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La ciencia no es sabiduria; 
es conocimiento. 

Sabiduria es conocimiento moderado por el juicio. 

Métraux Guy S. Y Francois Crouzet
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RESUMEN 

Se recolectaron diez muestras de suelo rizosférico de plantas de Amelanchier 

denticulata (HBK) Koch, procedentes de una area bajo disturbio del Cerro 

Tepecticpac, estado de Tlaxcala, México. 

Para aumentar la poblacién de hongos micorrizicos arbusculares se 

establecieron macetas de propagacion. A los seis meses se extrajeron las esporas por 

la técnica de tamizado himedo y decantacién Gerdemann y Nicolson (1963) y 

cetrifugacién en un gradiente de sacarosa 20 y 60% Daniels y Skipper (1982). 

Con una parte de jas esporas obtenidas se hicieron preparaciones 

permanentes para la identificacidn taxondmica de las especies encontrandose; 

Glomus sp.1, Glomus sp.2, Glomus intraradix, Glomus geosporum, Sclerocystis sp, 

Acaulospora bireticulata, Acaulospora aff. foveata, Acaulospora rugosa, Acaulospora 

sp, y Scuteilospora sp. 

Para la prueba de micorrizacion in vitro se utilizaron, Acaulospora rugosa, 

Glomus sp.1 y Glomus intraradix, y como plantas hospederas raices transformadas 

de zanahoria y cultivo de tejidos de raices de cebolla, ambos crecidas en medio 

nutritive de White modificado (MWM™) . 

Las esporas de Acaulospora rugosa, germinaron, emitiendo varios tubos 

germinativos, con crecimiento de micelio, pero no hubo colonizacion de las raices en 

ninguno de los dos hospederos (raices transformadas de zanahoria y cultivo de tejidos 

de raices de cebolla). En Glomus sp.1, no se observd germinacién de las esporas ni 

indicios de desarrollo de las hifas. En el caso de Glomus intraradix, hubo germinacion 

de las esporas, desarrollo de micelio, colonizacién de las raices transformadas y 

produccién tanto de vesiculas como de arbusculos dentro de jas células del 

hospedero, y formacién de esporas en el medio nutritivo. 

En cultivo de tejidos de raices de cebolla aunque hubo germinacion de las 

esporas y desarrollo de micelio no hubo colonizacion de las raices.



| INTRODUCCION 

La micorriza es una asociacién mutualista que se establece entre ciertos 

hongos del suelo y raices de plantas superiores. Se trata de una simbiosis 

practicamente universal, no sdlo porque casi todas las especies vegetales son 

susceptibles de formarla, sino también por su ubicuidad en la mayoria de los habitats 

naturales (Barea y Azcén-Aguilar, 1983). 

El origen de las micorrizas parece ser tan antiguo como las propias plantas, 

como se deduce del estudio de los primeros registros fosiles de vegetales (370 

millones de afios), en los cuales se ha puesto de manifiesto la presencia de 

estructuras fungicas similares a las de las actuales micorrizas arbusculares (MA) 

(Malloch ef a/. 1980; Nicolson, 1975; Stubblefield ef al. 1987). 

Existen varios tipos de micorrizas, pero la mas extendida es la denominada 

micorriza arbuscular (MA), nombre que se asigna en virtud de las esiructuras tipicas 

que el hongo desarrolla en la corteza de la raiz. 

La MA se caracteriza por una amplia ramificacion del micelio que crece en el 

suelo, el cual se conecta en algunos puntos de la raiz de la planta hospedera para 

colonizarla. Ya en la raiz, el micelio crece entre y dentro de las células corticales 

desarrollando unas estructuras conocidas como arbusculos, los cuales se forman 

mediante ramificaciones repetidas de las hifas que van _ disminuyendo 

progresivamente de tamario y presentan un area de contacto amplia entre el hongo y 

el plasmalema de la célula hospedera. 

Las hifas internas contienen pequefias vacuolas dentro de las que hay 

diminutos granulos esféricos de polifosfatos que miden entre 0.1 a 0.2 micrémetros 

de diametro. Se cree que estos granulos se unen a las vacuolas para transportar el 

fosfato por medio de corrientes citoplasmaticas directamente de las hifas que se 

encuentran en el suelo a los arbusculos (Jackson y Mason, 1984). 

Los arbusculos tienen una vida efimera (de 7-21 dias ) y terminan siempre por 

ser mas o menos digeridos por el hospedero. En algunos casos se forman unos 

abultamientos intercalares o apicales en las hifas a las cuales se les ha llamado



vesiculas. Inicialmente la pared de las vesiculas es delgada pero se va engrosando 

paulatinamente y en su citoplasma se depositan lipidos. Se considera que las 

vesiculas actuan como estructuras de reserva y algunas veces como propagulos de 

supervivencia cuando las raices colonizadas mueren y se desintegran (Jackson y 

Mason, 1984). 

La taxonomia de estos hongos se basa en las caracteristicas de sus esporas; 

de acuerdo con Morton y Benny (1990), estos hongos se encuentran clasificados de 

la siguiente forma: pertenecen a la Clase Zygomycetes, Orden Glomales, este orden 

esta constituido por dos subdrdenes: Glomineae y Gigasporineae, el suborden 

Glomineae agrupa a las familias Glomaceae con los géneros Glomus y Sclerocystis 

y a la familia Acaulosporaceae con los géneros Acaulospora y Entrophospora. El 

Suborden Gigasporineae esta constituido por una sola familia: Gigasporaceae con 

dos géneros, Gigaspora y Scuteliospora. 

En términos generales, se ha propuesto que los beneficios que aportan fos 

hongos MA a sus plantas hospederas son los siguientes: 

1). Incremento en la absorcién de sales minerales 

2). Incremento en la absorcién de agua 

3). Desarrollo mas vigoroso 

4). Resistencia a condiciones ambientales adversas como baja tensién de agua, pH y 

temperaturas extremosas y altas concentraciones de metales pesados (Harley y 

Smith, 1983). 

Con relacion al desarrollo de las plantas, el papel de la micorriza al cual se le ha 

prestado mayor atencién es el relacionado con la nutricién mineral, siendo e! fésforo 

el nutrimiento que mas se ha estudiado en este sentido, no solamente porque es 

requerido por las plantas en grandes cantidades, si no también porque 

frecuentemente su concentracién en la solucién del suelo es muy baja (Baylis, 1967). 

El hongo micorrizico es considerado como una extension del sistema de la raiz, 

ya que una fina red de filamentos (hifas) exploran y extraen nutrimientos de un 

volumen del suelo mas alla de los limites en que las raices pueden hacerlo. Muchos 

de estos nutrimientos son translocados a través de la red de hifas de la micorriza 
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hasta los arbusculos donde son liberados a las raices para ser utilizados por el 
hospedero; a cambio, el hongo recibe azticares simples y probablemente otros 
compuestos derivados de la fotosintesis del hospedero, (Molina y Trappe, 41984). 

Diversos estudios han demostrado que la inoculacién de las plantas con hongos 
MA no solamente es una prdactica util, si no que en algunos casos necesaria ya que 
hay especies de plantas que no se pueden desarrollar si no presentan esta 
asociacion. Asimismo, los hongos MA son simbiontes fisioldgicamente obligados que 
nc han podido ser aislados en cultivos puros y que necesitan esiar colonizando a la 
raiz para poder completar su ciclo de vida (Bethelenfalvay, 1992). 

Los estudios bioldgicos de los hongos MA se han dificultado en gran medida 
debido a sus relaciones de simbiontes obligados con sus hospederos (Chabot et af. 
1992). Se han hecho numerosos estudios con el objeto de investigar la influencia de 
determinades factores (fisicos, quimices y biclégicos), sobre fa germinacién de sus 
esporas, el crecimiento del micelio y la colonizacién a las plantas hospederas, con la 
finalidad de poder manipuiarlos in vitro. Estas investigaciones son prioritarias ya que 
permitiran introducir caracteristicas bioquimicas como criterio taxonémico, realizar 
manipulaciones genéticas, clonacién de los hongos mas eficaces y facilitar la 
produccion masiva de inéculo para su utilizacién en el campo (Azcén-Aguilar ef al. 
1991). 

En afios recientes, se han desarrollado algunos sistemas in vitro utilizando 
cultivo de tejidos de raices en los cuales se ha logrado la colonizacion del hongo a su 
hospedero (Mosse y Hepper, 1975). Mugnier y Mosse (1987), modificaron esta 
técnica y utilizaron raices genéticamente transformadas por el plasmido Ri (inductor 
de raices) de Agrobacterium rhizogenes (Whiteman et al. 1987: Hamill et ai. 1987), 
el rapido desarrollo in vitro y los requerimientos bajos en nutrimientos de estas raices 
han dado fa pauta a los investigadores para utilizar estos sistemas de cultivos duales 
en el establecimiento de hongos micorrizicos arbusculares y su hospedero. 

Uno de los problemas que se presenta tanto en cultivo de tejidos como en 
raices transformadas en estos sistemas duales es con relacién al medio nutritivo 
debido a que si se le dan las condiciones al hongo simbionte se afecta e] desarrollo 
de las raices y si, se Je dan las condiciones al hospedero se afecta e! desarrollo de! 
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hongo simbionte, por esta reazon se deben se deben estandarizar los medios 

nutritivos para que no se afecte a ninguno de Ios dos simbiontes. 

Bécard y Fortin (1988) desarrollaron un medio minimo para el establecimiento 

de sistemas duales in vitro en donde no se afecta a ninguno de los dos simbiontes 

(hongo y hospedero) y se puede utilizar tanto en cultivo de tejidos de raices como en 

raices genéticamente transformadas (Whiteman ef al. 1987). 

Chabot ef a/. (1992) utilizaron este medio minimo con un sistema de raices 
| 

transformadas genéticamente, el de cultivo de tejidos de raices y el hongo simbionte 

Glomus intraradix, completando el ciclo de vida de este simbionte. 

La utilizacién de hongos micorrizicos arbusculares y su manipulaci6n in vitro 

con la finalidad de producir inédculo para utilizarse en ecosistemas seriamente 

perturbados puede ayudar en gran medida para una recuperacién mas rapida 

mediante la reforestacién con arboles y arbustos que esten ya micorrizados desde el 

vivero con especies de hongos micorrizicos arbusculares eficaces para estas zonas. 

1.1 Justificacion 

Debido al manejo inadecuado de los recursos naturales, la Republica Mexicana 

presenta un gran numero de 4reas con un alto grado de perturbacion y en vias de 

desertificacion. Los hongos micorrizicos arbusculares adquieren singular relevancia 

en su recuperacion, ya que la utilizaci6n de cepas nativas es una buena alternativa 

para asegurar el proceso de revegetacién, ya que las especies de este grupo fungico 

son ubicuistas, cosmopolitas y capaces de colonizar los ecosistemas mas dispares. 

No obstante, el uso de estos hongos esta fuertemente limitado por el momento, por 

la incapacidad de poder producir inoculante a gran escala, por lo que es necesario 

buscar nuevas alternativas que nos permitan obtenerlo en forma mas rapida y 

econémica. 

1.2 Objetivos 

a). Aislar y propagar hongos micorrizicos arbusculares de un area bajo disturbio. 

b). Identificar los hongos micorrizicos arbusculares (MA) aislados. 
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¢). Colonizacién in vitro con hongos micorrizicos arbusculares en cultivo de tejidos de 
raices de cebolla, Allium cepa y raices transformadas obtenidas a partir de raices de 
zanahoria inoculados con la bacteria Agrobacterium rhizogenes. 

1.3 Meta. 

Lograr la colonizacion in vitro de raices con especies de hongos MA , como un 

ensayo preliminar para obtener indculo de estos hongos.



li ANTECEDENTES 

2.2 Informacién de los hongos micorrizicos arbuisculares (MA) 

El términe micorriza fue acufiado por Frank en 1885 y literalmente quiere decir 

“hongo-raiz"; define la asociacién mutualista entre el micelio del hongo y las raices 

de una planta (Harley y Smith, 1983). 
| 

Las micorrizas arbusculares (MA) se encuentran casi en la totalidad de las 

familias de las plantas vasculares (Trappe, 1987) y sin duda son las mas extendidas 

entre las especies vegetales (Barea et a/. 1991; Harley y Smith, 1983; Malloch et ai. 

1980; Trappe, 1987; Newman y Redde! , 1987). 

La presencia y distribuci6n de este tipo de micorrizas ha sido estudiada en una 

gran diversidad de habitats naturales y comunidades vegetales (Abbot y Robson, 

1977; Janos, 1984; Sanders, 1990; Sparling y Tinker, 1975), su importancia ecoldgica 

es enorme ya que hay especies de plantas nutricionalmente dependientes de esta 

simbiosis. 

Este tipo de micorriza, esta formada por el 90% de las familias de plantas que 

se encuentran poblando la superficie terrestre (Trappe, 1987); estan presentes 

virtualmente en todos lo tipos de habitat, excepto en aquélios en donde prevalece otro 

tipo de micorriza como Ia ericoide, ectomicorriza, arbutoide, o de otro tipo (Harley y 

Harley, 1987; Mosse et al. 1981). 

En general la micorrizas favorecen la captaci6n de agua y nutrimentos 

minerales, especialmente fosforo y nitrogeno del suelo (Bowen, 1973), debido a la 

mayor habilidad que tienen los hongos en este sentido. También se ha confirmado 

mediante el uso de isdtopos marcados que elementos como K, Ca, S, Zn, Cu y Sr, 

son absorbidos por las células fungicas y transportados hasta la planta simbionte 

(Bowen, 1973; Gianinazzi-Pearson y Azcon-Aguilar, 1991: Harley y Smith, 1983; 

Mejstrik y Krause 1973; Rygiewiz y Bledsoe, 1984; Thompson y Medue. 1984).



La estimulacion del crecimiento en las plantas micorrizadas no se limita a una 

mejora nutricional, sino también a la induccién de fitohormonas por parte del hongo 

hacia la planta, siendo éste uno de los efectos indirectos que ayudan al buen 

desarrollo del vegetal micorrizado (Allen ef a/. 1980; Harley y Smith, 1982, 1983; 

Slankis, 1973), ademas mejoran la estructura del suelo (Thomas y Jackson, 1983) y 

protegen a la planta contra patdgenos (Bagyaraj, 1984; Graham, 1986; Linderman, 

1988; Marx, 1973; Perrin, 1985; Schenck, 1981; Schonbeck, 1979). 

Las esporas de los hongos MA son estructuras muy grandes que se 

forman a partir del micelio externo y la diferencia en la estructura de las paredes de 

la espora es de vital importancia para la identificacién de las especies. 

Las esporas de los hongos MA se encuentran principalmente entre los 15 y 30 

cm de la superficie del suelo decreciendo su numero marcadamente a menos de 15 

cm de la superficie (Bagyaraj, 1991; Redhead, 1980) y normalmente no se 

encuentran mas alla del area de las raices de fas plantas, por Jo que el mayor 

numero de esporas, esporocarpos y raices conteniendo micelio io vamos a encontrar 

en ja parte que comprende la rizésfera de las plantas (Mosse ef af .1981). 

El micelio, por su parte, se extiende y ramifica abundantemente en el exterior 

de fa raiz, por el suelo, de donde obtiene los nutrimientos minerales, que trasioca 

hasta los arbtisculos donde se produce el intercambio de nutrientes para ambos 

simbiontes (Olivares y Barea, 1991). 

Los hongos MA se encuentran asociados con plantas de interés forestal, 

agricola y ornamental. Solamente unas pocas familias botanicamente importantes 

como son las Cruciferaceae, Chenopodiaceae y Cyperaceae, incluyen especies no 

micorrizicas, (Allen, 1991; Harley y Harley, 1987; Honrubia ef af. 1992; Lopez- 

Sanchez y Honrubia,1992). 

En varios cultivos de plantas se ha demostrado que la inoculacién con hongos 

micorrizicos incrementa la produccién de biomasa, (Hayman y Mosse, 1979; Howeler 

y Sieverding, 1983; Islam et a/. 1980; Khan, 1972; 1975; Kuo y Huang, 1982;; Powell 

y Metcalf. 1980; Saif y Khan, 1977).



Estos organismos adquieren singular relevancia en suelos alterados, 

erosionados, en vias de desertificacion o con actividades mineras (Allen, 1984; Daft ef 

al. 1975: Gemma y Koske, 1990; Reeves ef al. 1979), donde las plantas representan 

los primeros estadios de vegetacion natural. En tales ambientes hostiles, la presencia 

de estos hongos facilita el establecimiento de sus hospedantes vegetales asegurando 

su nutricién mineral y supervivencia. Una de las caracteristicas de las micorrizas 

arbusculares es que, la raiz micorrizada no presenta cambios morfoldgicos y !a 

colonizacion se produce a nivel de la corteza radical (Jackson y Mason,1984). 

Por su tondicién de simbiontes fisiolégicamente obligados, los hongos MA no 

han podido ser aislados en cultivos in vitro, ya que necesitan estar colonizando la raiz 

de una planta hospedera para llevar a cabo su ciclo de vida (Azcén-Aguilar ef al, 

1991). La fuente de indculo de los hongos MA consiste de esporas, esporocarpos, 

raices colonizadas y micelio (Ferguson y Woodhead, 1982), por lo que todas estas 

estructuras del hongo pueden ser usadas como fuente de indculo que se puede 

probar en diferentes especies de plantas. 

2.2 Cultivos puros 

Una forma de producir indéculo puro en invernadero, es mediante cuitivos 

puros, en los cuales las esporas son usadas como fuente de indculo debido a que son 

relativamente faciles de aislar del suelo; sin embargo este tipo de indculo sdlo es 

adecuado para experimentacion o para produccién de piantas en almacigo, ya que su 

obtencién a gran escala no ha sido técnicamente resuelta. 

Por otro lado, las raices colonizadas por hongos MA contienen tanto micelio 

externe como interno y su efectividad es mayor que la de las esporas (Barea, y 

Azcén-Aguilarl, 1983; Ferguson, y Woodhead, 1982). La forma mas simple de obtener 

esta fuente de indculo es recolectar en campo raices colonizadas por hongos MA, sin 

embargo, este proceso no es mas apropiado ya que ademas de la posibilidad de 

introducir fitopatogenos, se desconoce la efectividad del inédculo (Varela, 

comunicaci6n personal). 

En la actualidad se han hecho diversas pruebas con ia finalidad de obtener 

cantidades considerables de indculo, una de ellas es mediante cultivos puros; la 
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produccién de indéculo de diferentes especies de hongos MA, mediante esta técnica, 

la cual se lleva a cabo preparando, macetas con una mezcla de suelo/arena (1:1) la 

cual es esterilizada a vapor durante una hora, donde posteriormente se siembran 

plantas trampa (son plantas que presentan muy poca especificidad para asociarse 

con los hongos MA) (Secilia y Bagyaraj, 1988). 

Las esporas generalmente se desinfectan superficialmente antes de ser 

inoculadas a la planta trampa, ya que comunmente presentan micoparasitos y otros 

microorganismos asociados,(Schenck y Nicolson , 1977; Watrud, 1982). Estas 

macetas se mantienen en invernadero por varios meses, realizando revisiones 

periddicas hasta que se observa la propagaci6n, sin embargo son susceptibles de 

contaminarse con esporas de otras especies de hongos MA (Sylvia, 1984). 

El mantenimiento de los cultivos puros de hongos MA, no es sencillo y se 

presentan serias dificultades ya que se requieren técnicas laboriosas que implican 

constantes cuidados ademas de ocupar grandes espacios y consumo de tiempo 

(Dalpé y Mitrow, 1990; Douds y Schenck, 1990). 

2.3 Cultivos in vitro de hongos micorrizicos arbusculares MA 

Otra alternativa para la produccién de indculo de hongos MA es mediante 

cultivos in vitro. Estos han sido un importante desafio para la ciencia, sin embargo los 

cultivos de estos hongos en total ausencia del hospedero no se ha logrado aun. En 

métodos empiricos se han utilizado diversos cultivos incluyendo extractos y exudados 

de raices, los cuales han logrado estimular la germinacién y el desarrollo del micelio, 

pero nunca se ha establecido un cultivo permanente (Hepper, 1984). 

En la mayoria de los casos se utilizan esporas esterilizadas superficialmente 

como material de partida, tratando de dar las condiciones (fisicas, quimicas y 

biolégicas) que prevalecen en su habitat natural (Olivares y Barea , 1991). 

En general se ha observado que los hongos MA crecen mejor en condiciones 

aerobias; esto se ha comprobado mediante experimentos realizados con Glomus 

mosseae donde se observé que la extensién de la hifa es inhibida en concentraciones



de oxigeno atmosférico menores al 3%, sucediendo de igual manera a altas 

concentraciones de CO2. 

También se han estudiado los efectos de la aplicacidn de fuentes de 

nutrimentos de naturaleza muy variada, con relacién a la estimulaci6n de la 

germinacién de las esporas y crecimiento del micelio, observandose diferentes 

respuestas desde la inhibicidn de la germinacién, hasta abundante germinacién y 

desarrollo de micelio, etc. (Hepper, 1984; Siqueira, 1987). 

De las fuentes de carbono probadas, se ha encontrado que varios acidos 

organicos estimulan el crecimiento de Glomus mosseae, pero ciertos carbohidratos, 

tales como la maltosa, celulosa, sacarosa y glucosa muestran un efecto inhibidor; 

(Koske, 1981a; Mosse, 1970; Siqueira y Hubbell 1986). 

En Gigaspora margarita sin embargo, ef desarrollo del tubo de germinacién fue 

estimulado en presencia de sacarosa, (Siqueira ef a/. 1987). También se ha 

experimentado con algunos aminoacidos como la cistina, glicina y lisina y se ha 

observado que en el caso de Glomus calendonium, el crecimiento de las hifas se 

incrementdé en su presencia, siendo la lisina el mas efectivo de los aminoacidos 

ensayados (Hepper y Jakobsen, 1983). 

También se ha investigado el efecto de la cisteina, mostrandose que este 

aminoacido produce una notable estimulacién dei crecimiento del micelio generado a 

partir de esporas de Glomus calendonium y Glomus mosseae (Garcia-Garcia, 1989). 

Se ha estudiado asimismo la influencia de algunas vitaminas, concretamente tiamina, 

biotina y acido nicotinico, siendo la primera en la que se observa mayor produccién 

del micelio (Hepper, 1979). 

Con respecto a las sales minerales, las mas estudiadas han sido las de fosfato, 

siendo en general inhibidoras del desarrollo del micelio (Hepper y Jackobsen, 1983), 

aunque en algunos casos se han descrito estimulaciones de las mismas, en cuanto al 

nitr6geno, tanto en forma de amonio como de nitfrato, parece ejercer un efecto 

negativo en el desarrollo del micelio (Siqueira, 1987). 
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La influencia de los compuestos azufrados sobre el desarrollo de los hongos 

MA, ha sido estudiada con cierta profundidad en Glomus calendonium y Glomus 

mosseae, poniéndose de manifiesto el incremento en el desarrollo del micelio a partir 

de esporas previamente germinadas, las formas que indujeron los mas altos 

desarrollos miceliares, fueron sulfatos, tiosulfatos y metabisulfatos (Hepper, 1984). 

Con respecto al efecto de la adicién de distintos elementos minerales, se ha 

puesto de manifiesto que el cobre, el zinc y el aluminio, ejercen una inhibicién sobre 

e! desarrollo del micelio (Barkdoll y Schenck, 1986; Hepper y Smith, 1976; Siqueira et 

al. 1984). igualmente, se ha ensayado la influencia de aportes nutritivos mas 

complejos, tales como extractos de suelo y exudados radicales; donde se ha 

observado que el efecto del extracto de suelo depende en gran medida del método 

seguido para su obtencién, aunque en algunas ocasiones se han descrito 

incrementos en el crecimiento del tubo germinativo, atribuyéndose éste efecto a la 

fracci6n proteica del suelo. (Siqueira y Hubbell, 1986). 

En cuanto ail efecio de ios exudados radicaies, se nha demosirado que su 

aplicacién es benéfica en algunos casos, pero que en concentraciones altas puede 

ser negativa. (Elias y Safir, 1987; Graham, 1982). Koske (1982), describio una 

sustancia volatil de los sistemas radicales de judia y maiz, capaz de atraer los tuvos 

germinativos de Gigaspora gigantea. 

Una caracteristica comun de la rizdsfera de las plantas, es la presencia de 

poblaciones activas de microorganismos, por lo que se pensd que éstas podian jugar 

un papel importante en la estimulacién del desarroflo de los hongos micorrizicos 

arbusculares cuando se encuentran en las proximidades de la raiz. (Azcén-Aguilar ef 

al. 1985). 

En efecto, en varios esiudios se ha puesto de manifiesto una consideraole 

estimulacién del crecimiento de determinados microorganismos habitantes comunes 

del suelo; este efecto no parece estar limitado a un grupo determinado de 

microorganismos, puesto que ha sido descrito para varios hongos (Azcon-Aguilar ef 

al. 1986a,b; Calvet ef a/. 1988) y bacterias (Azcon-Aguilar, 1987; Mayo et a/ .1986), 

incluyendo actinobacterias (Mugnier y Mosse, 1987), por lo que parece tratarse de un 
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efecto generalizado a la mayoria de los grupos microbianos del suelo (Azcon-Aguilar 

et al. 1986a). 

En afos recientes la utilizacién de cultivo de tejidos de raices genéticamente 

transformadas con el palsmido Ri (inductor de raices) de Agrobacterium rhizogenes, 

ofrece nuevas alternativas a las investigaciones que tienen como objetivo completar 

el ciclo de vidad de estos hongos simbiontes, para obtener indculo in vitro, estudiar 

los factores fisicos, quimicos, biolégicos asi como algunos elementos bioquimicos 

que influyen en el desarrollo de la simbiosis (Bécard y Fortin, 1988; Bécard y Piché 

1989b; Chabot et a/. 1992; Mosse y Hepper, 1975; Mugnier y Mosse, 1987). Estos 

métodos se han visto como una buena alternativa, especialmente el uso de raices 

genéticamente transformadas debido a su rapido desarrollo in vitro. 

Mosse y Heppner (1975) reportaron el uso de cultivo de teljidos jn vitro de raices 

de Trifolium pratense L. inoculado con esporas de Glomus mosseae, obteniendo la 

colonizacién tipica a los 28 dias, sin embargo debido a que fue ajustado el contenido 

de sacarosa y el pH dei medio de cultivo a la tolerancia del hongo, el desarrollo de las 

raices fue muy lento y no hubo bastante micelio externo. 

Mugnier y Mosse (1987) hicieron una modificacién al sistema propuesto por 

Mosse y Hepper (1975), utilizando raices transformadas de Convolvulus sepium L. y 

el hongo micorrizico Glomus mosseae, obieniendo la colonizacién de las raices 

ademas de observar micelio, arbUsculos y vesiculas; aunque su sistema no fue 

totalmente reproducible debido a que no se estandariz6 el medio de cultivo para 

ambos simbiontes. 

Mosse (1988), observé que el desarrollo de Glomus intraradix en cultivos in 

vitro, tenia cierta dependencia con su hospedero, de lo cual dedujo que la utilizacién 

de cultivo de tejidos en estos sistemas tiene un potencial poco estudiado. 

Bécard y Fortin (1988) desarrollaron un sistema simple y reproducible para el 

estudio de hongos MA, basado en la colonizacion in vitro de raices transformadas de 

zanahoria inoculadas con Gigaspora margarita y el medio minimo de White (MMW) 

que ellos mismos estandarizaron a partir del medio formulado por White (1954), en el 

cual redujeron la sacarosa y eliminaron e! sulfate de sodio y el fosfato de sodio debido 
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a sus efectos negativos en los procesos de colonizacién; el establecimiento de ta 

micorriza depende en gran medida de la presencia o ausencia de estos elementos, 

ya que anteriormente se habian detectado los efectos negativos del fésforo en ios 

procesos de colonizacién de los hongos micorrizicos arbusculares a sus plantas 

hospederas (Baylis, 1967; Mosse y Phillips, 1971). 

Chabot et a/. (1992) lograron que Glomus intraradix completara su ciclo de vida 

utilizando raices genéticamente transformadas de zanahoria (Daucus carota L.) y 

cultivo de tejidos de raices de jitomate (Lycopersicon sculentum Mill.) como plantas 

hospederas y! el medio nutritive de White (Bécard y Fortin, 1988) . El desarrollo del 

hongo se inicio con la emision de tubos germinativos y posteriormente la formacién de 

una red de hifas de micelio y la observacién de estructuras dentro de la raiz como 

micelio, vesiculas y arbusculos dentro de las células, aunque el sistema tuvo sus 

limitaciones por contaminacién y algunos otros factores que no se lograron controlar 

totalmente, ei porcentaje de coionizacién fue de un 10% en ambos hospederos, 

produciéndose 100 esporas por caja de petri, de las cuales el 70% fueron viables. 

Becard y Piché (1992) desarroiiaron un sistema donde utilizaron el hongo 

simbionte Gigaspora margarita y como hospederos raices genéticamente 

transformadas de zanahoria (Daucus carota L. ), el cultivo de tejidos de raices de 

jitomate (Lycopersicon sculentum, Mill.) y el medio nutritivo de White modificado por 

Bécard y Fortin (1988), sustituyeron ademas el Bacto-Agar por el Gel-Gro, el! cual 

permite un mejor desarrollo de las raices y contiene muy bajo porcentaie de 

impurezas, dejando ej medio nutritive completamente transparente. En este sistema 

se obtuvieron porcentajes de colonizacién en cultivos jovenes hasta de 50% y 40% en 

cultivos viejos. 

Debido a la transparencia del medio nutritivo el sistema no se destruyé y se 

observé directamente con una lente para ir siguiendo el proceso de colonizacién 

desde que se emitieron los tubos germinativos por las esporas hasta la formacién de 

estructuras dentro de la raiz como son; micelio intercelular, algunas vesiculas y 

arbusculos. Al afio de establecido este experimento se produjo 500 esporas hijas 

viables a partir de 3 esporas madres por caja Petri, de ahi la importancia de este 

sistema ya que las esporas pueden ser tomadas directamente sin tanta manipulacién 
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ya sea para emplearse directamente como indculo o bien para el establecimiento de 

otros cultivos duales con diferentes objetivos. 

De hecho, el uso de cultivo de tejido de raices y raices genéticamente 

transformadas presentan muy buenas perspectivas para el futuro, ya que éstos 

pueden ser utilizados como un modelo simplificado de la rizésfera para estudios 

ecoldgicos, fisicos y de ontogenia entre otros, donde son controlados todos los 

parametros, usandose como bioensayos que permitan la investigacién de numerosos 

efectos ambientales extremos (como metales pesados, compuestos tdxicos, 

temperaturas'y pH extremos, simulacion de lluvia acida, pesticidas, etc.), que influyen 

directamente en el establecimiento de la colonizacién con hongos MA. 

Para iniciar el cultivo de raices, se requiere, primeramente que las semillas 

estén bien desinfectadas. Uno de los estandares para la esterilizaci6n superficial de la 

semilla es sumergiéndolas en una soluci6n 1-3% de hipoclorito de sodio, por treinta 

minutos a temperatura ambiente, se pueden utilizar otras soluciones para desinfectar, 

pero en cada una se usan diferentes tiempos de inmersién; la desinfeccién superficial 

puede ser mejorada con pretratamientos con etano! (1-2 minutos) y/o con un 

surfactante (Tween 20 u 80), la meta es llevar a cabo una desinfeccién que no afecte 

la germinacion. (Butcher, 1980). 

Las semillas pueden ser germinadas en la oscuridad, en cajas_ Petri 

conteniendo papel filtro humedo o bien en agua-agar, o si es posible en un medio 

microbioldgico para detectar de inmediato los contaminantes, una vez que emerge la 

radicula se cortan las hojas cotiledonales y se pasa al medio nutritivo ya sea liquido o 

sdlido; después Unicamente se van clonando y manteniendo in vitro usando medio 

nutritivo ( White, 1954). 

2.4 Medios nutritivos 

El medio nutritivo de White fue primeramente utilizado para desarrollar raices 

de jitomate y desde entonces se ha usado como un punto de partida como medio de 

desarrollo para otras especies; es un medio completamente definido que contiene 

macro y microelementos, vitaminas y sacarosa como fuente principal de carbono; ha 

sido modificado por Boll y Street (1951) quienes adicionaron cobre y molibdeno y por 
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Sheat et a/. (1959) fide Bécard y Piché, (1992) quienes sustituyeron el sodio por el 

fierro, adicionandolo en una preparacion de FeEDTA. El pH del medio debe ser 7.5. 

A pesar de lo mencionado con anterioridad, el cultivo de tejidos de raices de 

algunas especies de plantas aun no se ha podido desarrollar in vitro. Especialmente 

en algunas especies arbéreas, monocotiledéneas y Gimnospermas no se han 

encontrado los medios ni las condiciones adecuadas para el desarrollo de las raices 

(Butcher y Street, 1964). 

| 
Como una evidencia més se sabe que si se le agregan al medio algunas 

sustancias como aztcar, alcohol, mio-inositol, se mejora el desarrollo de las raices en 

general (Goforth y Torrey, 1977). Algunas veces el desarrollo de las raices se puede 

mejorar adicionando al medio de cultivo sustancias reguladoras del crecimiento como 

las auxinas naturales, o sustancias sintéticas que tienen un modo de accion similar 

{Lazzeri y Durnwell, 1984). 

2.5 Agrobacterium rhizogenes 

Recientemente se ha avanzado en el cultivo in vitro de raices, especialmente 

en cultivo de rafces genéticamente transformadas y desarrolladas mediante la 

infecci6én a plantas con Agrobacterium rhizogenes. Esta bacteria pertenece a la 

familia Rhizobaceae; es reportada como patégeno de plantas ocasionando: agalla de 

la corona, agallas en ramas nuevas, agalla de la cafia y raiz pilosa, (Agrios, 1985). 

Agrobacterium rhizogenes fue descubierta por Smith y Townsed en 1907; 

(Riker et af. 1930; fide Whiteman et a/.1987) y desde entonces ha sido objeto de 

numerosos estudios debido a sus efectos morfogenéticos en las plantas, como 

patdgeno, como posible inductor del desarrollo de ciertas plantas transgénicas y por 

su gran numero de hospederos en plantas dicotiledéneas (Whiteman eft a/. 1987). 

Agrobacterium rhizogenes inserta parte de su plasmido Ri inductor de raices 

en las células de las plantas sensibles. Actualmente se han reportado alrededor de 

100 especies de plantas dicotiledéneas susceptibles a ser infectadas por 

Agrobacterium rhizogenes (Tepfer,1989), y se siguen reportando cada vez mas 

plantas hospederas a esta bacteria debido a la importancia que han tomado los 
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estudios sobre produccién de plantas transgénicas, produccién de opinas, y 

utilizacién de las raices producidas por este método en diferentes técnicas, como la 

produccion de metabolitos secundarios, entre otros (Hamill et al, 1987). 

Esta bacteria es un pat6geno oportunista habitante dei suelo y la penetracion 

en plantas en el campo es mediante heridas ocasionales que los mismos agricultores 

hacen con los equipos de labranza; a la enfermedad se le conoce como "raices en 

cabellera" (Agrios, 1985). 

La bacteria incorpora ADN a fa células de las plantas mediante el ADN de 

transferencia en e| cual se encuentra el plasmido Ri, que es e! responsable directo de 

la produccién de raices (Chilton et af. 1982). Las diferentes regiones 0 loci del ADN-T 

codifican para las opinas o para las auxinas en tanto otro loci esta involucrado 

directamente con la produccién de raices (Tepfer, 1989). Las células de las raices 

producidas por esta técnica contienen copias integradas de ADN-T, en e! cual se 

encuentra el plasmido Ri (Chilton ef al. 1982). 

Transformaciones sucesivas de las raices pueden confirmarse por la deteccién 

de opinas en el tejido de fas raices (Tepfer y Tempe, 1981), metabolitos que son un 

indicador de las presencia del plasmido Ri en las células de la raiz, o mediante 

hibridaci6n molecular (Chilton ef a/ . 1982). 

Una vez que es inoculada fa bacteria a una planta susceptible en el lapso de 

tres semanas empiezan a emerger las raices y a partir de ahi pueden seguir siendo 

subcultivadas teniendo cuidado de eliminar el indculo original de la bacteria, ya que 

ésta puede ocasionar problemas de pudriciones, también se utilizan antibidticos como 

la carbenicilina y la ampicilina adicionados al medio de cultivo para que después de 

varias transferencias las raices queden libres de la bacteria. 

Una de las caracteristicas importantes de las raices transformadas es su 

habilidad de producir rapidamente numerosas raices laterales. Tepfer (1981) asegurd 

que éstas se adaptan mejor al desarrollo en cultivo de raices in vitro, que las raices 

normales y que también sobreviven grandes periodos fuera del subcultivo. 
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La posibilidad de la existencia de un nuevo genoma en las raices 

transformadas, afecta la capacidad de produccién de enzimas; otra caracteristica que 
se ha observado es el geotropismo negativo ( Watrud ef al. 1978 ), sin embargo, al 
parecer las raices transformadas tienen la misma capacidad sintética de las raices 
normales o de las plantas y el numero de cromosomas de las raices transformadas es 

el mismo que el de la planta madre (Hamill ef a/. 1987; Ryeder et a/.1985). 

Recientemente se han utilizado varios medios de cultivo para el desarrollo de 

raices transformadas (Ri ADN-T): medio Murashige y Skoog (MS), medio Gamborg 

"BS" (Hamill et a/. 1987) medio Torrey (1954) y Monnier (1976) fide Bécard y Piché 

(1992); y finalmente medio White (MW) (Bécard y Fortin, 1988). Este ultimo es el que 
se ha preferido sobre el MS a igual disolucién, ya que la presencia de amonio en el 

ultimo es detrimentral para el desarrollo de las raices, en tanto en el medio de White 

el nitrogeno se usa exclusivamente en forma de nitratos asimilables que contrarrestan 

la acidificacion del medio de cultivo, actuando éste como amortiguador del pH, para 

mantenerlo en 6.0, que es el adecuado para el desarrollo de las raices (Bécard y 

Piché, 1992). 

2.6 Inéculo de hongos micorrizicos arbusculares MA 

Se han usado diferentes formas de indculo de hongos MA en cultivos de 

tejidos y raices transformadas, ya sea con espororcarpos y clamidosporas de algunas 

especies como Glomus mosseae (Mosse y Hepper, 1975; Mugnier y Mosse, 1987), 

Glomus intraradix (Bécard y Fortin, 1988; Bécard y Piché 1989a,b, 1990 Miller- 

Wideman y Watrud, 1984), segmentos de raices colonizadas por micorrizas de 

diferentes especies, vesiculas internas extraidas de raices colonizadas (Strullu y 

Romand, 1987) 0 azigosporas no esporocarpicas de Gigaspora margarita. 

Virtualmente todos los hongos MA se pueden propager in vitro, sin embargo, 
se requiere seleccionar especies con alta produccién de esporas, un factor que la 

restringe es la contaminacién, debido a que puede ser determinante en el éxito o en 

el fracaso de! sistema empleado. 

La desinfeccién superficial de las esporas puede ser suficiente si se tiene 

cuidado, especialmente en esporas no esporocérpicas, porque el esporocarpo puede 
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tener algunas particulas contaminantes adheridas. Los altos porcentajes de 

contaminaci6n que hay en estos organismos son debido a que sus esporas son 

aisladas y purificadas directamente del suelo rizosférico himedo, ya que es en esta 

area donde se encuentra una gran cantidad de esporas y esporocarpos disponibles y 

es de ahi de donde van a ser seleccionados para posteriormente ser utilizados en 

los diferentes sistemas. 

Una forma de evitar la contaminaci6n de los esporocarpos es diseccionandolos 

para separar lo mas posible las esporas, procediendo a continuacién a su 

desinfeccién. En los sitios donde se encuentran grandes cantidades de esporocarpos 

y esporas también se encuentran raices colonizadas, las cuales son una buena 

fuente de indculo que puede desinfectarse y utilizarse en un 100% (Bécard y Piché, 

1992). 

Se han utilizade varios métedos de desinfeccién superficial de espora de 

hongos MA, como; Cloramina-T al 2% (Bécard y Fortin, 1988; Bécard y Piché, 1989, 

1992; Mosse, 1962; Mugnier y Mosse, 1987:), el hipociorito de sodio (Williams, 1990) y 

antibidticos como estreptomicina y gentamicina (Mosse, 1962). 

El material fungico es desinfectado procurando eliminar esporas viejas que son 

dificites de desinfectar debido a que muchas veces tienen restos de paredes muertas 

u otro material adherido que puede ser una fuente de contaminantes. 

Las técnicas de tamizado hUmedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) y 

centrifugacién en gradientes de sacarosa 20 y 60% (Daniels y Skipper, 1982) ayudan 

a remover restos de paredes viejas, esporas muertas, y otros desechos. 
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ill METODOLOGIA 

3.1. Muestreo 

El muestreo se realiz6 en el Cerro Tepectipac, Municipio de San Juan Totolac, 

Tlaxcala, México. La vegetacién en el sitio de estudio corresponde a un matorral 

secundario que se establece como consecuencia de la fuerte perturbacién originada 

por la actividad humana, y la constante erosi6n edlica y aluvial que sufren las laderas. 

En la parte alta del cerro se presentan manchones de pino-encino. En la parte media 

se desarrolla una vegetacién discontinua con especies arbustivas escasas, 

haciéndose notorias algunas hierbas anuales. En la parte baja se encuentra el 

poblado de Santiago Tepectipac donde se presenta una vegetacién ruderal (Acosta ef 

al. 1990) (ver lamina‘). 

Los suelos de este sitio se clasifican como migajon arenosos, los cuales estan 

fuertemente compactados, tienen altos contenidos de carbonato de calcio, son muy 

pobres en fésforo disponible, la materia organica es de pobre a media y el pH es de 

7.0. 

Para la toma de muestras se seleccioné ia planta de Amelanchier denticulata 

(HBK) Koch, una planta utilizada en la elaboracion de artesanias en la zona. El 

muestreo se hizo de la parte baja del cerro hacia la parte alta, siendo cuantitativo y 

sistematico. La primera muestra fue tomada de suelo rizdsferico en el primer 

manchén que se enconiré de la especie seleccionada, caminando posteriormente 

hasta encontrar nuevamente a la especie, y continuando el ascenso del cerro en zig- 

zag hasta recolectar un total de 10 muestras de 1 kg. cada una. Las muestras de 

suelo fueron colocadas en bolsas de polietileno negro, las que fueron debidamente 

etiquetadas, transportadas al ijaboratorio y almacenadas a 4°C hasta su uso. 

3.2 Propagacion de esporas de hongos micorrizicos-arbusculares MA. 

A fin de disponer de material bioldgico suficiente para la determinacién de las 

especies de hongos micorrizicos-arbusculares presentes en las muestras de suelo 

recolectadas, se montaron diez macetas de propagacién, en las que se sembr6é un



policultivo con semillas pregerminadas de alfalfa (Medicago sativa L.), cebolla (Allium 

cepa L.) y pasto bahia (Paspalum notatum L.) como plantas trampa; las macetas se 

colocaron en un invernadero, regandose con agua de Ia llave cada vez que fue 

necesario (aproximadamente cada 4 dias) y después de seis meses se revisaron para 

extraer las esporas que se propagaron. 

3.3. Extraccién de esporas de hongos micorrizicos-arbusculares 

Con suelo rizésferico de estas macetas, se extrajeron las esporas presentes 

por la técnica de tamizado himedo y decantacién de Gerdemann y Nicolson (1963) y 

centrifugacién de gradientes en sacarosa 20 y 60% (Daniels y Skipper, 1982) 

(apéndices 1 y 2). Las esporas obtenidas se separaron por tipos, bajo un 

estereomicroscopio diferenciandolas principalmente por su color y tamafio y se 

colocaron sobre un portaobjetos con alcohol polivinilico (PVL) y PVL mezclado con 

Melzer para montar preparaciones permanentes, otra parte de las esporas se dejaron 

para montar cultivos monoespecificos. 

3.4 Establecimiento de cultivos monoespecificos 

Con las esporas obtenidas de las macetas de propagacién se establecieron 

macetas de cultivos monoespecificos (propagando una sola especie por maceta). 

Esto se hizo en tubos de PVC de 4 cm de diametro por 12 cm de largo, desinfectados 

previamente con alcohol diluido al 70%, y se llenaron con un mezcla 1:1 (v/v) de 

arena vermiculita esterilizada a vapor en autoclave durante 2 horas. 

Se tomaron de 25-40 esporas del mismo tipo, las cuales fueron depositadas 

sobre tas raices de la plantas hospederas pregerminadas, se utilizaron las mismas 

plantas que en las macetas de propagacion, (alfalfa, cebolia y pasto bahia). Las 

macetas fueron colocadas en un invernadero, regandose cada tercer dia con agua de 

la llave, se revisaron a los ocho meses para verificar la presencia de micorriza y/o el 

incremento de propagulos. Solamente se establecieron tos cultivos monoespecificos 

de los morfotipos mas abundantes. 
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3.5 Identificaci6n de especies de hongos micorrizicos-arbusculares 

Las esporas obtenidas se separaron en grupos discretos bajo un 

estereomicroscopio diferenciandolas por su color y tamafio colocandose sobre un 

portaobjetos con alcoho! polivinilico (PVL) y PVL con reactivo de Melzer para montar 

preparaciones fijas, de acuerdo con la técnica descrita por Schenck y Pérez (1990) 

(apéndice 3). 

Para disponer de material de referencia, de cada una de las especies 

encontradas se hicieron preparaciones permanentes montando al menos 20 esporas 

en PVL y 20 con PVL-Meizer; también se colocé la misma cantidad de esporas en 

azida de sodio al 1%. Las descripciones de las especies se hicieron observando al 

microscopio dptico las caracteristicas de cada especie; tales como la composici6n de 

las paredes, ornamentacién, tamafio y color y, si se presenta o no reaccién al Melzer. 

Las especies fueron determinadas usando el Manual de Schenck y Pérez (1990) y 

para el color las tablas de Munsell (1975). 

Las preparaciones y las esporas en azida de sodio de las especies 

identificadas se depositaron en los herbario ENCB del Instituto Politécnico Nacional y 

TXLM de la Universidad Aut6noma de Tlaxcala. 

3.6 Obtencion de hospederos in vitro 

3.6.1. Propagacién de Agrobacterium rhizogenes 

Se utiliz6 una cepa de Agrobacterium rhizogenes 9402 con marcador a 

kanamicina que fue proporcionada por el CINVESTAV Irapuato. La bacteria fue 

mantenida en crecimiento en medio semisdlido YEB, (apéndice 4), bajo condiciones 

de oscuridad a 28°C. 

Para la infecci6n, la bacteria se dejé crecer 24 horas en medio YEB, liquido 

bajo las condiciones anteriores pero en agitacién (100 rpm). Para esto se toma una 

asada de la colonia de la bacteria y se pasa al medio de cultivo liquido. 
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3.6.2 Desinfeccidn de raices de zanahoria 

Para elimininar el suelo adherido, las raices de zanahoria se limpiaron con un 

algodén humedecido en alcohol; después se hicieron cortes transversales de 2 6 3 

em de grosor. Los cortes se sumergieron en etanol al 70% por un minuto, 

colocandolas posteriormente en una solucién de cloro comercial al 20% durante 20 

minutos, agitandose constantemente. Una vez pasado este tiempo, los cortes se 

enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se quitaron los bordes, se cortaron 

rodajas de aproximadamente 0.5 cm de grosor e inmediatamente después se 

procedié al método de infeccidn. 

3.6.3. Infeccién con Agrobacterium rhizogenes en raices de zanahoria 

Los cortes de zanahoria, se colocaron en cajas de Petri con la cara distal hacia 

arriba (con relacién ala parte aérea), debido a que en esta parte la bacteria es mas 

virulenta porque es donde se encuentran los niveles mas altos de auxinas (Ryder ef 

al. 1985). Con una aguja de diseccidn estéril se picd toda el area superior de la rodaja 

evitando dafio severo (esto con la finalidad de asegurar una mejor penetraci6n de las 

células bacterianas ). 

A continuacién con una asa bacteriolégica, se indculo la bacteria en cada 

corte, y posteriormente se transfirieron a cajas Petri que contenian una capa de 1 cm 

de agar agua al 1.5 %. Las cajas se incubaron en condiciones de oscuridad a 28°C 

por 24 noras. 

Después de este tiempo, los cortes se enjuagaron con agua destilada estéril 

(esto con el fin de eliminar el exceso de bacteria y evitar pudriciones prematuras de 

los cortes), se secaron en papel filtro estéril, colocandose en medio de White 

modificado MWM (Bécard y Fortin, 1988) (apéndice 5), adicionando con Carbenicilina 

(500 mg/l). Este antibidtico se adiciona porque en esta etapa todavia no se ha 

eliminado completamente la bacteria y pudre las raices que van a iniciar su 

desarrollo, ademas de que en este sisterna es donde se va establecer el cultivo dual ( 

(hongo micorrizico y raices de plantas hospederas). 
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Con la finalidad de tener suficientes raices se prepararon 10 cajas cada una 

con 3 a 4 rodajas de zanahoria, dependiendo del diametro de las mismas. Las cajas 

asi preparadas se incubaron nuevamente a la temperatura ya mencionada. Las cajas 

se revisaron dos o tres veces por semana para detectar el desarrollo de la bacteria, 

debido a que si queda sobre las rodajas de zanahoria puede provocar pudriciones. Si 

se observa desarrollo de la bacteria, los cortes se lavan para eliminarla, pero cuando 

se detecta otro contaminante (hongos) entonces son desechadas por no poder 

eliminarlo, una vez listas se vuelven a incubar (se lavan cuantas veces sea 

necesario). 
| 

Después de tres semanas, cuando hay abundante proliferacién de raices en 

los explantes, se cortan segmentos de aproximadamente 0.1-0.2 mm de largo en 

condiciones de asepsia; estos segmentos se enjuagan tres veces con agua destilada 

estérii, se secan en papel filtro esiérii, se colocan en cajas de petri conteniendo MWM 

adicionado con carbenicilina a la dosis ya mencionada y se incuban en ja oscuridad a 

28°C; es necesario repetir la operacién anterior 3 o 4 veces para eliminar 

completamente la bacteria y tener las raices limpias y libres de bacteria. Una vez que 

hubo suficientes raices se procedié al método de inoculacié6n con esporas de hongos 

MA. 

3.6.4. Cultivo de tejidos 

Para el establecimiento de cultivo de tejidos, se utilizaron semilias de cebolla 

jas cuaies se desinfectaron con una soiucidn de cioro comercial ai 20%, 

manteniéndose en agitacién durante 30 minutos bajo condiciones aséptica (Bécard y 

Piché, 1992); para la desinfeccién superficial de las semillas, la literatura reporta que 

se utilice una soluci6n de cloro comercial al 1-3% (Butcher, 1980), pero en este 

trabajo se modificé6 al 20% debido a que en las dosis reportadas se presentaban 

problemas severos de contaminacién, con esta modificacién se obtuvieron muy 

buenos resultados y no se afecté la germinacisn. 

Posteriormente se decanta ei cloro y las semillas se enjuagan tres veces con 

agua destilada estéril, secandose con papel filtro estéril (Mosse y Hepper, 1975); una 

vez desinfectadas las semillas fueron colocadas en cajas Petri conteniendo MWM 

(Bécard y Fortin, 1988) y se incubaron a 25°C durante 7-10 dias o hasta que las 
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raices alcanzaron un tamafio aproximado de 3 a 5 cm de longitud. Transcurrido este 

tiempo se procedié a quitar las hojas cotiledonales y cortar las raices en segmentos 

de 0.2 6 0.3 mm de largo y ponerlas nuevamente en cajas Petri con MWM, para 

proceder a su inoculacién con esporas de hongos MA. 

3.6.5 Desinfeccién y seleccién de hongos micorrizicos-arbusculares 

Las esporas de las macetas de propagacién fueron obtenidas mediante la 

técnica de tamizado humedo y decantaci6én (Gerdeman y Nicolson, 1963) y 

centrifugaci6n en gradientes de sacarosa 20 y 60% (Daniels y Skipper, 1982). Las 

especies mas abundantes fueron seleccionadas para realizar este estudio, donde las 

esporas de estas especies fueron desinfectadas superficialmente considerando la 

técnica propuesta por Williams (1990), de la manera siguiente: 

a). se colocaron en una solucicn de cloro comercial al 0.1% durante 10 minuics 

b). se pasaron a Gentamicina 20 pg/i, durante diez minutos y 

c). finalmente se enjuagaron 3 veces con agua destilada esteéril. 

Para el caso de Glomus intraradix; se utilizaron ademas de esporas, 

fragmentos de raiz de 1 a3 mm de longitud que contenian micelio y esporocarpos, ya 

que de acuerdo con Williams (1984), el micelio es mas efectivo que las esporas, por 

examinadas bajo e!| estereomicroscopic seleccionando > lo que las raices fuero 

aquellas que tenian mas esporocarpos y consecuentemente mas micelio. 

La desinfeccidn de las raices se hizo de acuerdo con Williams (1990), como 

se indica a continuacion: 

a). Las raices se colocaron en una solucidn de cloro comercial al 2.5% durante 

dos minutos a intervalos de 30 segundos agitandose constantemente, enjuagandose 

con agua destilada estéril en cada intervalo. 

b). Se pasaron a Gentamicina 20yg/l, durante 30 minutos, en este caso 

también se agitaron. 

c). Se enjuagaron con agua destilada estéril 3 veces. 

d). Se secaron en papel filtro estéril para eliminar el exceso de humedad. 
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3.6.6. Inoculacién con los hongos micorrizicos-arbusculares 

Las raices obtenidas tanto de cultivo de tejidos como las transformadas fueron 

inoculadas colocando cerca de ellas esporas desinfectadas de cada una de las 

especies seleccionadas. Una vez colocadas las esporas junto a su hospedero, se 

adicioné otra capa del mismo medio nutritivo MWM, el cual estaba a una temperatura 

de 40°C por lo que atin no solidificaba y se podia manipular no afectando a ninguno 

de los dos simbiontes, quedando el cultivo dual en forma de "emparedado”. Este 

mismo procedimiento se llevé a cabo tanto para cultivo de tejidos de raices como 

para raices transformadas. 

A continuacién las placas se incubaron a 28°C; en el caso de raices 

transformadas se incubaron en forma vertical debido al geotropismo negativo que 

presentan ambos simbiontes (Watrud et al.1978). En cultivo de tejidos de raices las 

cajas se incubaron en forma invertida, esto con la finalidad de que el agua que se 

condensa en la tapa cono caiga sobre el cuitivo y lo contamine. 

Los cultivos duales se revisaron todos los dias bajo el estereomicroscopio con 

la finalidad de detectar la germinacién de las esporas, seguir los procesos de 

desarrolio de la hifa y detectar el momento de contacto con las raices siguiendo en 

lo posible el proceso de colonizacién. Ei parametro evaluado fue la colonizacién o no 

en las raices. 

3.6.7. Colonizacidn. 

Para poder observar la colonizacion las raices se tifieron mediante la técnica 

de Phillips y Haymann (1970), una vez tefidas se cortaron en segmentos y se 

colocaron sobre un portaobjetos observandose a continuacién al microscopio 

compuesto. El porcentaje de raices colonizadas se determind cuantificando el 

numero de raices que presentaron colonizacién micorrizica.



    
Lamina 1. Area de estudio 
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IV RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 PROPAGACION DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES 

4.1.1 Macetas de propagacién 

La mayor parte de los suelos contienen una mezcla de hongos micorrizicos 

arbusculares asociados a las raices de las plantas. Las esporas en estos suelos se 

presentan en diferentes etapas de madurez, parasitadas o aun muertas. Previamente 

al establecimiento de cultivos monoespecificos a partir de indculo esporal, es 

conveniente propagar en maceta las esporas presentes en ios suelos de campo. 

Existen diferentes estrategias para cultivar las especies autéctonas. 

En este estudio, atin cuando se logré incrementar el numero de esporas de los 

suelos muestreados, no todos los tipos de esporas se propagaron en la misma 

proporcién. Esto coincide con to sefialado por Morton (1990), quien observé que 

algunas especies presentes en los suelos de campo pueden disminuir su numero o 

incluso desaparecer en macetas de propagacién, debido a factores ambientales 

desconocidos o a ias condiciones de invernadero; otras especies raras o 

En las macetas de propagacién establecidas en este estudio, se observaron 10 

morfotipos de esporas de hongos micorrizicos arbusculares. 

4.1.2 Propagacién y obtencién de cultivos monoespecificos 

Se establecieron seis cultivos monoespecificos lograndose solamente la 

propagacion de 3 de las especies. Estas se obtuvieron, después de 8 meses de 

cultivo.



Gavito (1991), reporta que algunas especies de estos hongos se propagan 

abundantemente a las ocho semanas. El poco éxito y el tiempo requerido para la 

obtencién de los cultivos monoespecificos pudo deberse a que se utilizo un sustrato 

inerte (arena/vermiculita), que no reune las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas 

dei suelo original. Por otro lado, atin cuando se ha reportado que estos hongos son 

inespecificos y pueden asociarse con un gran numero de plantas, también se 

considera que las plantas trampa utilizadas pudieron no ser las mas adecuadas. 

4.1.3 Identificacion de especies de hongos micorrizicos-arbusculares 

La identificaci6n de especies de hongos MA esta basada en las caracteristicas 

de sus esporas por lo que para poder hacer una identificaci6n satisfactoria, es 

necesario contar con un numero no menor de 50 esporas para cada especie. En el 

cuadro num. 71 se observa ia lista de especies, asi como ia familia a ia que 

pertenecen. 

Se encontraron representantes de todas las familias del Orden Glomales. 

Identificandose cuatro de los seis géneros conocidos de hongos micorrizicos- 

arbusculares: Glomus, Acaulospora, Sclerocystis y Scutellospora, los dos 

primeros son los mas abundantes, se presentan con mayor frecuencia y tienen mayor 

numero de especies: los géneros Scutellospora y Sclerocystis estan poco 

representados y solamente se encontrdé una especie de cada uno de ellos. 

Glomus intraradix se cita por primera vez para México. Tres de las especies 

corresponden aparentemente a especies aun no descritas ya que sus caracteristicas 

no coinciden con Jas especies incluidas en el Manual de identificacién de Schenck y 

Pérez (1990) ni con las especies descritas después de esa fecha. 

Es importante sefalar que en el Cerro Tepectipac existen varias especies que 

no fue posible identificar debido a que se encontraron una 0 dos veces, pero en forma 

extremadamente escasa 0 parasitadas, por lo que no fueron consideradas en el 
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listado de especies de hongos micorrizicos-arbusculares del Cerro Tepectipac. Las 

laminas no. 2 y 3. muestran las fotografias correspondientes a cada especie 

estudiada y en la lamina num. 4 estan representados los murogramas. 

4.1.4 Descripcién de las especies 

Solo se describen aquéilas especies cuyo numero de esporas propagadas 

permitié su descripcién. Por esta razon no se describieron, Sclerocystis sp, de la familia 

Glomaceae: Acaulospora sp 2, Acaulospora aff. foveata y Acaulospora bireticulata de 

la familia Acaulosporaceae; Scutellospora sp. de la familia Gigasporaceae, pero se 

hace alusion a ellas porque también fueron encontradas en el area de estudio. 

Glomus sp.1 

Laminas 2 y 4 

Esporas que se forman individualmente en el suelo, hialinas, globosas de (65-) 

76 - 86 (- 108) um de grosor. Conjunto de las paredes de la espora con un grosor total 

de (10 -) 17.5 - 19.5 (- 27.5) um, formado por un grupo (A) con 3 paredes no 

separabies (1, 2 y 3): pared 1: evanescente hialina; pared 2: membranosa hialina y 

elastica, que se expande al montar las esporas en alcohol polivinilico; pared 3: 

laminada, hialina y gruesa, dando la impresién de que son 2 6 3 paredes cuando al 

presionarse la espora las laminas se rompen a diferente nivel; cianofilas en azul de 

aigodon, inamiloides en reactivo de Melzer. Muronimo; A (EML) Contenido de la 

espora globular, lipidico. 

Hifa de sostén recta, hialina, frecuentemente se rompe quedando la espora sin hifa 

o bien con un fragmento muy pequefio, de (2.4 -) 3.2 - 4.0 (-7.1) um de ancho. 
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Habitat y distribucion: 

Hipogeo, conocida solo del cerro Tepecticpac Tlaxcala, México. 

Colecciones examinadas: TLAXCALA, Municipio de San Juan Totolac, Cerro 

Tepectipac. Blanca Nieves Lara Chavez 1 ENCB y TXLM. 

Observaciones: Esta especie se caracteriza por ser consistentemente hialina 

en todas sus etapas de desarrollo y por presentar una pared expandible. Otros taxa 

con pared expandible son Glomus pansihalos y Glomus. macrocarpum , sin embargo el 

tamafio y el color de las esporas difiere de la especie reporiada en este trabajo. Otra 

caracteristica de esta especie es la reaccién ciandfila que presenian sus esporas con 

el azul de algodon, caracteristica que no presenta Glomus pansihalos y que no ha sido 

descrita para Glomus macrocarpum. Esta especie se propagé en macetas utilizando 

suelo rizésferico de Amelanchier denticuiata y como cuitivo trampa pasio bahia 

Paspalum notatum lograndose obtener en cultivo asociada con cebolla Allium cepa L. 

Glomus sp.2 

Laminas 2y4 

Esporas que se forman individualmente en el suelo, hialinas a blanco lechoso, 

globosas de (58-) 81.5 - 101 (-115.) um. Conjunto de paredes de la espora formadas 

por 4 paredes diferenciables en 2 grupos (A y B), de (2.4 -) 3.1 (-3.9) um de grosor. El 

grupo (A) esta formado por tres paredes (1, 2 y 3 ); pared 1. evanescente, hialina; 

pared 2 unitaria, al montarla con reactivo de Meizer toma el color de éste; pared 3, 

laminada, hialina, de menos de ium. Grupo (B) formado por una pared 4, 

membranosa, hialina. Murdénimo A (EUL) B (M). Contenido de la espora globular, 

lipidico. Hifa de sostén recta, hialina. 

Habitat y distribucion. 

Hipogeo conocido solo del cerro Tepecticpac, Tlaxcala, México. 
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Colecciones examinadas: TLAXCALA, Municipio de San Juan Totolac, Cerro 

Tepectipac. Blanca Nieves Lara Chavez. 2 ENCB y TXLM. 

Observaciones: Esta especie es semejante a Glomus occultum Walker, en el 

tamajio y color de las esporas, pero se diferencia por la estructura de la pared; Glomus 

sp.2 presenta cuatro paredes en dos grupos, en tanto Glomus occultum solo presenta 

un grupo con dos 6 tres paredes. 

Se ha propagado en macetas utilizando suelo rizdsferico de Amelanchier 

denticulata y como cultivo trampa pasto bahia Paspa/um notatum. No se logré obtener 

en cultivo monoespecifico. 

Glomus geosporum (Nicolson & Gerdeman) Walker. 

Laminas 2 y 4 

Esporas formadas individualmente en el suelo y/o en raices en descomposicién 

de color café oscuro a color café oscureciéndose con la edad, globosas aunque 

algunas veces elipsoides de ( 144 -) 156 - 180 (-185) um de diametro. Conjunto de las 

paredes de la espora formada por un grupo (A) con 3 paredes (1, 2 y 3). Pared 1: 

evanescente hialina; pared 2: laminada color café rojizo de (5.5-) 6.3 - 11.0 (-14.9) pm 

Q
 e grosor. Pared 3. membranosa hialina de menos de 0.5 um, de grosor. Murénimo A 

(ELM) 6 A (LM). (Ver lamina 4). Contenido de la espora poco denso. Hifa de sostén 

color café rojizo de (8.6 -) 11.0 - 19.6 (-21.2) um de ancho; grosor de la pared de la hifa 

de (2.4 -)3.1-4.7 7.8) um. 

Habitat y Distribucién 

Hipogeo, esta especie se ha reportado de varias partes de Estados Unidos, Gran 

Bretafa y la India (Schenck y Pérez, 1990). Nava (1994), reporté esta especie de 

Tlaxcala, en suelos tepetatosos recuperados para uso agricola. 
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Glomus intraradix Schenck & Smith 

Laminas 3 y 4 

Esporas agrupadas formando esporocarpos o en ocasiones solitarias, formadas 

adentro de las raices o raramente en el suelo, predominantemente globosas, de (40.5-) 

98.5 (-190.5) um de diametro, a subglobosas de 93 - 119 X 112 - 131 um Paredes de 

la espora en un grupo (A) con tres paredes o cuatro. Pared 1: evanescente, hialina, de 

4-2 41m, de grosor. Pared 2: evanescente, hialina. Pared 3: Laminada; amarillenta de 3- 

15 um, de grosor, reacciona con el reactivo de Melzer a un color café grisaceo; al 

romperse la espora las laminas de la pared interna se rompen a diferentes niveles 

dando la impresién de tener mas de 1 pared laminada. Muronimo. A (EEL) 6 A (EELL). 

Contenido de la espora globular. Hifa de sostén ocasionalmente constrefida en el 

punto de adhesién. 

Habitat y Distribucion: Hipogeo, esta especie se ha citado de Florida en 

Estados Unidos (Schenck y Pérez, 1990). 

Etimologia. De latin Intra (Con) y radices (raiz), refiriéndose exclusivamente a 

la formacién de clamidosporas en la raiz. 

Coiecciones examinadas. TLAXCALA, Municipio de San Juan Totoiac, Cerro 

Tepectipac. Blanca Nieves Lara Chavez. 4 ENCB y TXLM. 

Observaciones: Schenck y Pérez (1990) basandose en ia descripci6n de 

Schenck y Smith (1982) interpretan la estructura de la pared reportando uno o dos 

grupos con una o dos capas respectivamente. Posteriormente Morton (1989) describe 

la estructura de la pared y considera 4 paredes en un solo grupo. Las paredes 1 y2 de 

tipo unitario, mismas que en este trabajo se describen como evanescentes. No 

obstante, consideramos que las paredes evanescentes pueden interpretarse como 

unitarias cuando las esporas son jévenes. Todas las demas caracteristicas coinciden 
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con las reportadas para esta especie, incluyendo la formacién de abundantes 

esporocarpos y esporas dentro de la raiz. 

Glomus intraradix se ha encontrado formando micorriza con Lycopersicon 

esculentum Mill, Apium graveolens L., Citrus sp., Arachis glabrata Benth., Stylosanthes 

sp., Zea mays L., Phaseolus vulgaris L., Fragaria chiloensis Duch., Daucus carota L., 

Solanum tuberosum L. (Schenck y Pérez, 1990), propagandose en forma abundante 

asociada a Medicago sativa L., Allium cepa L. y Pospalum notatum L. Se obtuvo cultivo 

monoespecifico de esta especie utilizando Allium cepa L. y Pospalum notatum L como 

plantas trampa. 

Familia Acaulosporaceae 

Acaulospora rugosa Morton 

Laminas 3 y 4 

Esporas que se forman individualmente en ei suelo, de color amarillo (SY 8/8), 

(Munsell, 1975), globosas, de (45.5 -) 81.5 - 96 (- 110.5) um de diametro. Conjunto de 

las paredes de la espora formado por 5 paredes en 3 grupos (A, B y C), de (1.5 -) 2.4 

- 3.4 (- 3.9) pm de grosor. E! grupo A, formado por 2 paredes (1 y 2); pared 1: 

evanescente hialina; pared 2: laminada, coior amarilio ( SY 8/8) (Munseil, 1975). Grupo 

B, formado por 1 pared (3 ); pared 3:unitaria, hialina, de menos de 1.2 4m de grosor. 

Grupo C compuesto de 2 paredes (4 y 5); pared 4: membranosa, hialina, ornamentada 

con excrecencias granulares, de menos de 1.0 um de grosor. Pared 5: membranosa 

hialina de (1.2 -) 2.4 um de grosor. Murénimo. A (EL) B (U) C (Mb M). (lamina 4). 

Contenido de la espora globular, lipidico. 

Habitat y Distribucién 

Hipogeo. Esta especies se ha citado del oeste de Virginia en Estados Unidos de 

Norte América (Schenck y Pérez, 1990).



Colecciones examinadas: TLAXCALA, Municipio de San Juan Totolac, Cerro 

Tepectipac. Blanca Nieves Lara Chavez 5 ENCB y TXLM. 

Observaciones: Las caracteristicas observadas en las esporas propagadas coinciden 

en tamano y estructura de la pared con las de las esporas descritas por Morton (1986) 

pero difiere en que la pared mas interna (pared 5) es no se tifie con el reactivo de 

Melzer. Esta ultima caracteristica de acuerdo con Morton, solo se observa en esporas 

recien formadas por lo que puede perderse en esporas viejas. 

Esta especie se propagd en forma muy abundante utilizando como cultivo 

trampa pasto bahia Paspalum notatum L. Obteniéndose en cultivo monoespecifico 

asociada con cebolla Alfiun cepa L. 

4.1.5. Raices transformadas 

Dos semanas después de la inoculacién con la bacteria, de las rodajas de 

zanahoria empezaron a emerger las raices y una semana después se logré una gran 

proliferacién de las mismas (lamina 5). Después de seis semanas pudieron obtenerse 

suficientes raices para el establecimiento del cultivo dual. 

La transformacion de raices implica la transferencia del plasmido Ri al genoma 

de las células de la raiz. Este plasmido una vez en las célula vegetal, estimula la 

proliferacién de raices. Una vez que las raices son transformadas, se elimina la 

bacteria para evitar su pudricién y permitir la colonizacién por hongos MA 

El uso de raices transformadas es una alternativa que permite estudiar in vitro el 

efecto de diferentes factores sobre la colonizacién de raices, entender los eventos que 

sé presentan en la fase de pre y postcolonizacién y son una alternativa para la 

produccién a gran escala de inoculante de hongos MA.



Es importante sefialar que las raices tranformadas deben mantenerse en medio 

fresco para impedir su envejecimiento y contaminacién. Los resultados obtenidos 

concuerdan con los de Mugnier y Mosse (1987); Bécard y Fortin (1988); Bécard y 

Piché (1990). 

4.1.6 Cultivo de tejidos de raices 

Para este ensayo se utilizaron raices de cebolla ya que con semillas de 

zanahoria no se logré una desinfeccién completa aun cuando se aumenté el tiempo de 

exposicion y las dosis del desinfectante, siempre aparecieron contaminantes al cabo de 

cuatro dias; por esta razon se tuvo que cambiar de hospedero. Las semillas de cebolla 

no presentaron este problema y fue facil su desinfeccién y manejo. 

Las semillas de cebolla germinaron después de siete dias de sembradas y en 

diez dias se obtuvo la cantidad suficiente de raices para establecer el cultivo dual. la 

contaminacién fue menor al 5%, desechandose el material contaminado, el antibidtico 

carbenicilina a dosis de 500 mg/l, que se agregé al medio nutritivo no presentd ningun 

problema de fitotoxicidad para las raices. 

4.1.7 Cultivo dual 

La desinfeccién superficial de las esporas usando el método de Williams (1984) 

para las tres especies de hongos micorrizicos-arbusculares probadas, Glomus sp. 1, 

Acaulospora rugosa y Glomus intraradix, fue eficientes. 

A los’8 dias de establecido el cultivo dual se observé que algunas esporas de 

Acaulospora rugosa empezaron a emitir un tubo germinativo (lamina.6), después de 

dos semanas, un 95% de las esporas germinadas presentaban tubos germinativos en 

varias direcciones, desarrollandose micelio en el medio y cerca de las raices 

(transformadas y cultivo de tejidos), las raices también presentaban un buen desarrollo 

en ambos casos. 
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A las cuatro semanas de ja inoculacién, se examinaron las raices previamente 

tehidas para determinar el grado de colonizacién de las mismas, observandose 

ausencia de colonizacién ya que no hubo penetracién del micelio en la raiz (cultivo de 

tejidos y raices transformadas). 

Estos resultados pueden ser explicados en parte por los obtenidos por Mosse y 

Hepper (1975), Mugnier y Mosse, (1987) y Bécard y Piché, (1989b), quienes 

observaron que los exudados de raices promueven la germinacién y desarrollo de 

micelio de las esporas de los hongos MA pero si se acumulan en cantidades elevadas 

pueden llegar a ser letales o bien detener el desarrailo de las hifas, o formar barreras 

del hospedero hacia el hongo micorrizico. 

En este caso, un factor importante que se debe tomar en cuenta es que al medio 

de cuitivo utilizado, se ie dieron mas ias condiciones para ia germinacién y desarrollo 

del hongo, reduciendo la cantidad de glucosa y de fosforo y eliminando el sodio, !o cual 

pudo influir en el desarrollo y produccién de exudados radicales que pudieran atraer las 

hifas del hongo hacia la raiz para su colonizacién (Bécard y Fortin, 1988; Struble y 

Skipper, 1988). 

A pesar de que existen factores capaces de estimular la germinacion y el 

desarrollo de algunas especies de hongos MA, puede presentarse otros que son 

negativos. Bécard y Piché (1990), observaron que los exudados radicales de raices 

transformadas de zanahoria Daucus carota L. estimulan la germinacién y desarrollo de 

las hifas de Gigaspora margarita asi como su posterior colonizacion. | 

En contraste los exudados radicales de la remolacha azucarera Beta vulgaris L. 

no estimulan fa germinacién de las esporas de Gigaspora margarita, pero si las 

esporas eran germinadas aparte y luego colocadas cerca de las raices de la remolacha 

azucarera no se inhibia el crecimiento del micelio, aunque se observaba mas escaso 

pero tampoco habia colonizacién. 
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Para ei establecimiento de estos sistemas duales se deben adecuar y tomar en 

cuenta los factores que influyen en ambos simbiontes. 

En Glomus sp.7 , se siguid el mismo procedimiento que para Acaulospora 

rugosa, no observandose germinacién de las esporas, esto puede ser atribuido a 

diversos factores como ios ya mencionados para la especie anterior, o bien pudo ser la 

aplicacién de antibidtico al medio de cultivo (Mayo et a/. 1986), el pH (Green et af. 

1976; Daniels y Trappe, 1980), la temperatura (Schenck et a/. 1975; Daniels y Trappe, 

1980; Koske, 1981), ei potencial hidrico (Daniels y Trappe, 1980; Koske, 1981a; Sylvia 

y Schenck, 1983), el contenido de nutrimentos en el medio de cultivo (Hepper, 1979; 

Daniels y Graham 1976; Daniels y Trappe, 1980; Hepper y Jakobsen, 1983), ciertos 

inhibidores del crecimiento (Watrud ef a/. 1978; y Hepper, 1979), la edad dei cultivo 

(Daniels y Graham, 1976; Hepper y Smith, 1976; Sylvia y Schenck, 1983; Hardie, 1985; 

Safir et al, 1990) o latencia de las esporas (Tommerup, 1983). 

Estos y otros factores pueden afectar de diferentes formas dependiendo de la 

especie de hongo que se trate. A pesar de que existen factores capaces de estimular la 

germinacion y el desarrollo del algunas especies como los reportados por Bécard y 

Piché, (1990) en Gigaspora margarita. 

Estos resultados no pueden ser generalizados para otras especies. Hay que 

considerar que de todas maneras, este tipo de estudios lleva consigo una serie de 

dificultades innerentes que es necesario tener en cuenta para tratar de interpretarlos 

fundamentalmente los negativos, y sacar conclusiones definitivas (4...:6n-Aguilar ef af. 

1991). 

De acuerdo con Siqueira (1987), algunas de estas conclusiones podrian ser las 

siguientes: 

-Algunos de los factores pudieran ser aplicados en dosis no adecuadas. 

-Puede ser necesaria la interaccidn de dos o mas factores para que se ponga 

de manifiesto su efecto, 
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-Los distintos hongos MA pueden dar lugar a respuestas diferentes, con lo cual 
los resultados obtenidos con una especie no son generalizados a otra distinta . 

-Exista una amplia variabilidad genética dentro de las poblaciones de esporas 

de una misma especie, incluso cuando se trata de uniformizar con base en 

caracteristicas fenotipicas, lo que conduce a una gran variabilidad en las respuestas 

obtenidas. 

En Glomus intraradix, al igual que en ios dos casos anteriores a las cuatro 

semanas se procedio a tefir las raices mediante la técnica ya mencionada. 

Cuando se utilizaron raices transformadas de zanahoria, se observo buena 

respuesta, con las tres fuentes diferentes de indculo utilizadas (esporas, 

esporocarpos y raices conteniendo micelio y esporocarpos) obteniendo germinacién 

de esporas, desarrollo de miceiio, coionizacidn con micelio, arbuiscuios asi como 

algunas vesiculas dentro de las células y produccién de esporas nuevas en el medio 

de cultivo (lamina 7). El porcentaje de raices transformadas que fueron colonizadas 

por Glomus. intraradix se muestra en el cuadro 2. 

Los resultados obtenidos con este hospedero y esta especie de hongo MA, 

pueden ser utilizados, en estudios futuros en la produccién masiva de inédculo; debido 

a que en la actualidad ha sido diffcil propagar otras especies in vitro, esta especie 

puede ser una buena alternativa para optimizar el método, el cual posteriormente 

puede extenderse a otras especies de hongos MA, para estos y otros estudios 

importantes en ef futuro. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Mosse y Hepper (1975), con 

cultivo de tejidos de raices de Trifolium pratense L. y el hongo simbionte Glomus 

mosseae teniendo colonizacion a los 28 dias. 

Miller-Wideman y Watrud (1984), logran incrementar la colonizacién utilizando el 

mismo hongo simbionte y el mismo hospedero en un tiempo similar.



Mugnier y Mosse (1987), utilizando raices transformadas de zanahoria y el 

hongo simbionte Glomus mosseae, obtienen germinacién de esporas y_ colonizacién 

de las raices a las tres semanas, observando tanto vesiculas como arbusculos dentro 

de las células radicales. 

Bécard y Fortin (1988), observan que la zona de elongacidn de las raices 

transformadas de zanahoria és el sitio ideal para que se lleven a cabo los procesos de 

colonizacién, utilizando el hongo simbionte Gigaspora margarita y obtienen formacién 

de esporas nuevas a los 5 dias de que se inicié la colonizacién. 

Bécard y Piché (1989a), usaron raices transformadas de zanahoria, el hongo 

simbionte Gigaspora margarita y el medio nutritivo de White modificado por (Bécard y 

Fortin 1988), obteniendo la colonizacién in vitro, y la formaciébn de esporas nuevas, 

completando el ciclo de vida de Gigaspora margarita, en tres meses. 

Bécard y Piché (1990), al igual que en el caso anterior usaron raices 

transformadas de zanahoria y el hongo simbionte Gigaspora margarita, obteniendo en 

un tiempo menor la colonizacién y la formacién de estructura dentro de la raiz 

(arbusculos, vesiculos y micelio intercelular), asi como produccién de esporas en tres 

semanas. 

Chabot et af. (1992), utilizaron cultivo de tejidos de raices de tomate 

Lycopersicum esculentum Mill. y raices transformadas de zanahoria Daucos carota L. y 

el hongo — simbionte Glomus intraradix; a los cinco meses de establecido el 

experimento, observaron; micelio, vesiculas y arbusculos dentro de las células 

radicales, teniendo una media de produccién de esporas nuevas por caja de petri de 

700 con ambos hospederos. 

De las esporas nuevas obtenidas se tuvo un porcentaje de 70% de esporas 

viables, las cuales nuevamente se colocaron en presencia de los mismos hospederos, 

40



teniéndose que entre 6 a 8 semanas nuevamente se inicio el proceso de colonizacién 

habiendo produccién de nuevas esporas, con estos resultados ellos proponen a estos 

hospederos como una buena alternativa para producir esporas in vitro de Glomus 

intraradix para ser utilizadas en los diferentes estudios. 

Bécard y Piché (1992), obtuvieron colonizacién a las nueve semanas de 

establecer su experimento, utilizando como hospedero raices transformadas de 

zanahoria y el hongo micorrizico arbuscular Gigaspora margarita, y en cultivos de tres 

meses tuvieron produccién hasta de 500 esporas por caja de petri, las cuales las 

conservaron en el sistema dual por periodos hasta de dos afios a 28 °C sin perder su 

viabilidad. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo superan a los de Bécard y 

Fortin, (1988), Bécard y Piché (1989a), Bécard y Piché, 1990), Chabot ef a/. (1992) y 

Bécard y Piché (1992), en cuanto al tiempo de colonizacién y formacién de esporas 

nuevas en el medio nuitritivo. Y fueron mas o menos similares a jos reportados por 

Mosse y Hepper (1975), Miller-Wideman y Watrud (1984) y Mugnier y Mosse (1984), 

teniendo una diferencia de mas o menos una semana. 

En cultivo de tejidos de raices de cebolla, también hubo buena germinacioén de 

las esporas y desarrollo de micelio pero no colonizacién, sin embargo, cuando esta 

especie se puso a propagar en invernadero en cuitivos monoespecificos y utilizando 

como hospedero la cebolla, tuvo buena respuesta, obteniéndose un numero 

considerable de esporas y esporocarpos; la falta de colonizacién in vitro pudo deberse 

a algunos de ios factores ya mencionados anteriormente, principalmente el medio de 

cultivo. 

Por otro lado es importante considerar que para tener éxito en la colonizacién 

in vitro con hongos micorrizicos-arbusculares y su hospedero, asi como produccién 

de esporas viables, es importante ajustar adecuadamente las propiedades del medio 

de cultivo para que ninguno de los simbiontes se vea afectado (hongo y hospedero), 
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se debe acercar en lo posible a las condiciones que prevalecen en el area rizosférica 

donde se encuentran estos microorganismos con su hospedero, porque debe ser 

relativamente pobre en nutrimentos. 

Los medios nutritivos mas utilizados son el White y Murashige y Skoog, los 

cuales son usados para cultivo de tejidos de diferentes érganos de las plantas. 

Bécard y Fortin (1988), hicieron una modificacién del medio de White debido a que se 

observ6 que elementos como el sodio, el fésforo y la sacarosa afectaban el desarrollo 

de estos hongos, por lo cual eliminaron completamente el primero y bajaron las 

concentraciones de los ultimos; una vez hechos estos cambios lo denominaron medio 

de White modificado (MWM). 

Si se agregan cantidades elevadas de estos elementos también pueden actuar 

sobre la raiz, y como ya se menciond, actuian sobre la fisioiogia del nongo y notaron 

que el sodio es detrimental para la colonizacidn de los hongos MA en las raices de 

sus plantas hospederas. 

El efecto negativo del sodio en el desarrollo y colonizaciédn de la micorriza in 

vitro fue primeramente observado por Mosse y Phillips (1975), quienes detectaron 

que el desarrollo interno de Glomus mosseae en raices de Trifolium parviflorum _L. 

decrece cuando e! medio de cultivo contiene sodio, esto fue confirmado por Bécard y 

Fortin (1988) y Mosse y Hepper (1975). 

El fésforo, es otro de los elementos que ha sido objeto de numerosos estudios 

como un elemento importante para que se establezca !a colonizacién. Los altos 

niveles de fosforo en fos suelos hacen que decrezca o se elimine por completo la 

asociacion micorrizica . 

Gavito (1991), encontré que adicionando cantidades elevadas de fésforo a 

cultivos de maices criollos, no se establece la colonizacién, con esto probablemente 
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se reducen las poblaciones de hongos MA y esto puede tener un efecto negativo para 

aquellos ecosistemas donde los suelos son muy pobres. 

La estimulacién para la germinacion y desarrollo de los hongos MA parece ser 

un fendmeno muy compiejo para unas especies y mas sencillo para otras. Este 

proceso puede ser propiciado tanto por microorganismos del suelo, como por células 

procedentes de tejidos no implicados en la formacién de la simbiosis micorrizica 

(Azcén-Aguilar et af. 1991). 

Recientemente se ha conseguido inducir un desarrollo considerable de 

Gigaspora margarita mediante la combinacién de dos factores que tratan de simular 

las proximidades de un sistema radical activo: un ligero incremento en la 

concentracién de CO, y la presencia de exudados radicales (Bécard et a/. 1988). 

Ninguno de los dos factores por separado tuvo efectos relevantes, pero la 

combinacién de ambos promovié un desarrollo extensivo del hongo. 

El desarrollo in vitro de cultivo de tejidos de raices y raices transformadas, 

puede ser usado como un modelo simplificado de la rizésfera para estos estudios y 

ademas para estudios ecoldgicos de estos hongos, permitiendo lta investigacion de 

numerosos efectos del desarrollo como puede ser; tolerancia acondiciones adversas 

como altas concentraciones de metales tdxicos, temperaturas exiremas, pH, 

simulaci6n de Sluvia acida, pesticidas, interacciones planta patégeno y competencia 

con otras especies, entre otros (Bécard y Piché, 1992). 

En lo que se refiere a la producciédn de indculo con fines agronémicos y 

forestales, se debe de hacer una evaluacién para determinar si este proceso es mas 

factible en cuanto a costos y cantidades de inéculo producido en sistemas in vitro, ya 

sea en cultivo de tejidos de raices o en raices transformadas, 0 produccién en forma 

tradicional en cultivos puros, ya que esta también es muy buena alternativa para 

algunas especies como en este caso, donde hubo produccién de buenas cantidades de 

indculo. 

43



Cuadro 1. Lista de especies de hongos MA encontrados e identificados del suelo rizésferico y 
de macetas de propagacién de Amelanchier denticulata (HBK) Koch procedente del Cerro 
Tepecticpac, Tlaxcala , México. 

  FAMILIAS ES PECIES 

Glomus sp.1 

Glomus sp. 2. 

Glomaceae Glomus geosporum (Nicolson & Gerdeman) Walker 

Glomus intraradix Schenck & Smith 

Sclerocystis sp. 
  

Acaulospora rugosa Morton 

Acaulosporaceae Acaulospora sp. 

Acaulospora aff. foveata Trappe & Janos 

Acaulospora bireticulata Rothwell & Trappe 
      Gigasporaceae - Seutellospora sp. 

44 

  

 



  
Lamina 2. A: Gimus sp.1; pared 2 eldstica expandible (pe), con hifa de sostén (s). B, 

Glomus sp.2 , con hifa de sostén (s). C y BD. Glomus geosporum, detalle de fas 
paredes, restos de la pared evanecente (e), Pared laminada {1}, membranosa (m) D; 
espora compieta. 
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Lamina 3. E y F. Glomus intraradix; ©. espora con reaccién al Melzer F: 
esporocarpo. G y H Acaulospor sp .1. G: Detalle de los ires grupos de paredes (A, By 
C}. H espora completa 

46



Lamina 4. Murogramas de las especies descritas. 
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Lamina 5. A: Cepa de Agrobacterium rhizogenes en medio sdlido YEB. 3: Proliferacién 

de raices a partir de tubérculos de zanahoria incculadas con Agrobacterium 
rhizogenes. 
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Lamina 6. A: Tubos germinativos de Acaulospora sp1 (t) B: Desarroilo de micelio en 
medio nutritivo de Acaulospora spi (m). 
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Cc 

Lamina 7. Raices transformadas colonizadas con G/omus intraradix, A: micelio (m) y 
arbusculos (a) formados dentro de las céiulas. B: micelio (m) y vesiculas (v) dentro de 
la raiz.. C: Formacién de esporas interceiularmente (10X); esporas formadas dentro de 
la raiz(40X) 
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Cuadro 2. Porcentaje de raices transformadas de zanahoria colonizadas con 
Glomus intraradix 

  

NUMERO DE CAJA PETRI RAICES COLONIZADAS EN 
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Vi CONCLUSIONES 

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos, se pueden 

establecer las siguientes conclusiones. 

En el Cerro Tepectipac, Se encontraron representantes de todas las familias 

del Orden Glomaies, y cuatro de los seis géneros conocidos; Glomus, Sclerocystis, 

Acaulospora y Scutellospora. 

Se identificaron taxonédmicamente y describieron las especies Glomus 

intraradix, Glomus sp.1, Glomus sp.2, Glomus geosporum y Acaulospora rugosa. 

Se obtuvieron cultivos monoespecificos de las especies de hongos MA, 

Glomus intraradix, Glomus sp.1 y Acaulospora rugosa. 

La transformaci6n genética de raices de zanahoria con fa cepa 9402 de 

Agrobacterium rhizogenes  permitid ta obtencién de raices suficientes en seis 

semanas, libres del inéculo inicial de la bacteria. 

El método de Williams (1990), utilizado para la desinfeccién superficial fue 

eficiente tanto para esporas, esporocarpos y raices conteniendo micelio y 

esporocarpos, siendo bajos los porcentajes de contaminaciédn no afectando su 

germinacién. 

Acaulospora rugosa, presenté buenos porcentajes de germinacidn, in vitro , 

pero no colonizé ninguno de los dos hospederos utilizados. 

No se logro la germinacién de las esporas de Glomus sp.1.



Se obtuvo la colonizacién in-vitro con Glomus intraradix en raices 

transformadas de zanahoria, observandose tanto micelio interno como externo asi 

como arbusculos y vesiculas dentro de las células de la raiz. 

En ei caso de cultivo de tejidos de raices no se observé colonizacién, pero si 

hubo germinacién de esporas y desarrollo de hifas. 

E! medio de cultivo utilizado (Bécard y Fortin, 1988) fue adecuado para el 

desarrollo y colonizaci6n de esta especie, asi como para la produccién de esporas 

nuevas en raices transformadas de zanahoria. 

La eliminacién de sodio y disminucién de fésforo y sacarosa, probablemente 

afectaron el proceso de colonizacién en Acaulospora rugosa y la germinacién de ias 

esporas en Glomus sp.1. 

La utilizaci6n de este procedimiento abre la posibilidad de producir inoculante a 

gran escala, aunque antes deben de resolverse algunos problemas técnicos como !a 

eliminacion de altos contenidos de azticares en los medios utilizados, pH ete. 
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1) TECNICA DE TAMIZADO HUMEDO Y DECANTACION DE GERDEMANN Y 

NICOLSON (1963). 

1.- Pesar 50 g de suelo humedo y colocarlos en un frasco de aproximadamente 1 litro. 

2.- Agregar agua corriente hasta 3/4 del frasco y agitar con fuerza. 

3.- Dejar reposar de 10 a 15 segundos y pasar el sobrenadante a través de una serie 

de tamices de malla desde 0.50 mm hasta 40 micras, repetir lo anterior un minimo de 

5 veces. 
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2). GRADIENTES DE SACAROSA 20 Y 60% (DANIELS Y SKIPPER, 1982) 

1.- recoger el suelo de los tamices y colocarlo en un gradiente de sacarosa de 20 y 

60%. 

2.- Centrifugar a 2500 rpm durante 3 minutos , 

3.- Pasar el sobranadante a través de un pequefio tamiz de 2 cm de didmetro y con 

un mallaje de 20 micras. 

4.- Recoger los residuos del tamiz con agua destilada y colocarlos en una caja de 

Don Caster para contar las esporas. 
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ESTA YESS Be Dror 
SALE BE OLA BIBLICTEGA 

3).- ELABORACION DE PREPARACIONES PERMANENTES DE HONGOS 
MICORRIZICOS VESICULO ARBUSCULARES CON PVL (SCHENCK Y PEREZ, 

1990). 

1.- Tomar las esporas con una pipeta, con una minima cantidad de agua. Colocar las 

esporas en un vidrio de reloj con agua destilada. 

2.- En un portaobjetos poner una gota de medio de montaje sobre e! lado izquierdo y 

derecho, dejando un espacio en una extremidad para etiquetar. 

  

Etiqueta , gota de medio 

: de montaje     
  

en cada parte habra de 10 a 25 esporas 

3.- Agregar las esporas con una minima cantidad de agua en el medio de montaje. 

4.- Simultaneamente se mezclan suavemente las esporas y el medio de montaje con 

una aguja u otro objeto para dispersar ligeramente las esporas. 

5.- Dejario el medio de montaje condensarse por un minimo de 3-5 minutos para 

hacerse mas viscoso. Durante este tiempo las esporas pueden ser ubicadas en el 

centro de la gota para orientar el caracter deseado. 

6.- Mover perfectamente e] cubre-objetos seco a un Angulo de 45°C hacia la gota de 

medio de montaje conteniendo las esporas hasta el contacto con el medio. 

7.- Suavemente, realizar e! deslizamiento de! cubre-objetos sobre el medio de 

montaje (PVL). Dejar que el peso del cubre-objetos disperse el en medio de monitaje, 
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esto puede disminuir la formacién de burbujas de aire. No aplicar presidn al cubre- 

objetos en este proceso. 

8.- Repetir ios pasos 6 y 7 en la segunda gota. 

9.- Suavemente quebrar la pared de las esporas debajo del cubre-objetos por Ja 

aplicacion ligera de presi6n sobre e! cubre-objetos con la goma de un lapiz o el pulgar 

usando papel para evitar ensuciar la superficie del cubre-objetos. 

10.- Dejar el medio de montaje con las esporas a secar por varias horas o toda la 

noche en una posicién plana. Después de este periodo examinar las esporas; es 

importante que la rotura de las esporas sea la adecuada. 

Las esporas de diametro pequefio (menor de 77 wm) o con paredes 

extremadamenie gruesas pueden ser dificiles de romper, si las paredes no estan 

rotas realizar presidn nuevamente en este paso. Mientras se observan las esporas 

bajo el microsc6pico, aplicar ligeramente mas presién sobre e! cubre-objetos hasta 

que las esporas se rompan 0 las paredes se separen ligeramente. Una punta de un 

lapiz o goma se puede usar para romper cada esporas individualmente. 

11.- Limpiar todo el exceso de medio de montaje con un algodén ligeramente humedo 

con solvente como etanol, dejar secar. 

42.- Sellar los bordes del cubreobjetos con esmaite para ufias u otro sellador, dejar 

secar el sellador. 
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4).- Medio nutritivo YEB. 

Cantidades para preparar 1 litro de medio de cultivo. 

Extracto de levadura........ 5 gr. 

Peptona........ ee 5 gr. 

Extracto de carne............ 5 gr 

Sacar0$a oo... ee 5 gr 

AQ€l. oe. eccecceeeceee eects 7 or 

Ajustar el pH a 7.2. 

Agregar los componentes de acuerdo al orden de la lista, agitar el medio de 

cultivo hasta que se mezclen completamente y calentar en un mechero hasta que este 

transparente y todos los componentes estén disueltos y a continuacién esterilizar en 

autoclave a 15 Ibs, por 15 minutos, una vez esterilizado ajustar el pH y adicionar los 

antibidticos como se indica. 

Para el caso de fa cepa 9402 de Agrobacterium rhizogenes con marcador a 

Kanamicina se le adicionan los siguientes antibidticos a la dosis que se senala: 

Rifampicina 500 mg/l de medio 

Kanamicina 500 mg/! de medio 

Estos antibidticos se adicionan cuando el medio nutritivo ya ha sido esterilizado y 

alcanza una temperatura de 35 a 40°C, justo antes de solidificar, para poder hacer el 

vaciado en las cajas petri , cuando es liquido se adicionan los antibidticos cuando ya 

se ha enfriado completamente . 
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5).- DE MEDIO DE WHITE MODIFICADO "MWM'(BECARD Y FORTIN, 1988) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Elementos mgt! 

MgS0..7H20 731 

KNO; 80 

KCI 65 

KH2PO.4 48 

Ca(NO3)2.4H20 288 

Sacarosa 10000 

NaFeEDTA 8 

K} 0.75 

MnChb.4H.0 6 

ZnS$O,4.7H20 2.65 

H3BO3 1.5 

CuSO,.5H,0 0.13 

Na,Mo04.2H20 0.0024 

Glycina 3 

Tiamina 0.1 

Piridoxina 0.1 

acido nicotinico 0.5 

Myo-inositol 50 

Bacto Agar 10,000     
Ir agregando los elementos de acuerdo con el orden en que aparecen, agitar y 
disolver los componentes, calentar hasta que el medio este transparente se ajusta el 
pH a 5.5, a continuacién se mete a esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. 
Una vez esterilizado y cuando aicanza una temperatura de 40°C se le agrega el 
antibidtico carbenicilian 500 mg /| de medio nutritivo. Procediendo a continuacién al 
vaciado en cajas petri. 
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8).- TECNICA PARA ACLARAR Y TENIR RAICES (PHILLIPS Y HAYMAN, 1970). 

1.- Lavar las raices con agua corriente. 

2.- Agregar KOH al 10% y dejarlas durante 24 horas. También se pueden hervir a 

bario maria hasta que las raices esten flexibles. 

3.- Lavar las raices con agua destilada. 

4.- Aplicar perdéxido de hidrégeno alcalinizado y dejar de 10 a 15 min. 

5.- Lavar ias raices con agua destilada. 

6.- Sumergirias en HCI ai 1%, dejar de 5 a 10 min. 

7.- Sin lavar, agregar la solucién colorante, (azul de tripano al 0.05% por cada 100 ml 

de solucidn). 
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7) AZUL DE TRIPANO 

100 mi de Acido lactico 

200 mi de glicerina 

100 ml de agua 

Relacion (v:v:v:) 1:2:1 de Acido lactico, glicerina y agua, con 0.05 g de colorante azul 

de tripano para cada 100 ml de solucién. 
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