización. Posteriormente, 
Mosse& Hepper (1975) utilizan un medio modificado de White para el crecimiento 
de raíces, adicionándolo con fitato de calcio como fuente de fósforo. Las plantas 
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que crecen con fitato de calcio logran una alta colonización con bajas 
concentraciones Internas de fósforo, en relación a las plantas que crecen con 
fósforo inorgánico. Hepper(l 981) logra (en condiciones constantes de aereación) 
un alto porcentaje de colonización, usando como fuente de fósforo, harina de 
huesos con macro y mlcronutrimentos a un pH de 6.8. Baylis (1967), Mosse (197:1) 
y Sanders & Tlnker (1973), describen cambios anatómicos en la colonización con 
altos contenidos de Ca(H2P04)z que repercute en el número de arbúsculos 
formados. Numerosas investigaciones Indican el fracaso en la formación de las 
unidades de colonización en presencia de altas cantidades de fosfato soluble 
(Hariey & Smith, 1983). Wilson et al. (1989) observan que al agregar al suelo 
esterilizado 15, 30 o 60 ppm de fósforo, se reducía la germinación de Glomus 
etunicatum y G. mosseae por lo que deducen que debe existir una gama de 
concentraciones de fósforo por arriba y por debajo de las cuales, la germinación 
se suprime. Koske (1981 a) había mostrado que concetraclones de fósforo 
menores de 5 ppm y hasta 500 ppm, no tienen efectos significativos en las tasas 
de germinación. Oanlels & Trappe (1980) concluyen que la reducción en la 
colonización observada en suelos altamente fertilizados, se debe a una 
imposibilidad de las hifas de las esporas recién germinadas para colonizar, sin 
que esto Implique propiamente una inhibición en la germinación. Sanders (1975) 
opina que los efectos del fósforo en la reducción de la colonización, están 
mediados a través de la raíz y no necesariamente involucran factores de 
crecimiento hifal en el suelo. Por atra parte, Jasper et al. (1979) determinan que 
las altas concentraciones de fósforo están asociadas a una disminución en la 
concentración de los carbohidratos solubles en las raíces, lo que es muy 
importante en el establecimiento del endófito. Ratnayake et al. (1978) argumentan 
que bajas concentaclones de fósforo provocan, a su vez, bajas concentraciones 
de fosfolipldos y esto se refleja en la permeabilidad de las membranas celulares. 
Harley & Smith (1983) notan que existe una relación Inversa entre la cantidad de 
KH2P04 soluble, la colonizacion de las raíces y la formación de clamidosporas en 
el suelo. Mosse (1973) reduce los efectos inhibitorios del fósforo con la adición 
de nitrógeno. 

Cabe añadir que la presencia de metales pesados, también tienen una 
influencia en la germinación, siendo inhibida por el zinc, cobre, aluminio y 
manganeso (Hepper & Smlth, 1976; Barkdoll & Schenck, 1986; Siqueira et al., 
1984). Esto está en relación a la cantidad que exista de estos minerales, puesto 
que también son microelementos Indispensables para los procesos metabólicos. 
Mcllveen & Cole (1979) notan que trazas de zinc incrementan la germinación en 
agar, aunque también existe la posibilidad de que se deba a las diferencias en la 
sensibilidad de las esporas a los metales pesados, como un reflejo de su 
adaptación a diferentes condiciones del suelo (Hepper & Smith, 1976). 

La disposición química de otros elementos también afecta el desarrollo de la 
colonización como lo es el sulfato de sodio (Harley & Smlth, 1983). Los ácidos 
orgánicos estimulan el crecimiento de Glomus mosseae, contrariamente a lo que 
sucede con ciertas concentraciones de carbohldratos (maltosa, celulosa, sacarosa, 
glucosa) que lo Inhiben (Koske, 1981a; Mosse, 1970, Slqueira & Hubbell, 1986). 
Por ejemplo, el tubo germinativo de Cigaspora margarita, se ve estimulado en 
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presencia de sacarosa (Siqueira et al., 1985). Mosse (1970) observa que los 
azúcares que están presentes normalmente en los hongos como el manitol y la 
trehalosa, no ejercen ningún efecto. los aminoácidos (cistlna, glicina, y lisina 
sobre todo) estimulan el crecimiento de las hifas de Glomus caledonium (Hepper 
& Jakobsen, 1983). Hepper (1979) y Siqueira et al. (1 g85) encuentran que la 
tiamina favorece el desarrollo mlcellal y García-G. (1 g89) observa lo mismo en G. 
caledonium y C. mosseae con la clsteína. 

los extractos de planta, carbón activado y caolín, han sido considerados como 
estimulantes en algunos aislados del hongo (Watrud, 1984; Oaniels & Trappe, 
1980). la adición de extracto de levadura y peptona favorecen la germinación, 
pero sólo en concentraciones mínimas (1.5" y 0.01 a 0.04" en peso/volumen, 
respectivamente) (Watrud, 1984). 

2. 6. S. Condiciones flslco·qufmlcas que regulan la germinación y el cn:clmleftto en 
medios axénlcos. 

Debido a que la germinación en un medio agarificado, sin que contenga algún 
tipo de nutrimento, ha sido observada por varios investigadores; es prueba de 
que son las condiciones de Incubación las que Inducen propiamente la 
germinación, más no el subsecuente desarrollo del hongo. Al respecto, Tanaka 
(1981) opina que aún trabajando con los mismos medios y plantas en un mismo 
laboratorio, los resultados no son siempre los mismos, quizá debido a que 
cambios drásticos en el estado de gel, son ocasionados por pequeños cambios 
ambientales. 

a. Temperatura. 

la germinación de las esporas in vitro se ve afectada directamente por la 
temperatura (Oanlels & Trappe, 1980). El óptimo de temperatura para la 
germinación de las esporas en agar-agua varia dependiendo de la especie (Harley 
& Smith, 1983). Shenck & Schroeder (1974) observan una reducción en el 
porcentaje de colonización pasando los 30C yla inhibición total a 41 C. Unicamente 
las especies de climas tropicales como las del género Gigaspara, aceptan 
condiciones de Incubación de 30C (Nadarajah & Newman, 1986; Schenck et al., 
1975). Safir et al. (1990) encuentran el óptimo de germinación para Glomus 
fasc/culatum en 2SC. Safir (1990) observa que las esporas que germinan en el 
punto óptimo de temperatura, muestran un extenso crecimiento hifal. Watrud 
(1984) sugiere simular la temperatura de las condiciones experimentales de 
acuerdo a la variación de la temperatura del ambiente. Es importante recalcar que 
Schenck et al. (1975) notan que 25C también es la temperatura óptima para el 
crecimiento de hongos y bacterias asociadas a esporas esterilizadas 
superficialmente. 
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h. Humedad. 

Las esporas pueden germinar en suelos con potenciales hídricos tan bajos 
como los toleren las plantas (Daniels & Trappe, 1980; Tommerup, 1984b). Según 
Koske (1981 b) el mejor potencial hídrlco para la germinación es de O bars, y está 
en relación con los potenciales hídricos de las raíces de las plantas (que son 
menores de 1 O bars) (Baker & Cook, 1974; Cook, 1 g73). Un bajo potencial hídrico 
en campo produce dormancia (valores cercanos a O bars se encuentran 
frecuentemente en arena (Koske, 1981 a). El contenido y disponibilidad de agua 
de los medios agarificados varía dependiendo de la concentración del agar. 
Normalmente se prepara el agar al 1 ", pero esto depende de la turgencia con que 
se necesite el medio, variando de O. 7 a 2 "· 

c. PH. 

La germinación de la micorrlza vesícula-arbuscular en medios agarificados o 
en el suelo, se ve afectada también por el pH (Green et al., 1976). 

Según Watrud (1984) los hongos mlcorrízlcos aceptan condiciones de pH en 
una escala de S a 8, lo que permitiría el establecimiento de la micorriza en medios 
usados normal mente para propagar plantas in vitro. Algunas especies del género 
Clomus crecen en condiciones ligeramente alcalinas (Danlels & Trappe, 1980) 
puesto que las esporas de este género difieren en su habilidad para formar 
micorrlzas a bajos valores de pH (Siquelra et al. 1984). El género Clgaspora se ve 
favorecido por condiciones ligeramente ácidas (Watrud, 1984, Green et al., 1 g76). 
Esto demuestra que existe una adaptación de las especies a diferentes hábitats 
(liarley & Smlth, 1983). 

El valor del pH en el medio es Importante ya que afecta directamente la 
disponibilidad de nutrimentos o toxinas, además de influenciar el crecimiento de 
los tubos de germinación (Harley & Smlth, 1983). Watrud (1984) recomienda 
ajustar el pH del medio al mismo del suelo donde está dada naturalmente la 
asociación mlcorrízlca, o en su defecto, experimentar con valores entre S.S. y 6.8. 
Green eta/. (1976) establecen que en el ajuste del pH se puede utilizar hidróxido 
de potasio o sodio sin que afecte la germinación. 

d. Oxigenación. 

Como se ha dicho, las micorrlzas VA son muy sensibles a la oxigenación, 
creciendo mejor en condiciones aeróbicas con una concentración de 02 mayor al 
3 "(Azcon·A. et al., 1991). Le Tacan et al. (1983) obseivan que concentraciones 
altas de C02 (5%), Inhiben el crecimiento. 

e. Iluminación. 

La incubación se debe realizar en la oscuridad puesto que la luz directa en los 
medios de cultivo Inhibe la germinación de las esporas (Schenck et al., 1975). Para 

35 



lograr la colonización in vltro, se deben manejar condiciones de mínima 
iluminación (500·700 microEm2 /s) (Watrud, 1984). Hayman (1974) establece que 
una elevada colonización se da en altas intensidades luminosas para la planta 
puesto que fa luz repercute directamente en las concentraciones de azúcar que 
se transfieran a las raíces. 

f. Efectos del tipo, calidad y concentración del agar. 

Otro factor muy Importante es la calidad del agar. Daniels & Graham (1976) 
encuentran que con el agar Difco-Bacto se obtenía la mejor germinación en 
oposición a la obtenida con el agar purificado Noble, por lo que proponen que 
existe en el agar algún factor nutriclonal presente como contaminante que 
estimula fa germinación. Aguilar·F. et al. (1993) prueban dos tipos de agar 
recomendando también la utilización de Difco·Bacto. Hepper & Smlth (1976) 
analizan fa composición de las Impurezas del agar Difco-Bacto, encentrando 4 
ppm de zinc y 0.2 ppm de manganeso. Otros agares con un bajo contenido de 
metales, pueden contener sustancias que ayuden a la germinación de las esporas. 

Oebergh (1983) desarrolló un estudio del tipo y concentración de agar para la 
preparación de los medios en el cultivo de tejidos vegetales. Encontró que la 
concentración y origen del agar afectan las características flsicoquímlcas del 
medio, puesto que las impurezas pueden alterar significativamente las 
concentraciones de los nutrimentos. inclusive, la escala de solidificación del agar 
varían dependiendo de la concentración y de la marca: entre mayor sea el grado 
de pureza de un agar, mayor es su solidificación (el agar Oifco-Bacto es de Jos más 
blandos). la disponibilidad del agua y la conductividad se incrementan al 
disminuir Ja concentración de agar. 

Otro efecto Importante es que el aumento en la concentración del agar, 
disminuye la vitrificación o acumulación de agua en los tejidos, así como el radio 
de propagación de las plantas (Brown eta/. 1979; Oebergh eta/. 1981; Kusumoto, 
1980). En 1981, Oebergh et al. (1981), encuentran que la concentración del agar 
tiene un drásico efecto en el potencial mátrico del medio de cultivo, disminuyendo 
la disponibilidad de los componentes del medio. Hay que resaltar que fa calidad 
del agua es otro factor importante ya que puede contener ciertos tipos de 
inhibidores (Romberger & Tabor (1971), Wernicke & Kohlenbach (1976), 
Kohlenbach & Wernlcke (1978). 

g. Efectos de la esterilización de los medios. 

El medio de cultivo debe cumplir con ciertas características para lograr, por lo 
menos, la germinación de las esporas. Se ha comprobado que factores 
metodológicos como la esterilización de los nutrimentos en autoclave, pueden 
modificar el medio (por ejemplo, la mineralización del fósforo y el pH) (Allen & 
John, 1984). Allen et al. (1981 a) observan que la colonización se Incrementa 
cuando se esterilizaba el medio por filtrado a diferencia de cuando éste se 
autoclaveaba. Palacios-M. et al. (1987) encontraron que los niveles de colonización 
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en plantas de cebolla disminuían al esterilizar el suelo. La esterilización del suelo 
revela que además de eliminar microorganismos nativos, se cambia la 
dlsponibllidad de nutrimentos minerales y se modifican los componentes 
orgánicos (Skipper & Westermann, 1973; Warcup, 1975). En la elaboración de los 
medios, esto se evita si la parte inorgánica se esteriliza por autoclaveo y la orgánica 
por filtrado. 

Se ha comprobado que la dilución del suelo, o su pasteurización, provoca 
mlcotaxls o fungistasls, definida como una forma de dormancia exógena asociada 
a las propiedades biológicas del suelo. La fungistasis provoca que se Inhiba la 
germinación de las esporas cuando se alteran las propiedades fisicoquímlcas que 
conducen a ésta (Lockwood, 1977 y Mangeot & Diem, 1979). Daniels & Trappe 
(1980) opinan que la sensibilidad a la fungistasis predomina en hongos 
veslculo·arbusculares que tienen hospederos específicos. Estos autores 
encuentran altos niveles de germinación (65·80 %) en suelos no estériles, en 
comparación a los sustratos esterilizados por autoclaveo, por vaporización o 
gamma irradiados que Inhibían completamente la germinación. Observan que el 
caolín y carbón activado autaclaveado, sí permitían la germinación, por lo que 
concluyen que éstos no generan toxinas al ser esterilizados. Wilson et al. (1989) 
corroboran que el efecto inhibitorio se debe al tipo de esterilización. Por ejemplo, 
Hetrick et al., (1988) muestra que el crecimiento mlcrorrízico en una planta nativa 
se reduce significativamente en suelos no estériles, en comparación con los suelos 
pasteurizados. 

h. Esterilizació superfcial de las esporas. 

La esterilización de las esporas actúa a nivel de la esporosfera, capa donde 
se encuentran adheridas una gran cantidad de bacterias e incluso, esporas de 
otros hongos. Si bien estos microorganismos son cohabitantes de los hongos 
micorrízicos, pueden influir en la germinación (quizá por la producción de 
reguladores (Allen & John, 1984); en un medio de cultivo axénico desencadenan 
una tasa metabólica mucho más rápida que la del hongo micorrizlco y se 
convierten en contaminates del medio, alterando el estatus nutricional por el 
consumo de nutritimentos (Daniels & Graham, 1976). 

Schenck et al. (1975) analizan el efecto de la temperatura y la iluminación en 
la germinación y contaminación de clamidosporas de varias especies, encontrando 
que aún las esporas esterilizadas superficialmente con hipoclorito de sodio 0.5" 

·(3') y enjuagadas en agua estéril, presentan una gama de contaminación que 
disminuye hacia los 1 s't y 3s't y que aumenta hacia los 2s't. Además, se presentó 
un mayor grado de contaminación en las esporas expuestas a la luz. 

Por otra parte, se había observado que la germinación no ocurría cuando eran 
removidos de la esporosfera los microorganismos asociados (Daniels & Trappe, 
1980; Mayo et al., 1986). Wilson et al. (1989) cuantifican que la germinación se 
reduce en un 45% cuando las esporas se esterilizan superficialmente. A pesar de 
esto, los trabajos experimentales de germinación en medios axénicos, están 
sustentados en la esterilización de las esporas, sin que existan diferencias entre 
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la tasa y apariencia de la germinación entre esporas esterilizadas y no 
superficialmente (Koske, 1981 ). 

Los agentes germicidas más empleados, que no afectan la viabilidad de las 
esporas, son antibióticos como la doramlna-T, estreptomicina v gentamicina, 
además del hipoclorlto de sodio que es empleado comúnmente (Watrud, 1984). 
Mertz et al. (1979) utilizan el surfactante acuoso Tween 20, que permite obtener 
altos niveles de germinación y esterilización y, añaden antibióticos al medio 
notando que no Inhiben el crecimiento y se disminuyen mucho más los riesgos 
de una posterior contaminación. 

De cualquier modo, la esterilización superficial raramente es 100 " efectiva 
(Wilson et al., 1989). 
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111. MATERIALES Y METODOS 

3. 1. Origen, control y multlpllcaclón del aislado mkorrízJco. 

El aislado es originario de la Estación Experimental de Rothamsted, U. K. y fue 
donado por la Dra. Bárbara Mosse. Ha sido reproducido y adaptado a varios 
edafoecosistemas mexicanos por el personal acedémico del Opto. de Edafología 
del lnst. de Geología UNAM. y se ha conservado vivo en el Laboratorio de Biología 
de Suelos del Instituto de Geología. Para su multiplicación, se han utilizado plantas 
de poro (Allium porrum L) como hospedero, empleando suelo de origen volcánico 
en macetas de 3 kg de capacidad. El tiempo del cultivar es de dos años y medio. 

Se llevó a cabo el control de calidad en 1 S plantas hospedero, con la finalidad 
de evaluar las condiciones en las que se encontraba el inóculo, cuantificar el grado 
de colonización de las raicillas y el número de esporas por gramo de peso seco y 
porcentaje de viabilidad (los resultados de este control se muestran en el anexo 
1). 

3. 1. 1. Ablomlento de propógulos del suelo. 

Con ninguna de las técnicas de aislamiento, hasta ahora conocidas, se logra 
recuperar la totalidad de los propágulos existentes en una muestra de suelo. 

l. Muestreo aleatorio de ralees. Colecta de 30 g de suelo y 3 g de ralclllas, 
tomados al azar, en distintos puntos de la maceta (ya que la colonización puede 
no ser homogénea). 

2. Remoción de Jos agregados de suelo con 500 mi de agua corriente. Se 
colocan dentro de un matraz Erlenmeyer con un agitador mecánico a baja 
velocidad (para no dañar el micelio) de 2 a 24 horas según la compactación del 
suelo. 

3. Lavado de las ra/c//fas con agua corriente dentro de un juego de tamices 
de distinta abertura (según Gerdemann & Nlcolson, 1 gs3) Los tamices permitirán 
la recuperación de los propágulos que se desprenden en el lavado (esporas y 
miceio). Se dejan remojando las raicillas en un poco agua corriente para su 
posterior tlnclón. 

La abertura de cada tamiz nos ha permitido observar la recuperación de las 
siguientes estructuras: 

TAMIZA 
Ralees, agregados de suelo sin disolver 0.8 mm 
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cristales y arenas. 
TAMIZ B 

Micelio, racimos de esporas, pequeños 0.250 mm 
agregados, cristales y arenas menores. 

TAMIZC 
Esporas, restos de esporas, limo. 0.074 mm 

4. Filtrado y tamizado de la suspensión de suelo en los mlsm·os tamices, y 
lavado con agua corriente. 

5. Recuperación de los tamizados By e en vasos de precipitados con un poco 
de agua corriente y conservación a 4ºC mientras se elabora cada cuantificación. 
Lo que se recupera en el tamiz A, se incorpora a las raicillas en remojo. 

3, 1. 2 Control de colldad del aislado 

a. Tinclón de raíces. 

La tlnclón de raíces y cuantificación directa al microscopio nos permiten 
conocer el estado de la colonización, cuantificar el tiempo que lleva de establecida 
y observar diversas estructuras. En el laboratorio de Biología de Suelas, González 
y Palacios han realizado algunas modificaciones a la técnica de Phillips & Hayman 
(1970) como son; el calentamiento en estufa que evita el burbujeo interno en las 
raíces y el rompimiento de los tejidos que produce el tradicional tratamiento a 
baño Maña; la disminución del tiempo y temperatura en la tinción para evitar la 
sobretinción, así como el establecimiento de los tiempos de adaradón y lindón 
según la especie analizada (debido a que éstos varían según el grado de 
lignlflcación y edad de las raíces). 

6. De las raíces remojadas en agua (paso 3), se cortan segmentos de 2 cm, 
aproximadamente. Se escurren y se ad aran durante 30 mln. en KOH 1 °" dentro 
de una estufa a 5dt. El tiempo óptimo de aclaramiento se determina mediante la 
observación de las raíces, cada 1 O minutos, en el microscopio estereoscópico. 

7. Lavado con agua corriente en un tamiz, neutralización de la potasa con HCI 
1 0% (hasta observarlas blancuzcas), lo que actúa como mordente para la tinción 
durante 30 mln. 

8. Tlnclón en la estufa a 6s'c, con azul de tripano 0.1" diluido en lactoglicerol 
durante 1' 15", que es el tiempo óptimo para las raíces de poro. 

En campana de extracción: 
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9. Se escurren en un tamiz, recueerando el colorante, y se colocan en 
lactoglicerol de nuevo en la estufa a SO C con la finalidad de sacar el exceso de 
colorante y las burbujas. Finalmente se conservan, en frascos con lactogllcerol 
para su posterior observación. Es recomendable prescindir de la utilización del 
lactofenol, debido a que es altamente cancerígeno, a pesar de que es un excelente 
conservador. 

1 O. El material del tamiz B, se centrifuga por fracciones (1.5 min. a 1 500 rpm) 
para separar los cristales, las arenas del micelio, así como las esporas que quedan 
como sobrenadante. Este se recupera de todas las centrifugaciones, se tamiza y 
colecta para posteriormente evaluar vlabllldad, conservándose nuevamente a lfC. 

b. Aislamiento de esporas por centrifugación (Jenklngs, 1964). 

11. El material recuperado del tamiz C se centrifuga por fracciones (durante 
2 min. a 1 500 r. p. m.) tres veces, y en cada una los tubos son agitados 
vigorosamente 15'. La primera centrifugación se hace con agua corriente, para 
eliminar restos de materia orgánica flotante y de raíces en descomposidon. Con 
el precipitado recuperado, se realizan las dos últimas centrifugaciones con 
sacarosa al SO " (Ohms, 1957) para hacer que las esporas queden suspendidas 
en el· azúcar. Estas se recuperan rápidamente del sobrenadante obtenido, con la 
ayuda de un tamiz y enjuagando Inmediatamente en agua corriente para evitar la 
lisis (la sacarosa puede substituirse por azúcar}. Se conservan en un frasco limpio 
con el mínimo de agua. 

c. Metodo cuantitativo para estimar la población de esporas. 

12. Con el material obtenido de las centrifugaciones, se realiza la prueba de 
viabilidad y conteo de esporas. Se toma la mitad del total obtenido en cada tamiz 
v se filtra por porciones en un matraz Kitasato al vado, para eliminar el agua y 
repartir homogéneamente las esporas en un disco de papel filtro. Este deberá 
estar previamente rayado cada 0.5 mm de distancia, formando filas paralelas 
enumeradas en la parte superior. También se puede utilizar el papel filtro 
cuadriculado (Khan, 1971) o cajas con círculos concéntricos realzados (Ooncaster. 
1962). 

13. Cada filtro húmedo se coloca en una caja Petrl v se revisa al microscopio 
estereoscópico cuantiflcando (con la ayuda de un contador mecánico manual), 
hilera por hilera, las esporas que se encuentren en buen estado y las que no lo 
esten. Con esto se obtiene el número total de esporas encontradas en 1 S g de 
suelo. 
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d. Prueba de viabilidad de las esporas 

14. Con la otra mitad del material obtenido de las centrifugaciones, se realizará 
la prueba de bromuro de tetrazollo, que es un reactivo que tiñe color magenta-vino 
las esporas viables y que deja sin teñir aquellas que, aunque parezcan sanas y en 
buen estado, no lo son. Para esto, se colocan en tubos de ensaye pequeñas 
porciones del material con 1 mi de agua destilada y 1 mi de bromuro de tetrazolio 
(An & Hendrix, 1988). Se agitan bien y se dejan en la oscuridad durante 72 horas, 
exactamente para evitar una sobretlnclón. la manipulación con este reactivo debe 
hacerse con gran cuidado puesto que es altamente canceñgeno. 

l S. Cumplido el tiempo de reacción, se enjuagan las muestras con agua (con 
la ayuda de un tamiz) de la misma forma que en los pasos 12 y 13, pero ahora se 
contarán las esporas viables (que estarán teñidas de rosa-magenta a rojo-vino) y 
las que no lo estén. 

16. Porcentaje de viabilidad de la muestra. Finalmente, una vez que se ha 
obtenido el número total de esporas viables, se saca un porcentaje respecto al 
total, y se compara con el obtenido por la evaluación cualitativa del paso 13, con 
lo que se tendrá, el número de esporas y el porcentaje de viabilidad en 30 g de 
suelo. 

3. 1. 2. 1. Evaluac16n de la colonlzadón. 

la estimación de la colonización en las raíces se determina por el método de 
rejillas lntersectas, desarrollado por Newman en 1966. 

17. las raíces teñidas (paso 9) se observan al microscopio estereoscópico, en 
cajas Petri de plástico previamente cuadriculadas (1 cm2). Se acomodan los 
segmentos de una parte de la muestra, repartidos en toda la caja (evitando que 
se amontonen o lntersecten). Se hace el conteo de la colonización tomando como 
positivo toda raíz que presente alguna estructura del hongo y que lntersecte las 
cuadriculas de la caja Petrl y, como negativo, toda raíz no colonizada que 
intersecte de la misma forma. Al finalizar el conteo, se gira la caja 180 grados y 
se comienza de nuevo. 

18. El porcentaje de colonización se obtiene con la siguiente fórmula: 

· no. campos colonizados 
" colonización • no."total Intersecciones X l OO 
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3. 1. 2. 2. Selección del Inoculo. 

a. Valoración del inóculo. 

19. Con los datos obtenidos para cada maceta revisada (inciso 3.1.2.), se tiene 
el control de calidad del inóculo, y se puede saber el estado que guarda cada 
una de ellas para seleccionar la mejor como fuente de inóculo, que se multiplicará 
mediante resiembra. Una vez que se ha estimado el num. de esporas que podemos 
encontrar por gramo de suelo, su viabilidad y el porcentaje de colonización de las 
raíces, se sabe cuánto propágulo debemos tomar para inocular las semillas en la 
multiplicación del inóculo. 

b. Multiplicación del aislado micorrlzico. 

Resiembra del inóculo 
20. Con la finalidad de obtener inóculo fresco para posteriores experimentos, 

la maceta seleccionada se ocupará totalmente para su multiplicación. De este 
modo, se sembrarán los hospederos que son plantas micótrofas, conocidas en las 
que el hongo se establece rápidamente, como son el pasto Rhodes grass y el maíz 
(Poza Rica 90A Bulk 2224-2). 

21. La pregerminaclón de las semillas de maíz se lleva a cabo asépticamente, 
esterilizándolas con hipociorito de calcio al 7.5 % durante 1 O' y enjuagándolas de 
3 a S veces con agua corriente, esterilizada en campana de flujo laminar. Una vez 
conocido el porcentaje de germinación de los hospederos, se colocan las semillas 
en una caja Petri, sobre una cama de arena y suelo (1 :1) estériles, de 4 mm de 
espesor, y se cubriren con otra capa (2 mm) de arena estéril, humedeciendo con 
agua corriente estéril. El suelo utilizado para la multiplicación de la cepa es el 
mismo en donde crece la planta madre. Se incuba el material en la oscuridad a 25 
c durante tres a cinco días hasta obtener la germinación (evitando la etiolación). 

c. Técnicas de inoculación. 

22. La inoculación de las plántulas pregermlnadas se lleva a cabo con los 
propágulos obtenidos en los tres tamices de la maceta seleccionada, según los 
pasos 2, 3, y 4. 

23. En macetas autociaveables de 250 g de capacidad, se esterilizan 200 g de 
suelo y arena (1:1)a1 S lb de presión durante 30'. En la campana de flujo laminar, 
se coloca, en cada maceta, una capa fina de esporas del tamiz C (aprox. de 1 mm 
de grosor), seguida de una capa (de 3 mm de grosor) de arena con suelo. Esto se 
repite con el aislado del tamiz B. Las semillas de cada hospedero (tres semillas de 
maíz pregerminadas y 3 g de semillas de pasto esterilizadas, según paso 21) se 
sitúan encima de la última capa envolviendo las raíces con el alslado del tamiz A. 
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Finalmente, se tapan con una capa de suelo:arena, de 1 cm de grosor y se 
humedecen a capacidad de campo con agua destilada estéril. 

En el transplante de las plántulas de maíz, se recomienda evitar la desecación 
del sustrato y mantenerlas en obscuridad durante 24 horas (Allen &John, 1984). 

24. los hospederos crecen en condiciones de invernadero (22-27 C, 
fotoperlodo 18-6) y se riegan cada tercer día con SO mi de agua corriente o a 
capacidad de campo (Oanlels & Trappe, 1980). Una vez a la semana, se regarán 
con la solución nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966). Anexo 3. 

3. 2. Conteo, separación y siembra de propagulos en medios nutritivos. 

Según Saif, 1977. 

Esta técnica difiere de las utilizadas para el control de calldad, en que el 
material debe ser seleccionado y aislado vivo. 

i. Suspender 30 g de suelo (del lnóculo multiplicado) en 250 mi de agua 
corriente, y dejar en plataforma de agitación durante una hora. 

ii. Vaciar a tamices (A, B y C) y lavar directamente bajo el chorro de agua 
corriente hasta que éste salga limpio por debajo de los tamices. 

iii. Obtener el material de los tamices A y By suspenderlo por fracciones de 
cada uno en una probeta con 1 00 mi de agua corriente estéril. A partir de este 
momento, se deben tomar las medidas de asepsia que sean necesarias para ir 
eliminando microorganismos asociados a la esporosfera. Se agitan 3 minutos y 
se dejan sedimentar 1 5 segundos, colectando los sobrenadantes en tamices. 
Repetir tres veces por muestra. 

iv. Para el tamiz C, se prepara una solución de sacarosa al SO % que será 
utilizada en lugar del agua indicada en el paso anterior y se procede de la misma 
forma pero lavando los sobrenadantes durante 2 m In. en agua corriente y 
dejándolos, finalmente, en agua corriente estéril. 

v. Vaciar a cajas Petri los aislados de cada tamiz con un poco de agua estéril 
y comenzar a escoger el material por submuestras. Los propágulos seleccionados 
se colectan en tubos de ensaye de 1 O mi (numerados, con 5 mi de agua destilada 
estéril) con la ayuda de agujas de disección y pipetas Pasteur. Se aislan las esporas 
turgentes, vacuoladas, de colores claros (blanco, amarillo, café claro) provenientes 
de racimos con hifas sustentaras. Las raíces blancas de buena apariencia, jóvenes, 
con una evidente y establecida colonización. Se conserva el resto del material con 
el minlmo de agua a 4'c hasta terminar la selección. 
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a. Desinfección superficial de esporas. 

Según St. John et al., 1981. 

En campana de flujo laminar: 

vi. Las esporas seleccionadas se esterilizan con cloramlna·T al 2" durante 20 
min. y posteriormente con estreptomlclna/gentamlclna al 0.02S " 20 mln. Se 
enjuagan tres veces con agua destilada estéril. Con la ayuda de pipetas Pasteur 
estériles, se eliminan sucesivamente los desinfectantes y los lavados con agua de 
cada tubo de ensaye. 

b. Desinfección de segmentos de raíces colonizadas. 

Según Williams, 1990. 

En campana de flujo laminar: 
vii. los segmentos de raíces colonizadas se desinfectan con una solución de 

hlpoclorito de caldo al 7.5% durante S' (agitando constantemente). Después se 
enjuagan tres veces en agua destilada estéril y se limpian con una solución de 
estreptomiclna·gentamlclna al 0.02 "durante 20 minutos. 

3. 2. 1. Pruebas de germinación de esporas de Glomus sp. en distintos medios 
agarlffcados. 

viii. Se lleva a cabo la elaboración de los medios nutritivos y testigo, según 
anexos 4. S, 6 y 7. 

En campana de flujo laminar: 
ix. A los grupos de clamldosporas desinfectados que están en los tubos de 

ensaye (paso 6), se les elimina la mayor cantidad de agua posible (dejándolas 
sedimentadas en una cuenca) con ayuda de una pipeta Pasteur estéril. En caso de 
no poder eliminar más agua con la pipeta y para no correr el riesgo de que se lleve 
a las esporas, se puede eliminar el exceso de líquido con ayuda de tiras de papel 
filtro, previamente esterlilzadas, pegándolas a. la pared del tubo para que 
absorban el agua por capilaridad. 

x. las cajas Petrl previamente limpias y con los medios agariflcados se 
Introducen en la campana,junto con el mismo número de pipetas Pasteurestérlles. 
Cada caja se abre junto al mechero y se flamea la tapa y se coloca boca arriba 
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sobre la mesa. Se dejan remojando en alcohol, previamente algunos bulbos de 
pipetas. 

Siembra de esporas en los medios: 

xi. Con la pipeta Pasteur, se absorben de una sola vez las esporas que están 
sedimentadas en el fondo de la cuenca. Rápidamente se llevan a la caja Petrl y se 
Inyectan. Estos dos pasos deben realizarse rápida y firmemente porque se corre 
el riesgo de que queden esporas adheridas a la pared del tubo o de que se caigan 
en el transecto al agar. La siembra de las esporas en los medios,se asignó 
previamente a cada uno de ellos, según el número de los tubos de ensaye en los 
que se encontraban y que está, en relación al diseño experimental en el que los 
tratamientos (medios) se asignan aleatoriamente a las unidades experimentales 
(esporas). 

xii. Se cierra la caja Petrl flameando ligeramente los bordes. Posteriormente 
se sella con egapack y se le anotan los datos pertinentes. 

xiii. Se incuba el material en oscuridad a 25 C. Diariamente se lleva a cabo la 
cuantificación del material. 

xiv. Cuando la germinación halla cesado y se estacione el crecimiento de los 
tubos germinativos, se tiñen las muestras. Para esto se colocan las cajas Petrl en 
la estufa a 60 C, hasta que se ablande el agar. Se vacía éste en un tamiz fino y se 
enjuaga delicadamente con una plceta con agua destilada hasta eliminarlo 
completamente. Las esporas se juntan en una orilla del tamiz y se les añaden unas 
gotas de colorante durante 3 min. Se enjuagan con lactoglicerol y se vadan a una 
caja Petri. 

3. 2. 2. Pruebas de crecimiento mlcellal de Glomus sp. a partir de segmentos de 
rafees de poro colonizadas (Alllum porrum l.) en medios agarlflcados. 

Siembra de raíces colonizadas. 

En campana de flujo laminar: 
xv. Con ayuda de unas pinzas largas de punta fina (previamente flameadas y 

enfriadas), se sacan los segmentos de rafees de los tubos. Estos se siembran en 
el agar, paralelamente. Se colocan S raíces en cada caja Introduciéndolas 
totalmente en el agar con ayuda de la pinza. 

xvl. Se Incuba el material en oscuridad a 2 5 C. Se cuantifica cada tercer día el 
crecimiento mlcellal y la contaminación al microscopio estereoscópico. 
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xvii. En caso de crecimiento mlcelial, se espera un tiempo pertinente para que 
se lleve a cabo su desarrollo (establecido por continua observación) y se sacrifica 
el material para ser teñido. Para esto, se calienta en la estufa la caja Petrl a 60 C 
hasta que se licue el agar. Se rescatan las raíces en un tamiz y se enjuagan 
delicadamente con una piceta, con agua destilada. Se vacían en una caja Petri y 
se tiñen según metodología ya descrita. 

3.3. Mlcorrlzaclón In vltro de Mammlllorla hultzllopochtll con esporas de 
Glomussp. 

Se procedió a inocular con este tipo de propágulo, según pruebas preliminares 
de contaminación de esporas y segmentos de raíces en agar-agua. 

a. Inoculación de lotes experimentales. 

En campana de flujo laminar. 

xviii. Se aislan los Individuos de M. huitzilopochtlly se siembran en frascos de 
vidño con el medio Murashige & Skoog. Se seleccionan aquellos cuyas ralees estén 
blancas y desarrolladas y sin pigmentación clorofílica (Pons et al., 1 gs3). Al ser 
resembrados los individuos, las raicillas se aproximan al introducirse nuevamente 
en el agar formando un ovillo que facilita grandemente la inoculación. 

xix. Se inoculan de la misma forma en que se sembraron las esporas en los 
medios agariflcados (paso J<), con la diferencia de que éstas se "Inyectan" 
directamente en la raíz de la planta. 

Inoculación de plantas in vivo: 
xx. El número de plantas que fueron Inoculadas In vitro, se Inoculan 

directamente en suelo como se hizo con las plantas hospederas (pasos 22 y 23). 
Se mantienen dentro de un microamblente (para evitar la desecación del sustrato 
y el Impacto por el transplante) a temperatura e iluminación ambiental. Se realiza 
el riego a capacidad de campo, una vez a la semana. 

b. Cultivo del material inoculado. 

xxi. El material inoculado se incuba durante 20 días a 25 C en oscuridad, para 
permitir el desarrollo del hongo. El material se revisa diariamente y en caso de 
haber individuos contaminados, se transplantan directamente a suelo en envases 
rotulados con tierra estéril. Se lava la planta y las raíces al chorro de agua y se 
transplantan, como en el paso anterior, enjuagándolas previamente con 
hipoclorito de sodio casero al 10% durante 1 S' y lavadas tres veces en agua 
destilada estéril. Se efectúa la revisión microscópica con contraste de luces para 
observar la germinación y el crecimiento de las hifas. 
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xxii. Puesto que el desarrollo de la micorriza se inhibe con la luz directa, y 
debido a que en las raicillas puede formarse clorofila, se Incuba el material en 
oscuridad. Las observaciones de colonización se realizan en la misma forma. 

xxiil. Pasado un mes, se sacrifican los primeros lotes al azar y se procede a 
teñir las raíces. En campana de flujo laminar, se saca la planta en una caja Petri 
con ayuda de unas pinzas. Previamente, con un bisturl flameado, se corta un cubo 
de agar dentro del frasco que contenga las rafees. Se diseccionan del resto de la 
planta y se resiembra nuevamente en un medio con enraizador. 

xxiv. El cubo de agar conteniendo las rafees, se Introduce en una estufa a 60 
C para que se ablande. En un tamiz fino, se lavan suavemente las raíces con una 
piceta con agua destilada. Se procede a teñir normalmente. 

xxv. Se realizan observaciones microscópicas del estado de colonización. SI 
se observa un patrón común, se realiza la cuantificación por los métodos antes 
descritos. En caso de no observar resultados en ningún individuo; se espera un 
mes más y se sacrifica el siguiente lote de plantas, repitiendo los pasos anteriores. 

xxvl. En eicaso de los individuos Inoculados en suelo, se realiza la observación 
de las raicillas de un lote seleccionado al azar (previamente teñidas). 

3.4. Procedimientos. para evaluar la germinación de esporas, desarrollo 
mlcelial y colonización de las plantas In vitre. 

xxvii. Para el cálculo del porcentaje de germinación se considera la viabilidad 
de las esporas según la prueba de bromuro de tetrazolio. La evaluación de los 
efectos de los medios se hará mediante la prueba estadística de análisis de 
varianza. Una espora se considera germinada cuando se vislumbra la aparición 
del tubo de germinación. 

xxvlii. la evaluación del crecimiento micellal se hace mediante la medición al 
microscopio estereoscópico del radio micelial y del número de segmentos, a partir 
de los cuales se desarrolla micelio. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Selecclón del pcopágulo para la mlconlzaclón In vltro. 

Para este propósito, se realizó un ensayo preliminar tomando en cuenta: (1) 
el grado de contaminación sistémica Inducida por los propágulos; (2) la 
·factibilidad de manipulación de los propágulos durante la siembra y (3) la 
respuesta obtenida con cada uno de ellos en el medio de cultivo. 

Con base en las características analizadas en los antecedentes, se eligieron 
como propágulos únicamente esporas y raíces colonizadas. 

a. Resultados preliminares de germinación de clamidosporas y selección del 
agar adecuado para la elaboración de los medios. 

La prueba preliminar de germinación de esporas se realizó para verificar la 
efectividad del tratamiento de desinfección seleccionado, así como para observar 
si habia un efecto en la germinación debido a la marca de agar empleado. 

El agar más utilizado en la elaboración de los medios para la germinación de 
esporas de hongos micorrizicos VA es el Difco·Bacto. Este es una agar cuyas 
caracteristlcas permiten una excelente germinación (Danlels & Graham, 1976). A 
pesar de esto, tanto por su costo como por su difícil adquisición, fue necesario 
sustituirlo por el uso de un agar alternativo que no repercutiera en el desarrollo 
del hongo. Para tal efecto, se probaron 3 agares con distinto grado de pureza, 
seleccionando dos valores de pH (los óptimos para el desarrollo de este género) 
(Cuadro 1). 

Características de los agares utilizados: 

l .Agar-agar Merck. Este agartiene un muy alto grado de purificación y control 
de calidad, exento de lnhibidores y gérmenes termoreslstentes. 

2. Agar granular Sigma. Agar de menor control de calidad y mucho menor 
grado de purificación. 

3. Agar bacteriológico Bioxon. Agar' cuyo contenido de Impurezas varia en 
una escala aceptable de purificación. 

4. Agar Difco-Bacto. Agar libre de materiales extraños, pigmentos y un 
contenido mínimo de sales (este agar se utilizó, en este trabajo, unlcamente en 
las pruebas de germinación). 
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Cuadro 1. Efecto de la calidad del agar y dd mitodo de uruillzod&t supuficlal, en la 
germinación de c/amldosporas de. Glomus sp. en ogar-agua. 

Agar pH Porcen~ de 
germinación 

1 
1 
2 
2 
3 

6.5 
7.5 
6.5 
7.5 
6.5 

12 

6 
25 

• No cuantificado debido a la contaminación por hongos. 

l'orotnl>Je de 
espor&.s con~inmas 
con honaos 

100 
o 

100 
o 
o 

La contaminación bacteriana, debido a que fue esporádka. no se consideró en estas 
pruebas. 

El porcentaje de germinación total se cuantificó en una población de 75 esporas (con 25 
esporas por repetición) después de un mes de Incubación en oscuridad a 25"C. 

Como se puede observar en este cuadro, tanto el agar (1), de más alto grado 
de purificación, como el agar (2) de menor grado de purificación, no favorecieron 
el desarrollo de la germinación en ninguno de los valores de pH, ya que a ellos 
corresponden los valores más bajos en el porcentaje de germinación. Esto 
contrasta con la germinación obtenida en el agar (3) correspondiente a un grado 
intermedio de purificación. Estos resultados concuerdan con los trabajos de 
Daniels & Graham (1976) quienes indican que el grado de purificación de un gel 
Influyen en la germinación de la esporas, debido a que ciertas impurezas del agar 
pueden constituirse en factores que estimulen la germinación. Aunque las trazas 
de ciertos metales pesados (Zn, Al v Mn), que se encuentrancomo impurezas en 
algunos agares, pueden estimular la germinación (Hepper & Smlth, 1 g76; Mcllveen 
& Cole, 1979); ocurre, también que, en concentraciones mayores, pueden Inhibirla 
(Hepper & Smith, 1976; Slqueira et al., 1 g54; Schenck, 1986) 

El grado de contaminación observado en los agares 1 v 2, no se relaciona con 
el tipo de agar ni con la manipulación del material, sino con la efectividad del 
método de esterllación superficial. Estos resultados concuerdan con lo 
considerado por Wiíson et al. (198g) en lo relativo a que la esterilización superficial 
raramente es el 100 " efectiva. 

b. Crecimiento y desarrollo del micelio a partir de raíces de poro (Alllum 
porrum L) colonizadas por Glomus sp. 

los resultados del desarrollo mlcelial (cuadro 2), no pudieron ser evaluados 
en la mayoría de los casos, debido al grado de contaminación sistémica presentada 
(aún después de repetir varias veces el tratamiento de esterilización superficial) 
por lo que se eliminó este tipo de propágulo para la micorrización In vltro. 
Probablemente, un tratamiento más drástico (mavcr tiempo de desinfección o 
mayor concentración de los desinfectantes, así como el uso selectivo de 
fungicidas), hubiera podido combatir este tipo de contaminación. Sin embargo, 
las causas pueden ser, también, atribuidas a la contaminación natural proveniente 
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de las macetas donde se propagó el aislado micorrfzico, por lo que se sugiere 
tener un estricto control en la esterilización del suelo y mantenimiento de las 
macetas, cuando se requiera utilizar los propágulos para llevar a cabo estudios In 
vitro. (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Efecto del método tk uteró/lzaclón superficial.,, el desarrollo mlullal de 
Clomus sp. a partir tk segmentos de ralees ek poro (Alllum porrrum L) colonizados, °' 
di(erents medios axinlcos. 

Medio pH 

1. Agar OlfcoBacto 5.5 
2. Agar DlfcoBado 6.5 
3. Agar DlfcoBado 7.5 
4. Agar BacterJol. 5.5 
5. Agar Bacteriol. 6.5 
6. Agar Bacterlol. 7.5 
7. Murashlge·5koog 5.6 
8. MS/ISA 5.6 
9. Hepper & Smlth 7.0 
1 O. Allen eral. 5.5 
11. Extracto 1 6.8 

Número de puntos 
de crecimiento 
miceltal 

12.5 
12.5 

12.5 

Porcentaje de 
segmentos contaml· 

nados con bongoS 

100 
100 
50 
50 

100 
50 

100 
100 
100 
100 
100 

12 Extracto U 6 R 12 5 50 
• No se cuantmcó debido a la contamlnacl6n sistémica por hongos. En vista de que la 

contaminación bacteriana se presentó esporádicamente, no se consideró en estas pruebas. 
Resultados obtenidos después de 15 dlas de lncubaclon en oscuridad a 2s·c. 

Los segmentos de raíces colonizadas, son propágulos muy efectivos para 
producir micorrización de plantas en suelos y substratos similares. No obstante, 
bajo condiciones axénicas, a pesar de ser fácilmente manipulables, desarrollan 
un alto grado de contaminación fúngica sistémica, que no se errradica fáclemente 
con los métodos comunes de esterilización superficial. Esto ha sido corroborado 
por Mosse (1988) y Chabot et al. 1992). 

Los resultados mostrados en los cuadros 1 y 2, permitieron considerar a las 
esporas, como los propágulos más convenientes para llevar a cabo el ensayo de 
mlcorrlzación de Mammil/aria hultzl/opocht// In vltro. 

4. 2. Germinación de esporas de Glomussp. en medios axénlcos. 

En la elaboración de los medios agarificados para la germinación de las 
clamidosporas se eligieron algunos de los medios probados para G. rnosseae 
(Allen et al., 1979; Hepper & Smith, 1983) (Incisos 9 y 1 O del cuadro 3). Se 
consideró, además, el medio en el que se llevó a cabo la micropropagación de 
Mamm//laria (incisos 7y 8 del mismo cuadro). Se incluyeron, también, dos medios 
elaborados con extractos de dos suelos diferentes: extracto I, preparado con el 
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suelo en donde crece el hospedero que multiplicó el aislado mlcorrrízlco, y 
extracto 11, elaborado con el suelo utilizado para realizar el transplante de la 
cactácea del medio de cultivo (Incisos 11 y 12 del cuadro 3). Los medios testigo 
(agar·agua) fueron hechos con dos marcas distintas agar y a tres valores de pH 
(incisos 1 ·6, cuadro 3 y anexos 3, 4, 5, y 6). 

Los resultados de germinación de las esporas en los medios axénicos se 
resumen en el cuadro 3 y gráfica 1 . 

Cuadro 3. Germinación de clamldosporas de Glomus sp. en tmdlos axlnlcos agarl(lcados. 
Medios No. total esporas Porcentaje Porcentaje de 

germinadas germinación esporas. 

Testigos agar·agua: 
1. Agar bacterlol. 

pH 5.5 37 
2. Agar bacterlol. 

pH 6.5 63 
3. Agar bacterlol. 

pH 7.5 85 
4. Agar DlfcoBacto 

pH 5.5 70 
S. Agar DlfcoBacto 

pH 6.5 75 
6. Agar DlfcoBActo 

pH 7.5 
Para micropropagaclón 
de plantas: 
7. Murashlge·Skoog 

pH 5.7 38 
8. MS·IBA (1 mg) 

pH 5.7 77 
Pua germinación 

de hongos VA: 
9. Hepper & Smlth 

pH 7.0 97 
1 O. Allen •t al. 

pH 5.5 39 
Extractos de suelo: · 
11. Extracto 1 

pH 6.8 54 
12. Extacto 11 

cgnta,mlnad.as 

25.5 88.0 

43.4 69.0 

58.6 52.7 

48.3 33.3 

51.7 54.7 

37.2 49.3 

26.2 80.0 

53.1 42.0 

66.9 37.3 

26.9 74.0 

37.2 52.7 

pH6 8 116 800 78 7 

la concentración del agar, en todos los medios, se homogeneizó a 8 g/I. 
La población fue de 150 esporas (con tres repellclones de SO esporas cada una); los 

resultados se obtuvieron después de un mes de 1ncub&clón en oscuridad a 2s·c. 
• El porcentaje de germinación se calculó con base en el no. de esporu potencialmente 

viables de acuerdo a la prueba de bromuro de tetruollo. 
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Cñficoa 1. Porcentaje de germinación y c:ontamlnación de uparas de Clomus sp. en 
diferentes medios axinlcos agarificados. 

a. Características germinativas de Clomus sp. in vitro. 

la genninación de las esporas fue lenta e irregular, esta apreciación coincide 
con lo observado por Godfrey (l 957b) y Mosse (1959). Ocurrió a partir del quinto 
día, prolongándose hasta el vigésimo séptimo. El comienzo de la germinación se 
observó por la aparición de uno o varios tubos germlnativos (Flg. S a). 

la mayoña de las esporas presentaron múltiples tubos germlnatlvos; este tipo 
de germinación fue denominado por Sanders & Shelkh, (1983) como germinación 
múltiple. Por otra parte, Koske (1981 b) notó la aparición sucesiva de hasta 1 O 
tubos genninatlvos cuando se cortaban los anteriores. Danlels & Trappe (1980), 
también observan múltiples tubos en esporas de G/omus sp. En este caso, se 
registraron hasta 1 O tubos germlnativos debido, quizá, a que las esporas estaban 
bastante maduras o senescentes (Sward, 1981 ). Posiblemente, descargaron todos 
sus esfuerzos en la producción de múltiples tubos germlnatlvos y ramificaciones 
para asegurar la colonización agotando, de este modo, todas sus reservas lipídicas 
(Azcon-A. et al., 1 gg1) (Fig. 5 b·d). 

Las hifas son septadas en el comienzo de la ramificación. No se observa la 
aparición de tubos germlnatlvos a partir de la hlía sustentara (Fig. S c). 

Debido a la dificultad por la torsión de las hlías y el medio de observación, no 
se hicieron mediciones de la extensión de los tubos germlnatlvos. Sin embargo, 
su crecimiento fue extenso, superando más de cuatro veces el diámetro de la 
espora (Ag. 5 d). 
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Figura S. Germlnadón de esporas de Glomus sp. en medios axinlcos. a. Inicio de la 
germinación: se observa la hlfa sustentara en la parte superior de la espora y el desa"ollo de 4 
tubos germlnatlvos en la parte Inferior (40x). b. Vista de uno espora germinada; se aprecia la 
urenslón de los múltiples tubos' germinatlvos y la ramificación hlfa/ (4x). c. Acercamiento de la 
espora anterior, en donde se apre.cla el surgimiento de los múltiples tubos germinar/vos y la 
tablcaclón de las hlfas (40x). d. Vista de la germinación de una espera donde se obsuvan las 
nsuvas Jlpfdlcas como estructuras globulares dentro de la misma, d crecimiento de múltiples 
tubos ~rmlnatlvos en ambos txtremos de su superfcle y la tab/caclón de las hlfas (40x) 
((otomlcrografias tomadas por A Hernández). 
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b. Evaluación de los resuhados de germinación de clamidosporas. 

Para este diseño experimental, la prueba estadística aplicada fue el análisis 
de varianza, con el propósito de conocer si las medias de germinación, obtenidas 
en cada uno de los medios, presentaban diferencias significativas. El diseño 
experimental fue completamente aleatorizado, con tres repeticiones (50 esporas 
por repetición) con 12 tratamientos (medios axénlcos) asignados al azar, con las 
siguientes hipótesis estadísticas: 

Ho: Las medias muestrales son similares por lo que se Infiere que no hay 
diferencias significativas entre los tratamientos. 

Ha: La medias muestrales no son similares por lo que se Infiere que si hay 
diferencias significativas entre los tratamientos. 

Los resultados de la prueba estadística permiten rechazar la hipótesis nula 
(Ho), con una confiabilidad del 95% (F-2.216 < 2.24) por lo que se establece que 
si hubo diferencias significativas atribuibles a los tratamientos en la 
germinación in vitro de las esporas. 

Medios testigo 

En los tratamientos testigo (medios de agar·agua con distintos valores de pH), 
los resultados del análisis de varianza (Fo.osa3.1>1.02) Indican que no hay 
diferencias en la germinación debidas al tipo de agar usado en la elaboración de 
los medios. 

El total de esporas germinadas en el agar bacteriológico Bioxón (197 esporas), 
fue similar al obtenido en el agar Difco·Bacto (187 esporas). De este modo, se 
puede hacer una substitución, de éste último sin temor de que se afecte la 
germinación y con la ventaja de que corresponde al mismo agar que se emplea 
en la preparación de los medios para mlcropropagaclón de plantas. 

El análisis de varianza para conocer el efecto del pH en la germinación de las 
esporas, nos Indica que no hubo un efecto en la germinación atribuible a los 
valores de pH en la escala considerada, por lo que se puede afirmar que la 
germinación de esta especie no se ve afectada por valores de pH de 5.5 a 7.5. SI 
bien no hubo diferencias significativas, si se pudo observar un ligero 
favorecimiento de la germinación al disminuir la acidez. En el cuadro 3, se puede 
apreciar que, en total, 100 esporas germinaron en pH 5.5, 155 a pH 6.5 y 129 a 
pH 7 .5, lo que coincide con lo encontrado por otros autores en relación a las 
preferencias del género Clomus (Slqueira et al., 1 g34; Danlels & Trappe, 1980). 

Con base en el análisis de los resultados de los medios testigo, se Infiere que 
las diferencias más Importantes encontradas en los porcentajes de germinación, 
ocurren en los medios nutritivos. 
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Medios nutritivos. 

Se presentaron diferencias significativas (Fo.os•4.07<6.16) en la germinación 
debidas al efecto de los componentes de los medios, por lo que se realizó una 
comparación múltiple de medias con los siguientes resultados: 

Existen diferencias (F•o.1) en la germinación de Glomus sp. entre los siguientes 
medios: 

• Murashige & Skoog vs. Murashige & Skoog/IBA 
• Murashige & Skoog vs. Hepper & Smlth 
• Murashige & Skoog/IBA vs. Allen et al. 
• Hepper & Smlth vs. Allen et al. 

No existen diferencias (F•o.1) en la germinación de las calmidosporas de 
Glomus sp. entre los siguientes medios: 

• Murashlge & Skoog vs. Alien et al. 
• Murashige & Skoog/IBA vs. Hepper & Smith 

El mejor medio nutritivo para la germinación fue el desarrollado por Hepper 
& Smith, seguido por el medio Murashine & Skoog, adicionado con 1 mg de ácido 
lndol·butírico, regulador sintético del crecimiento utilizado, frecuentemente, en 
la inducción de ralees. El empleo de este regulador mejoró notablemente la 
germinación de las esporas, en relación al medio al que careció de esta substancia, 
el cual correspondió al que menos favoreció la germinación. El medio Hepper & 
Smith, casi idéntico al sugerido por Bécard & Fortln (1988) (anexo 7), considerado 
como un medio muy favorable para el crecimiento axénlco de micorrlzas VA, 
resultó ser el mejor para la germinación de las esporas. Esto se puede atribuir al 
contenido nutricional de los medios. El medio de Bécard & Fortín está basado en 
el medio modificado de White, propuesto originalmente para el cultivo de raíces 
y que contiene los macro y micronutrimentos, en cantidades considerablemente 
menores al medio Murashige & Skoog. En el medio Bécard & Fortín, la fuente y 
concentración de fósforo es distinta, así como la cantidad de sacarosa, lo que 
permite aseverar que, un medio adecuado para el crecimiento de raíces, es el que 
tiene, también, un balance nutritivo óptimo en concentraciones y componentes 
para el cultlvo del hongo. La aplicación de ácido lndol·butírlco corrobora que los 
componentes que favorecen el crecimiento de raíces, también favorecen la 
germinación de las esporas y el crecimiento hifal. El medio Bécard & Fortln no se 
probó debido a que su hallazgo en la literatura fue posterior a la elaboración de 
la fase experimental de este trabajo. 

El medio Allen et al. también indujo una baja germinación, debido, 
probablemente, a que no tiene vitaminas, glicina ni sacarosa, necesarias para el 
desarrollo del hongo (Hepper, 197g; Slquelra et al., 1985; García·G., 1989). 
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Extactos de suelo 

El resultado de la germinación de esporas en los extractos de suelo, permite 
aseverar que hubo un efecto debido a los componentes presentes en ambos 
suelos. 

El análisis de las características de los dos suelos, refleja algunas diferencias 
Importantes (anexo 8). Si bien, el pH es óptimo en los dos casos (6.8), el contenido 
de materia orgánica es menor en el suelo con el que se elaboró el extraco 1 (1.65 
vs. 2.34", respectivamente). El contenido de fósforo asimilable (9.62 y 8.92) es 
medianamente pobre (de S a 1 O ppm). No obstante, es mayor a la concentración 
recomendada en el medio para el cultivo axénico de mlcorrlzas VA establecido 
por Bécard & Fortin (1988), en el cual se adicionan solamente 4.8 pprn de fósforo. 
Sin embargo, el contenido de fósforo de estos medios, no Influyó, aparentemente, 
en la germinación de las esporas, por lo que se corrobora lo precisado porWilson 
et al. (1989) quienes opinan que existe una gama de concentraciones de fósforo 
por arriba y por debajo de las cuales la germinación se suprime. 

En relación a la germinación obtenida con ambos extractos, se observan 
diferencias estadísticamente significativas. El medio preparado con el extracto de 
suelo 11, dió el mayor porcentaje de germinación (80 %), en comparación con el 
obtenido en el medio preparado con el extracto de suelo 1 (37.2%). Esta diferencia, 
se puede deber a las características fisicoquimicas de los suelos utilizados para 
la preparación de lo~ extractos (anexo 8). El suelo 11, en comparación al 1, presentó 
una baja capacidad de intercambio catiónlco total (notablemente menor a la del 
suelo I); entre los cationes intercambiables, el calcio y magnesio fueron también, 
más bajos en el suelo 11. Además, el contenido de materia orgánica y el nitrógeno 
total (considerados como medianamente pobres) fueron, también, menores en 
este suelo. 

Por lo antes expuesto, el suelo 11 puede considerarse corno el más pobre en 
nutrimentos. Es probable que esta menor riqueza haya influido positivamente en 
la germinación de las esporas, como lo establecen Bécard & Fortin (1988), en su 
medio mínimo y Oaft & Nicolson (1966, 1969, 1972). 

Por otra parte, el que el extracto de suelo 11 haya tenido el mayor porcentaje 
de germinación de esporas, confirma que los nutrimentos y los factores 
contenidos en el suelo, que aún no se precisan, son los que favorecen la 
colonización de las plantas por estos hongos (Azcon·a. et al., 1991; Danlels & 
Graham, 1976; Sward et al., 1978; Siquelra & Hubell, 1986). Al respecto, Green et 
al. (1976) ya habían notado una mayor germinación de las esporas en extractos 
de suelo agarlficados, en relación a los medios nutritivos agarificados, a distintos 
valores de pH. Oaniels & Graham (1976) obtienen la mejor germinación en 
extractos de suelo (obtenidos a partir de 200 g/I) que fueron esterilizados por 
mlliporo, lo que contribuyó a conservar sus características nutrlclonales. 
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b. Comparación múltiple de medias entre los medios nutritivos y extractos 
de suelo. 

la prueba estadística (F•o.1) Indicó diferencias en la germinación de las 
esporas entre los siguientes medios nutritivos y extractos de suelo: 

• Murashlge & Skoog vs. extracto 11 
• Murashige & Skoog/IBA vs. extracto 11 
• Hepper & Smlth vs. extracto 1 
• Allen et al. vs. extracto 11 

No se observaron diferencias en la germinación de las esporas entre los 
siguientes medios: 

• Murashlge & Skoog vs. extracto 1 
• Murashlge & Skoog/IBA vs. extracto 1 
• Hepper & Smlth vs. extracto 11 
• Allen et al. vs. extracto 1 

Estos resultados nos pueden dar una Idea acerca de que los medios nutritivos 
pueden ser, substituidos o equiparados, a los medios preparados con extractos 
de suelo. Como se aprecia en el cuadro 3, el medio Hepper & Smith permitió una 
germinación, aritméticamente menor, a la del medio elaborado con el extracto de 
suelo 11, aunque estadísticamente, ambos resultados son Iguales. Por otra parte, 
en los medios MS, MS·IBA yAllen eta/. la germinación fue similar a la del extracto 
de suelo l. 

Es importante considerar que, en la determinación del porcentaje de 
germinación In vltro, no sólo puede Influir la naturaleza del medio y las 
condiciones de Incubación, sino que, además, puede Influir la edad fisiológica de 
las esporas, viabilidad y efecto de dormancla. Por estas razones, resulta dlñcll 
alcanzar el 100 " de germinación. El porcentaje de germinación obtenido en el 
medio de agar-extracto de suelo 11 (80 %), está dentro de los valores de germinación 
obtenidos por otros autores (Mosse, 1 gs9; Hepper & Smith, 1 976; Mertz et al., 
1979; St. John et al., 1981 y otros). Esto signlflca que este medio puede ser Igual 
o mejor a otros medios anteriormente descritos, elaborados con una formulación 
conocida. (Danlels & Craham, 1976; Sward et al., 1978; Slqueira & Hubbell, 1986 
y Azcon-A. et a/., 1991, entre otros). 

Acerca del efecto de la contaminación sistémica desarrollada por las 
clamldosporas, no se encontró ninguna relación entre el porcentaje de 
germinación y el grado de contaminación (cuadro 3). 
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4. 3. Mlcorrlzaclón In vltro de Mammlllorlo hultzllopoditll con Glomus sp. 

a. Caracterización de la colonización de las ralees de Mammllfarla 
hultzi/opocht// In vltro. 

En el estableclmlento de la colonlzación In vltro de esta planta, es Importante 
hacer notar que, la germinación de las esporas en este medio, fue la más baja (ver 
resultados de germinación en el medio 7 en el cuado 3). Por lo que este hecho, 
probablemente, repercutió en la colonlzaclón. 

En vista del crecimiento Irregular de las raíces de esta especie In vltro, no se 
pudo determinar el porcentaje de colonización. La mlcorrlzaclón, por tanto, se 
evaluó de manera Individual, considerando todas las estructura mlcorrízlcas 
desarradas. Las estructuras más frecuentemente observadas, fueron puntos 
Incipientes de colonización a lo largo de las raíces (Flg. 6 a-c). También se observó 
la presencia de hlfas lntraradlcales y algunas vesículas (Flg. 6 c). 

No obstante haberse hecho una selección de los Individuos de Mammlllarla 
con raíces jóvenes y blancas, algunas de ellas se encontraban ligeramente 
pigmentadas, debido a que los cultivos cuyas raíces se encuentran expuestas a la 
luz, promueven el desarrollo de cloroplastos no funcionales. Esto constituye un 
Impedimento para la colonización (Ocampo, et al., 1980). 

Por otro lado, durante el tratamiento para transparentar las raíces, se pudo 
observar que, a pesar de su corto tamaño y edad, estaban lo suficientemente 
lfgnlflcadas. Esta característica, propia de esta familia (Buxbaum, 1950), 
constituye, también, una barrera para la micorrlzaclón (Sanders & Shelkh, 1983; 
Pons et al., 1983). 

b. Caracterización de la colonización de las ralees de Mammlllarla 
hultzl/opocht// In vivo. 

La colonlzaclón de las raíces en el suelo se desarrolló, más rápida e 
Intensamente, que bajo condiciones axénlcas. Normalmente, los puntos de 
colonización se generaron a partir de esporas provenientes de esporocarpos del 
suelo (Flg. 7 a). En estas condiciones, hubo un 18" más de Individuos que se 
mlcorrlzaron aunque, en general, la colonización también fue poco profusa. No 
obstante, se pudo encontrar una raíz con una colonización madura (Flg. 7b). 

En el cuadro 4, se comparan los resultados obtenidos de la colonización de 
las raíces de Mamm//larla hultz/lopocht// tanto en condlclnes axénlcas (In vltro), 
como en suelo (In vivo). 
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Cuadro 4. Ensayo de colonización de ralees de MammUlaria hultzllopochtll porClomus sp. 

Elementos de eya!uadón In vt(Cq 

No. de plantas: 50 
No. de esporas por planta: SO 
Porcentaje de contaminación: 46" 
No. de plantas colonlzadas: 6 
Porcentaje de plantas mlcorrlzadas: 12 
Evgluclón de la co!onlzadón• primaria 

'" \ílVO 

50 

15 
30 

secundarfa 

las plantas In vitro se mantuvieron en obscuridad para evitar que la luz 
incidiera directamente sobre las esporas. las plantas In vivo se colocaron en un 
ambiente parcialmente Iluminado con luz natural. la cosecha se realizó después 
de un mes de haber aplicado los propágulos. 

Si bien el número de esporas no está relacionado con la intensidad de la 
colonización (Hayman & Stovold, 1979; Porter, 1979). en este experimento, se 
aplicaron SO esporas por planta, el cual es un número mayor al convencionalmente 
usado en los estudios de mlcorrlzaclón VA In vltro (de 2 a 1 O esporas). De este 
modo, se trató de asegurar la germinación de algunas de ellas, a pesar de 
aumentar los riesgos por contaminación. Al respecto, Allen & John (1984) 
considera que, una sola espora, por planta logra una buena colonización y que, 
aumentando el número de esporas, se Incrementa la posibilidad de una buena 
infección pero, también, el riesgo de contaminación, tiempo de manipuleo y 
desecación del material. 

Por otro lado, Pons et al. (1983) logran obtener un excelente sistema radical 
en plantas mlcropropagadas a pesar de lo cual, se desarrolla una baja colonización 
in vitro. Estos autores lo atribuyen a que la especie del hongo que utilizaron para 
la Inoculación pudo no ser la más adecuada. lo anterior, también ha sido 
establecido por Palacios-M. et al. (1987), referente a la existencia de una cierta 
preferencia entre endófitos y hospederos. Este es quizá, otro de los factores por 
los cuales probablemente no se obtuvieron niveles más elevados de colonización 
de esta especie de cactácea In vivo. 
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Ag. 6. Desarrollo de la colonlzacl6n de Mammlllarla hultzllopochtll con Glomus sp. In \litro. 
L Cennfn&d6n ypenetra.cl6n hlfal de una espora en una rafz(4x). b. Varios puntos de colonlzacl6n 
a lo largo de la rafz (4x). c. Punto de entrada de una hlfa en la epidermis de la ralz. Se observa una 
alta densidad de pelos absorbentes (40x). d. Desarrollo Inicial de 11eslculas del hongo en el Interior 
de la ralz (40x). Mlcrofotograflas tomadas por A. Hemindez. 
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Flg. 7. Colonlzad6n th Mammlllarla hultzilopochtll por Glomus sp. In vivo .... 
Gumlnocl6n de uparas a partir de un esporocarpocen:ano a la rafz (1 OJ<). b. Colonlzac/6n maduro 
con el desarrollo de esporas Jntrarad/coles (40x) (Fotom/crogrofías tomados por A. Hunándu). 
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V. CONCLUSIONES 

1. Los ensayos para la selección de propágulos mlcorrizicos VA In vltro, nos 
permitieron concluir que las esporas, resultaron ser los más convenientes en vista 
de que en ellas, fue más efectivo el método de esterilización superficial; lo que 
significó un menor índice de contaminación sistémica. 

2. De las pruebas realizadas para evaluar el efecto de la calidad del agar en la 
genninadón de las esporas, se concluye que, tanto en los agares con un bajo 
grado de purificación, como en los de alto grado de purificación, los porcentajes 
de germinación tienden a ser más bajos. 

3. Sobre el efecto del pH en la germinación de las esporas, las pruebas 
realizadas nos indican que, en una escala de 5.5 a 7.5, no se detectó ninguna 
interacción. 

4. En relación a las pruebas de germinación de esporas, en diferentes medios 
axénicos agarificados, se encontró que el medios elaborado con el extracto de 
suelo miss pobre en nutrimentos, permitió obtener el más alto porcentaje 
equiparado, estadístlr.amente, al medio de Hepper & Smlth. 

s. Acerca del efecto de la contaminación sistémica desarrollada por las 
esporas, no se encontró ninguna relación entre el porcentaje de germinación y el 
grado de contaminación. 

6. las pruebas realizadas con Mammillarla hultzllopocht/I tanto In vltro como 
en suelo (In vivo), mostraron claramente la susceptibilidad de esta planta a la 
mlcorrlzaclón vesícula-arbuscular. 

7. Los ensayos realizados nos permiten conclulrque el medio más conveniente 
para realizar futuras investigaciones de micorrización con esta planta, es el 
elaborado con extracto de suelo en vista de que, en este medio, se reúnen las 
condiciones adecuadas para la germinación de las esporas, y constituiría, además, 
el Inicio de un mecanismo de readaptación de la planta a sus condiciones 
naturales. 
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ANEXO 1. RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DEL AISLADO 
MICORRÍZICO ORIGINAL Y DE lR SEPARACIÓN Y CONTEO DEL 

PROPtiGULO. 

C-ol d. calidad clcl aislado mlc01Tízlco. 

Glomus sp., generador de esporas lntraradlcales. 

•Hospedero: Alllum porn¡m L 

•Porcentaje de colonización: 75" 

•No. de esporas por g de suelo: 201 

• Porcentaje de viabilldad de las esporas según la prueba de 
bromuro de tetrazollo: 652% 

Scparacl6n y conteo d. los propágulos. 

Las esporas fueron colectadas a partir de racimos lntraradlcales, con lo que 
se garantizó su edad fisiológica. 

• ~ una muestra de O. 13 g de rafees colonizadas se obtuvieron: 

136 racimos de esporas "aparentemente vivas·. 
41 racimos de esporas "aparentemente muertas• y 

4 939 esporas con una vlabllldad de 96.77" según la prueba de bromuro de 
tetrazollo. 
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ANEXO 2. SOlUCIOH NUTRITIVA lONG ASHTON (1952) 

Esta solución se emplea comúnmente en el riego de plantas con deficiencias 
nutrldonales, en experimentos controlados y, para mantener el vigor y estimular 
el crecimiento de muchas especies vegetales. Desde 1952, se usó en una gran 
variedad de condiciones ambientales en sustratos de arena o medios hidropónlcos 
de numerosas cosechas de vegetales y árboles de climas templados y tropicales 
(Hewitt, 1962). 

En el caso del riego de plantas hospederas, es necesario modificar la 
concentración de fósforo para que se pueda establecer una elevada colonización. 

Macronutrientes 

KN03 
Ca(N03)24H20 
MgS047H20 
Na2H2P042H20 

Oligoelementos 

MnS044H20 
CuS045H20 
Zn5047H20 
H3B03 
Nad 
(NH4)5Mo10244H20 
mTA·Fe 

mg/I 

404 
944 
368 
89. 

1.69 
0.25 
0.29 
3.1 
5.9 
1.8 g/I 
1.4 ml/I 

• Originalmente se usan 278 mg/I, lo que resulta en una concentración de 
fósforo de 41 ppm. En este caso la concentración se requiere minimizar para que 
se pueda llevar a cabo el desarrollo del hongo. 
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ANEXO 3. ElABORACION DE MEDIOS AGRRIFICADOS: TESTIGOS Y 
EXTRAaos DE SUElO 

A. TESTIGOS: 

AGAR BACTERIOLOGICO BIOXON (8 g/I) 
-A tres vasos de precipitados con 2SO mi de agua destilada se les ajusta pH 

a S.S, 6.S V 7.S respectivamente con KOH 0.1 N. 
- Se disuelven en cada uno, 2 g de agar bacteriológico Bioxon V se calientan 

con ayuda de un agitador magnético hasta que estén translúcidos. 
- Se vacían 20 mi de cada uno en 1 O cajas Petrl de 1 O cm de diámetro v SO mi 

de capacidad. El resto se vacía a un matraz Erlenmeyer de 100 mi. 
- Se autoclavean a 1 S libras de presión durante 1 S minutos. 
- Los otros SO mi se vacían (en campana de flujo laminar) a 10 cajas Petrl 

estériles de 1 O mi y S cm de diámetro (S mi por caja). 
- Se sellan las cajas con egapack y se les anotan los datos pertinentes. 
- Se guardan invertidas a 4"C. 

DIFCO BACTO AGAR 
La preparación de este medio es idéntica al anterior, sustituyendo el agar 

bacteriológico por 2 g de agar Dlfco·Bacto. 

B. EXTRACTOS DE SUELO: 

Extracta t: Suela donde crece hospedera. 
- Se pesan SOO g de suelo semi-húmedo vse colocan en un vaso de precipitados 

de 1 1 con 600 mi de agua destilada. Se Instalan en una plataforma de agitación 
durante 24 horas. 

- Se deja sedimentar v se decanta el sobrenadante filtrándolo en un embudo. 
-Se midepH. 
- El extracto de suelo obtenido se esteriliza dos veces por millporo (0.2S mm). 
- Se diluyen 2 g de agar bacteriológico Bloxon, en SO mi de agua destilada. Se 

agita con agitador magnético calentando hasta que el agar esté translúcido. Se 
autoclavea en un matraz Erlenmeyer de 250 mi durante 1 S minutos a 1 S libras de 
presión. 

- En campana de flujo laminar, se deja templar v se le agrega el extracto de 
suelo. Se homogenlza v vacía en cajas Petrl estériles (20 mi por caja). 

Extracta 11: Suela donde se propagan /as catáceas. 
Se realizan los mismos pasos antes mencionados, pero utilizando el suelo 

donde se transplantan las cactáceas de los medios In vitra. 
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ANEXO 4. MEDIO MURASHIGE & SKOOG (1962) 

Sol. macronutrientes mg/I 

(NH4)N03 
KNQ3 
MgS04'7H20 
KH2P04 

Sol. calcio 

CaCl2·2H20 

Sol. mlcronutrientes 

MnS04'4H20 
ZnS04·7H20 
H3B03 
KI 
Na2Mo04'2H20 
CuS04·5H20 
CoCl2·6H20 

Sol. fierro 

FeS04'7H20 
Na2EDTA 

Sol. vitaminas 

Tiamlna HCI 
Ac. nlcotinlco 
Pirldoxlna 

Sol. mio-lnosltol 

M·lnosltol 

1650 
1900 
370 
170 

440 

22.3 
8.6 
6.2 

0.83 
0.25 
0.025 
0.025 

27.B 
37.8 

0.1 
o.s 
0.5 

100 
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Sol de Glicina 

Glicina 
Sacarosa 

Agar 

PH 

Elaboradón del medio 

2 
30 g/I 

89/I 

5.7-5.8 

·Se preparan stocks para 20 litros de medio, lo que permite disminuir el error 
en el peso de los mlcronutrlentes y preparar rápidamente la cantidad deseada de 
medio. Para cada solución, se pesan los reactivos y se van agregando uno a uno 
en un volumen de 1 50 mi de agua destilada. Se homogenlza con un agitador 
magnético y se afora a 200 mi. Almacenar a (C. 

• Para elaborar el medio, se sacan previamente los stocks del refrigerador y se 
dejan templar. Se prepara un vaso de precipitados con la mitad del volumen de 
agua destilada de la cantidad de medio que se desee elaborar. Se van agregando 
los mililitros correspondientes de cada stock en el orden descrito, esperando que 
cada uno se vaya disolviendo. Se agrega la sacarosa y se ajusta pH. 

• Posteriormente se afora y agrega el agar disolviendo en caliente hasta que 
se torne translúcido. 

- Se vacían 20 mi en cajas Petrl y se autoclavea 1 5 minutos a 15 libras de 
presión. 

·Cuando se solidifica el agar, se sellan las cajas Pe tri con egapack y se guardan 
Invertidas a 4t:. 

MEDIO MS CON 1 mg DE ACIDO INDOL·BlJTIRICO 

·Se elaboran los mismos pasos anteriormente descritos, aforando 5 mi menos 
del volumen total y esterilizando el medio en un matraz Erlenmeyer. 

• Se disuelve 1 mg de IBA en 4 mi de agua destilada y se afora en una probeta 
graduada de 1 O mi. 

• Se vacía en una jeringa millporo y se Inyecta suavemente al medio (en 
campana de flujo laminar), cuando éste haya entibiado. 

- Se homogenlza y se vacían 20 mi en cajas Petrl esterilizadas. 
• Se deja solidlflcar, se sella con egapack y se conservan Invertidas a 4°C. 
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ANEXO 5. MEDIO HEPPER & SMITH (1976) 

Medio modificado de White, 1936. 

Sol macronutrientesmg/I 

Kd 65 
KN03 80 
Ca(N03)2·4H20 300 
MgSQ4·7H20 720 

Sol fósforo 

NaH2P04·2H20 10.7 

Sol micronutrientes 

FeNaEDTA 4.6 
MnCl2·4H20 4.9 
KI 0.75 
H3B03 1.5 
ZnS04·H20 1.92 
CuS04"5H20 1 mlcrogramo 
Na2Mo04·2H20 0.168 mlcrogramos 
Cllclna 3 

Sol vitaminas 

Tlamlna 0.1 
Ac. Nicotínlco 0.5 
Plrldoxlna 0.1 

Sacarosa 20 g 

Agar 8g 

PH 7 

- Se elaboran stocks para 1 O litros, agregando los reactivos uno a uno V 
disolviendo continuamente en 1 SO mi de agua destilada. Se almacenan a 41:. 
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- Para elaborar el medio, se toman los mililitros pertinentes de cada stock y se 
disuelven en un volumen de agua destilada menor al final, homogenlzando con 
un agitador magnético. 

- Se agrega la sacarosa y se ajusta pH. Se afora al volumen final menos el 
número de mililitros de la sol. de fósforo. 

- Se agrega el agar bacteriológico y se disuelve en caliente hasta que esté 
translúcido. 

- Se autoclavea 1 S minutos a 1 S libras de presión en un matraz Erlenmeyer. 
- Se deja templar en campana de flujo laminar y se le Inyectan los milllitros de 

la solución de fósforo esterilizados por miflporo. 
-Se homogeneiza y se vacían 20 mi a cajas Petrl previamente esterilizadas. 
_Se conservan lnvenldas a .fe. 
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ANEXO 6. MEDIO AllEN et al. (1979) 

Sol macronutrientes mg/I 

Ca(N03)2°4H20 341 
KN03 80 
Na2S04·l OH20 200 
MgS04·7H20 738 
Ca·Phytato 230° 

Sol. mlcronutrientes 

MnCl3·4H20 
ZnS04º7H20 
KI 

7.07 
2.68 
0.75 

H3B03 
Na2Mo04º2H20 
CuS04·SH20 
FeC'3°6H20 

1.5 
0.00254 
0.0201 
4.16 

Agar 8g/I .. 

PH 5.5 

•Sustituido por harina de hueso molido (8.836 mg/I), según Hepper (1981) . 

.. Origlnalmente es 1 O g por lltro pero se homogeneizó la concentración de 
agar para la elaboración de todos los medios a 0.8". 

·Se elaboran stocks de soluciones, agregando los reactivos uno a uno en 1 SO 
mi de agua destilada. Se afora a 200 mi y se conservan a 41:. 

• Se elabora el medio agregando los milllltros correspondientes al volumen 
que se desee preparar. 

• Se homogeniza con agitador magnético, se agrega sacarosa y se ajusta pH. 
• Se afora al volumen final y se agrega el agar, calentando hasta que esté 

translúcido. 
• Se vacían 20 mi a cajas Petri y se autoclavean 15 minutos a 15 libras de 

presión. 
• Se conservan invertidas a 4c. 
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RNEXO 7. MEDIO PRRR CRECIMIENTO DE HONGOS MICORRIZICOS 
VA POR 8ECRRD & fORTIN, 1988 

Este medio se basa en un medio modificado de White (1936), usado para 
mantener rutinariamente cultivos de ralees y un medio mínimo para lograr la 
colonización In v/tro con el hongo VA. 

Medio mínimo Medio modificado de White 
mg/I mg/I 

MgS04.7H20 731 731 
N~S04. l OH20 453 
KN03 80 80 
Ka 65 6S 
NaH2P04.2H20 21.5 
KH2P04 4.8 
Ca(N03)2.4H20 266 288 
NaFeEOTA 0.75 8 
KI 0.75 
ZnS04.7H20 0.0024 2.65 
MnC'2.4H20 6 6 
H3BQ3 1.5 

. CuS04.5H20 0.13 . 
· N~Mo04.2H20 0.0024 

Myo-lnosltol 50 so 
Glicina 3 3 
Tlamina 0.1 0.1 
Piridoxina 0.1 0.1 
Ac. nlcotlnico o.s 0.5 

Sacarosa 10g/I 30g/I 
. pH" 5.5 5.5 

Coma gelatinosa .. 0.3" 0.4" 

• El valor de pH de este medio fue bueno para el desarrollo de especies de 
Glgaspora, género adaptado a condiciones ligeramente ácidas. Para el cultivo de 
Glom11s, se sugiere modificarlo a un pH de 6.5. · 

.. Gel-Gro. ICN Biochemlcal Co. reemplazando al agar Olfco-Bacto. 
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ANEXO 8. RlGUNRS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE 
tos SUElOS UTIUZRDOS. 

Propiedad Suelo! Suelo U Referencia. 

Pll 6.84 6.80 
Materia orgánica 2.34" 1.65" Walkey & Black 
C.l.C.T. 23 10 Jackson 
C..+ meq/100 g 11.2 s.o 
Mg+ meq/100 g 9.0 4.5 
Na+ meq/100 g 0.13217 0.2391 
K+meq/100g 0.42307 0.6538 
P dlsponlble ppm 9.62 8.92 Bray& l<urtz 
N total 0.156" 0.063" Kjeldahl 

Interpretación de resultados según Vázquez & Bautista, 1993. 
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