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1. TROLOGO E INTRODUCCION

La metodologia empleada en la investigacidén de la micorri-
za vesicule-arbiscular (¥MVA) es diferente a la usada para el
estudio de otros hongos del suelo debido a2 que los hongos pro-
ductores de MVA son simbiontes obligatorios, es decir, no se
pueden aislar, mantener o.multiplicar en caldos nutritivos.
Esto implica el uso de técnicas m&s laboriosas, que comienzan
con_la.forma de recoleccidn de muestras (Capitulo 2) para 1la
observacidn directa, de estructuras del hongo presentes en la
ra%z de la planta (Capitulo 3) & en el suelo (Capitule 4, 8,
9.

En los capitulos 4 a f se hace enfdsis sobre las esporas por
considerarse, que &sta es la Unica estructura del hongo en ba-
se a la cual se puede llevar a cabo una identificacidn. Diého
proceso requiere de varias etapas, que son consideradas aqui:
.separacidn de esp;ras del sueio (Capitulo 4), taxonomia y pro-
ducecidn de cultivos puros (Capitulo 5), pruebas de viabilidad
{Capitulo 6) y mantenimiento de colecciones (Capitulo 7).

Los dos Gltimos capitulos (8 y 9) describen metodologias espe-
ciales para estimar el crecimiento vy la densidad del hongo en
un suelo, La capacidad de crecimiento del hongo (Capitulo 8)
en el suelo, estd determinada por la extensidn del micelio
fuera de la raliz. Como se recordariz, el micelic se considera
una estructura importante porque, realiza las funciones de ex-
traccidn y transporte de fadsforo a la raiz de la planta.

Finalmente, al determinar la densidad del hongo (Capitulo 9)
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se trata asi de establecer la probabilidad de é&xito del Hongo
para infectar la planta,.

Soy conciente que no ha habido um andlisis nuy profundo
de 1a_utilidad prictica de algunos de los métodos descriﬁos
aqui para la investigacidn de la MVA. El propdsito, al reali-
zarlo de esta forma, es evitar una descripcidn sistemitica y
metddica de procedimiento§ de laboratorio, ¥ al mismo tiempo
motivar y estimular la creatividad de los investigadores que
se inician en este campo, al dejar abierta la posibilidad de
miltiple uso de algunos m&todos de acuerdo a la necesidad e
ingenio de cada uno. Al leer el manual, también, se notard
que mughas té@cnicas son variaciones o modificacicnes de otras
consideradas bisicas, el objetivo de esto, es mostrar las po-
sibilidades de obtener resultados vdlidos adoptandoc una meto-
dologia acorde con la disponibilidad de materiales y el sitio
de trabajo.

Aunque, reclentemente el Dr. N. Schenck ha publicado, en
inglés, un. manual sobre la metodologia de investigacidn en
micorriza (Comn el titulo: "Methods and Principles of Mycorr-
hizal Research” American Society of Phytopathology. 3320 Pi-
lot Knob Road, St. Paul, Minnesota, U.S.A.), se espera que el
presente manual se constituya en un aporte para el dgsarrollo
de este conocimiento que, en paises en vias de desarrollo co-
mo Colombia, apenas se estd iniciando.

Por Gltimo, agradezco a la "SOCIEDAD ALEMANA PARA LA CO0O-
PERACION TECNICA (GTZ)" y a las personas que lo hicieron po-

sible, la fundaci®n y financiamiento del Proyecto Micorriza
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en CIAT.
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Tambi&n, me resulta grato agradecer a mi asistente, Larisa
Galvez A., su cooperacidn en probar la efectividad de algunas
técnicas; a Ana del Pilar Herndndez €. su colaboracién en la
redacciBn de @ste manual y a todas las persconas qQue en una u

otra forma contribuyeron a la realizacidn de &ste,

E )
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2. MUESTREO BE RAICES Y SUELO EN EIL CAMPO
2.1 Muestreo para observaciones cuantitativas de la pobla-
¢idn de micorriza

2.1.1 Raices

Si Ginicamente se desea determinar la infeccidn por mi-

corriza mediante la observacidn de las raices de la planta, se
.

tomaran muestras representativas del sistema radical para un

mismo tratamiento, en el campo & cultivo. Para muestreo repre-

sentativos ver las descripciones de Bohm, 1979,

En cultivos de yuca, se requiere tomar muestras de la
raiz hasta ZOIcm de distancia alrededor del tallo de la planta
¥ hastatzo cms de profundidad. Aunque, se sabe due en el campo
la distribucidn de 1la infeccién es muy variable, se acepta, co-
mo'muestra representativa de un tratamiento, tomar muestras,
al azar, de las raices de 5 plantas en un bloque de 16 m2.

Si se quiere observar la infeccidn de raices de plantas
sembradas en potes, se cosechan.tadas las raices, se lavan con
agua corriente y se sacan submuestras del sistema radical, de
tal manera, que la muestra utilizada para evaluar la infeccidn
sea representativa del sistema total de la raiz.

- En éste tipo de ensayos se tiene la ventaja que se pue-
de determinar, por un método descrito mas adelante, la longitud
total tanto del sistema radical como de las raices infectadas.
Si tcnemos los pesos en fresco del sistema radical total y de

la muestra a observar, podemos calcular, nuevamente, la longi-

tud total de la parte infectada y del sistema radical.



En casi todos los casos es necesario guardar las ralces
antes de que se puedan colorear. Esto es posible en AFA (95
ml afido ac&tico, 13 ml formel, 200 ml alcehol al 50%) despuis
de iavarlas en agua. Como medio para guardar raices, también
sirve una mezcla de dcido acético con alcohol en proporcidn
1:3. Otro método para conservar raices por varias semanas jun-
to con el suelo, consiste ‘en aplicar alcohol en cantidad supe-
rior al 107% del volilmen del suelo y guardarlas a temperatura
ambiente, (segin Béhm, 1979).

Muchas veces el objetivo es la determinacidn de la infec-
cidn en las raices, y el conteo de esporas en el sueio. En es-
te casg se pueden guardar las muestras em la nevera a una tenm-
peratura inferior a 0°C, & se puede secar la muestra al sol
almacenindola posteriormente, para evitar una descomposicidn
de las raices. Por experiencia propia, las raices no mostra-
ron dafio alguno al guardarlas junto con el suelo semi-hiimedo

en cuarto frio {(l10°C) durante 1 mes.
2.1.2 Suelo

LLas descripciones para tomar muestras representativas
de suelo se encuentran en muchos libros e informes como Walker
y Bejarano (1978), Bohm (1979). E1 muestreo para la determina-
¢idn de la poblacidn de esporas en el suelo depende del obje-
tivo de la investigacidn. Generalmente se teman muestras de
la rizésfera de la planta o de la capa con material orginico,

ya que en e€sta se encuentra la mayoria de las esporas.



En ensavoes de potes, se saca a la cosecha todo el contenido
de suelo de los mismes, se homogeniza y se toma una muestra
;epresentativa del contenido. El suelo se puede guardar hume-
do por cierto tiempo en la nevera (4°C)., Tambi&n se puede
guardar secado al sol, a temperaturas de menos 0°C. Es prefe-

rible procesar el suelo ripidamente.

2,2 Muestreo para coleccionar cepas de hongos micorrizé-

genos (m&todo cualitativoe)

Se pueden sacar muestras representativas del campo {ver
descripcidn en seccién 2.l1) y separar las esporas por varios
ﬁrocesos {(que seridn descritos posteriormente). Si la micorri-
za ayuda a la planta a aumentar la asimilacidn de f8sforo del
suelo, las plantas infectadas por una cepa efectiva del hongo
deben tener un buen crecimiento. Por eso se toman muestras
de suelo y raices de plantas con buen crecimiento.

Otro método cualitativo para obtener diferentes cepas
consiste en trasplantar plantas con raices, libres de suelo
y materia orgdnica, del campo a suelo esterilizado en potes..
Por este método se obtiene, en los potes, despuds de cierto
tiempo, cepas de hongos éon las cuales la planta estaba ini-
cialmente infectada {(Método segln Gerdemann y Trappe 1974).

Debido a que algunas cepas del hongo no estdn esporulan-
do en ei campo, & a que hay pocas esporas de un tipo dado,
se requiere multiplicar las cepas nativas en el invernadero,

antes del aislamiento. El método de multiplicacidn es sencillo,



Se inocula, con una muestra de suele mas raices del campo, potes
que tengan suelo esterilizado y se siembra una planta hospedera.

{(Ver grafica 1).

Grafica 1: FORMA DE INOCULACION DE CEPAS NATIVAS EN POTES.
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esterilizado

Para 1la multiplicacién se utiliza suelo esterilizado en
autoclave que tenga aproximadamente las mismas caracteristicas
quimicas que el suelo del campo. Se recomienda mejorar la es-
tructura del suelo mezclindole con areﬁa, antes de la esterili-
zacidn. No se debe aplicar tanto fdsforo al suelo (se recomien- '
da un maximo de 25 kg P/Ha). Los otros elementos nutritivos

nunca se aplican en abundancia (dependiendo del contenido ini-

ol



cial del suelo se recomienda 50 kg N/Ha, 50 kg K/H a, 25 kg Mg/Ha).
Como hospedero se recomienda sembrar leguminosas porque

hay buena multiplicacidn de esporas con ellas {(a las legumi-

nosas no se les aplica nitrﬁgeqo, sino Rhizobium). En el CIAT,

se utiliza como hospedero Pueraria phaseoloides (kudzi) debi-

do a que el kudzl estid adaptado a muchas condiciones y tipos
de suelos ademis, siempre estiZ disponible en el mercado. De
todos modos, es recomeundable sembar un hospedero que sea mi-
cotrdfico obligatorio (necesita micorriza para sobrevivir) y
que esté& adaptado a las caracteristicas quimicas y fisicas
del éuelo original del campo.

Latmultiplicaciﬁn de cepas nativas se demora, segin expe-
riencia propia, de 4 a 6 meses. Se debe sembrar tambi&n varios
potes sin inocular (como control) para comprobar la esterili-
dad del suelo, Existe la posibilidad de contamipmar las plantas
hospederas con hongos patdgenos o con nemidtodos al inocular-
las, Se debe tene£ cuidado con la aplicacidn de pesticidas.
Se sabe gue algunos fungicidas pueden evitar la infececidn del
hospedero con micorriza VA. Estos son: Arazan, Benomyl, Bo-
tran, Mylone y Thiabendazole., QOtros fungicidas mostraron, en
estudios con especies de MVA conocidas, poco o ninglin efecto
negativo en el desarrollo de &sta en los hospederos. Estos
son: Ethoprop, Funsophotian, Ethazole, Captan, Maneb, Rido-
mil, Aliette, Pyroxiclor y Thiophanate. Algunos fungicidas
como Ethazoles (Terrazole y Truban), pueden estimular la in-
fecéién si se aplican en pocas cantidades (10-40 ppm) entre

30 vy 60 dias después la inoculacidn. (Smith 1978, Dehne 1982).



Contra nemidtodos se aplica Temik (0.25 g/4 kg suelo) que
no produce efecto alguno sobre la infeccidn. Ademi3s da buen

control contra Acaros y mosca blanca en invernaderos.

3. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE MICORRIZA EN LAS RAICES

DEL HOSPFEDERO

.

En casli todos los experimentos o investigaciones sobre el
funcionamiento de la micorriza es necesario determinar la pre-
sencia de la infeccidn en las rafces y cuantificarla. Para de-
terminarla existen los siguientes m&todos:

- Coloracidn de estructuras del hongo dentro de la raiz
para observarlas al microscopio y hacer conteos de la
infeccidn.

- Medicidn de la cantidad del hongo presente en la raiz
por determinacidén de la quitina total que produce el
hongo en sus,K paredes,

- Coloracidn de las raices y determinacidn de la cantidad
de colorante absorbide por la rafiz y por el hongo.

- Medicidn dé los pigmentos amarillos en las raices infec-
tadas,

Con cualquier método hay que asegurar una muestra o sub-

muestra representativa del sistema radical (ver seccidn 2.1.1).

3.1 Coloraci@o del hongo en la raiz y determinacidn de la in-

feccidn.
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Este método se utiliza para mudir la proporcidn de la pri-

mera corteza de la raiz ocupada por estructuras del hongo.

3.1.1 Técnicas de coloracidn

Se han utilizado muchos m&todos {(ver Tabla 1. en Apén-
dice) siendo el mis conocido el de Phillips y Hayman (1970).
Los otros m&todos son variaciones de &@ste. Genefalmente para
laboratorios con escasos equipos se puede recomendar el méto-
do de Kruckelmann (1973), todo dependiendo de la disponibili-
dad de reactivos.

Debﬁdo a su toxicidad y a la posibilidad de que el fenol
produzca cincer, se recomienda montar las raice; en placas con
591@0 l3ctico, glicerol o en agua. La observacidn directa se
hace en agua para evitar la inhalacidn del vapor de lactofenol.
Para la preﬁaraci6n del lactofenol existen varias fdrmulas

{ver Tabla 2 del A%éndice). Para el efecto de la coloracidn

no hay diferencias entre las composiciones (puede ser una cues-

rt

ign de economia).
En el CIAT-Proyecto Micorriza se utiliza el siguiente mé-
todo para colorear raicillas de yuca
~Se separan las raices del suelo
-Se las lava y coloca en tubos de emsayo
-Se aplica KOH al 10% hasta que todas las raices queden
inundadas. Se las deja } a 4 dias a temperatura ambiente.
Si hay raices con muchos pigmentos, se calientan las raices
en KOH por 10 minutos (60-70°C) en bafio Maria, Se decanta

el KOIl.



~S5e lavan las raices con agua destilada una vez.
~Se aplica HCL al 10% y se agita para que hay buena neutra-
lizacidn del KOH, hasta que las raices tomen un color
blanco {(se dejan las raices entre 15 y 30 min en HCL al
10%).
—Se decanta el HCL y se.lavan una sola vez las raices con
.
agua,
~Se aplica azul de tripano al 0.1% en lactofenol {(ver for-
mula C en Tabla 2 del Ap&ndice). Se dejan las raices uno
& varios dias.
~-Se decantz y la decantacidn "lactofenol con azul de tripa-
_nohal 0.1%" se filtra en papel Whatman No. 2 para utili-
zarlo otras dos veceé.
—Sé aplica nuevamente lactofenol para extraer el exceso
de colorante de las raices y preservarlas.
~Para evaluar. ka infeccidn se montan las raices con agua
en laminas © se las observa en caja de petri com agua.
NOTA: Se almacenan las muestras en lactofencl siempro ba-

jo un extractor,.

3.1.2 Morfologia del hongo dentrc de la raiz

Una deseripcidn de la morfaologia vy fisiologfa del hon-

go dentro de la raiz se encuentra en Cox y Sanders (1974), vy

Ocampo (1980).

Para conocer las estructuras del hongo dentro de la raiz, ¥

saber que es lo que se debe observar al microscoplo, se pre-



sentan fotos de las tres estructuras caracteristicas: hifas,

arbiisculos y vesiculas.

Hifas.-

De esporas germinadas (foto 1) ¢ del micelio externo (fo-
to 2), las hifas penetran en la rafz y forman un apresorio en
las capas mas internas del parénquima cortical. La infeccidn

s
tambifn puede ocurrir por hifas que recorren la superficie de
las raices, como se presenta en foto 3, También estas hifas

hacen un haustorio para entrar en la raiz. Se pueden presentar

dos tipes de hifas-gruesas (foto 4) y delgadas (foto 5)-cuyo

crecimiento en la epidermis, de la rafz, pueden ser intracelu-

lar (foto 6) y/o intercelular (fusto 10).
Las hifas nunca penetran en la endodermis, tejidos wvasculares,
méristemas, tejidos estacales, clorofilicos, partes viejas de
la raiz, o en sistemas especializados de Srganos vivos (Ocanmpo,
1980). .

Con el tiempo hay una degeneracidn y descomposicidn de

las hifas siendo asi que la infeccidn por hifas puede aparecer

muy oscura (foto 7).

Arbisculos.-

El intercambio de nutrientes del hué&sped al hongo y vice-
versa, se di por los arbilsculos, siendo &sta la estructura
mids importante en la simbiosis.

Al principio, el crecimiento de los arbiisculos es pareci-
do al de hifas interceludares, pero la fina ramificacidn ca-

racteristica de los arbiisculos puede llenar la c&lula por com-



Foto
Foto
Foto
Foto
Foto
Foto
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Penetracidn en la raiz de la hifa de una espora germinada
Formacidn de un apresorio

Infeccién de la raiz debida a hifas que recorren la raiz
Hifas gruesas desarrolladas en la epidermis de la raiz
Hifas delgadas desarrolladas en la epidermis de la ralz
Crecimiento intra_cé&lular de hifas

(Foto 1-6 de Behn, 1979).



Foto 7: Descomposicidn de hifas en la raiz

Foto 8: Principio de la formacidn de un arbilsculo

Foto 9: Arbisculo completamente desarrollado

Foto 10: Arbisculos conectades con hifas intercelulares

Foto 11: Aparencia de arbilsculos bien desarrollados en la ralz .
Foto 12: Proceso de degeneracidn de arbisculos, ver de tailes

en el texto.

(Fotos 7, 8, 11 de Behn, 1979; 9, 10 de Fabig, 1979; 12 de
Sieverding, 1975).



Foto
Foto
Foto
Foto
Foto
Foto

13:
1l4:
15:
16:
17:
18:

Aparencia de arbilsculos descompuestos en la raiz
Formacidén de la primera vesicula {(flecha) en la raiz
Formacidn intracelular de vesicula apical (flecha)
Formacidn intercelular de vesicula intercalar

Raiz llena de vesiculas

Formacidn de esporas en la superficie de la raiz

(Foto 13-16 de Behn, 1979; 17, 18 de Fabig, 1979).



pleto (foto 8, 9). Los arbisculos siempre estidn en contacto con
hifas intracelulares (foto 10). Una raiz llena de arbisculos,
bien desarrollados, se muestra en la foto 11. La vida de los
arbiisculos es corta de &4 hasta 10 dias. La degeneracidn empie-
za a partir de los extremos de las ramas hacia su Sase (foto
12). En el interior de la misma cé&lula pueden'éXistir partes
vivas (foto 12, izquierdaf y partes muertas {(foto 12, derecha).

El tronco es el @ltimo en colapsarse (foto 12, centro).

Vesiculas,-

Se definen las vesiculas como Srganos de reserva del hon~-
g0. Pogterior o simultineo a la formacidn de arbiisculos del
hgngo, éparecen en las raices formas globosas y}u ovales que
se denominan vesiculas (foto 1l4). Se forman intracelular (fo-
t; 15 muestra el principioc del desarrollo apical de una hifa)
o intercelularmente (foto 16 muestra el principio del desarro-
1lo intercalar). La rafz con muchas vesfculas aparece como en
la foto 17. A vecés es dificil distinguir en el microscopic

si las formas ovaladas en realidad son vesiculas o esporas del

hongo (como en foto 18).

3.1.3 Técnicas para la determinacidn de la infeccidén en mi-

croscopios.

Giovannetti y Mosse (1980) hicieron una excelente eva-
luacidn de t&@cnicas utilizadas por varios investigadores., Una
lista de métodos para la determinacidn se presenta en la Tabla

3 de Apéndice.



lL.os mé&todos mas comunes son los sipguientes:
k]

a, Determinacidn del porcentaje de infeccidn en
l3minas

b. Medicidn de la longitud de las rafces infectadas;
se puede expresar comc porcentaje de longitud
de rafz infectada

¢c. Evaluacidn visual de la presencia del hongo en
la corteza de la raiz

d. Conteo del nimero de entradas de hifas en una

cierta longitud de la raiz

-

3.1.3.1 " Determinacidn del porcentaje de infeccidn en 14mi~

nas

Generalmente se corta el material coloreado en pe-
dazos de uno hasta dos c¢cm, distribuyéndolos al azar en una
caja de Petri y colocindolos paralelamente en una limina. Se
montan las raices con un medio y se tapan con un cubreobjetos.

Para determinar el porcentaje hay dos formas de evaluacidn:

1.) Se mueve la limina por medio de carro portaobjeto del
microscopio bajo un cierto objetive (asi, por el objeti-

vo se determina el campo observado de la raiz).



Grifica 2.: FORMA DE EVALUACION DE CAMPOS INFECTADOS O NO IN-

FECTADOS.
»
...
_—— —|e— Formas en que el
—— Sy o objetivo del mi-
) . ' e o e ) o croscopio debe
. AT e cruzar las raices
' Lamina —f—

Cubreobjeto

A~

Se cruzan por ciertos puntos las rafces y se cuentan los cam-

pos infectados o no infectados (Gréfica 2). La evaluacidn vi-

sval de estructuras y el conteo de campos infectados por vesi-
“ culas es recomendable.

o .- Nmero de infec
% infeccidn = r campos 1n tados x 100

Niimero total de campos observadoes

2.) Ewvaluacidn al microscopio de la presencia o ausencia de
infeccidn en el total de segmento montados. Expresidn:
% segmentos con infeeccidn.
Se recomienda hacer una evaluacidn visual del grado de in—

feccidn de ciertas estructuras del hongo.



3.1.3.2 Determinacidn de la longitud de la raiz infectada por

1.)

2,)

micorriza,.

Una técnica consisten en la ampliacidn de 1 método 3.1.3.
1-2.), por medicidn de las fraéciones del segmento ocupa=-
das por la micorriza. Preferiblemente se coloca la limina
sobre un papel milimefrado y se mide la longitud infecta-
da a través de un microscopio de diseccidn..Si se obser-

van por ejemplo 30 segmentos de 1 cm cada uno, se puede

expresar la longitud de la infecciBn en cm por S0 cm de la

. raiz, 8 porcentaje de infeccidn de la longitud total obser-

vada.

Otra técnica mis rdpida y fdcil es la determinacidn de la
longitud de la raiz infectada, por el mpetodo de intersec-
£idn de cuadrantes {(Newman, 1966 Mgrsh, 1971). Este méto-
do se desarrolld originalmente para determinar 1a longitud
de raices en el microscopio de diseccidn. Una descripcidn
del m&todo y su comparacidn con otros se encuentra en
Giovannetti y Mosse (1980).

La descripcidn general del m&todo consiste en marcar una

caja de Petri (de plastico) con una red de lineas vertica-

les y horizontales a una distancia de 0.5 pulgadas de tal
manera que salgan cuadrados de 0.5 x 0.5 pulgadas. Se dis
tribuyen raices en la caja, las raices se pueden cortar
con tijera si es necesario, y se cuentan las interseccio-
nes (cruzamientos) de las raices con todas las lineas ver-

ticales y horizontales (ver Graifica 3a). Si una raiz



estd exactamente arriba de una linea, se cuenta como dos inter-

secclones. Si una raiz toca la linea, se cuenta como una inter-

seccidn (ver Grafica 3b).

Grifica 3.: a) VISTA SUPERIOR DE CAJA DE PETRI MOSTRANDO EL
METOPO DE INTERSECCION DE CUADRANTES.

b) POSICIONES POSIBLES DE LA RAIZ CON RELACION A

LAS LINEAS DEL CUADRANTE.

a.) b.)
™ 0.5 pul. ’
L - Inter- Q Parte de
S M= C 2 T /
,,k}? f“wJﬂ\ seccidn % z(‘,f”la red
/ 4 ql:i%,F \ Raices
' . >~ Ly = tocan T —Ratz
' Al IR T -
'i‘\ /\\f T iyl ‘(\Iui}]_i linesa \‘Z
' * I 1 .!‘ -
\ AT Ralz
\ia P B\ e 1/ arriba
\ kft}%yf J~Rafces de 1la ———
- T linea
N

Caja de Petri con
una red !

De tal manera qu=z2, las intersecciones resultantes correspondan
con cm, de longitud de las raices.

100 intersecciones = 100 cm, de raiz
Sirse cambia la distancia de las lineas hay que calcular la
longitud por medio de la siguiente fdrmula:

mAn
2H

R =



donde,

.R = Longitud total de las raices

™= 3.14

A = Area en que las raices estdn distribuidas (Zrea de la caja)
n = Nimero de intersecciones entre raices y lineas

H = Longitud de las lineas rectas (total vertical y horizontal)
.

Para determinar la longitud de la raiz infectada por micorriza

en un sistema complejo de raices, se cuentan las intersecciones

entre las raices y las lineas del cuadrante. Al mismo tiempo

se cuenta el niimero de in;ersecciones en que aparece la infec-

¢idn de la raiz por alguna estructura del hongo. Asi se halla

la longitud total del sistema de la raiz y 1a longitud total

d; la rafiz infectada.

Ademds, es fitil caontar separadamente, las intersecciones en que

aparecen vesiculas'en las raices. Si no se observa el sistema

de la raiz completamente, se puede-observar cierto niimero de

intersecciones {(por ejemplo 100) para determinar la presencia

o ausencia de infeccidn y calcular el porcentaje de longitud

de las rafces infectadas. Cuanto mayor sea el nfimero de inter-

secciones menor serd el error tipico, Se puede hacer una evalua-

cién visual de la presencia de cada estructura del hongo como

tambi®n una evaluacidn visual del pelo radicales de la raiz.

3.1.3.3 Evaluacidn visual

¢ distribuyen las rafces en una caja de Petri, y se



observa la infeccidn a través del microscopio de diseccidn pa-
ra estimar el porcentaje de infeccidn, expresando dicho porcen-
taje en escalas de 10 (por ejemple, 10%, 20%Z, 30%, etec.). Si
la infeccidn no es muy homogé€nea, es Gtil dividir el campo a
observar en varias partes (por ejmplo: circulos, cuyo difmetro
corresponde al campo de visidn de un obhjetivo especifico del
microscopio, ver Abbott y Robson, 1978), hacen las estimaciones
en escalas de 10 y despu@s c3lcular el promedioc de todos los
datos para la muestra.

Otro m&todo mis subjetivo alin, que la evaluacidn visual,
es lé ciasificacién de la infeccidn en categorias desde 0 hasta

abundante: por ejemplo: .

0 = nada
. 1 = algo
2 = medio

3 = mucho

3.1.3.4 .Puntos de entrada de hifas en la raiz

Los puntos de entrada representan la coneccidn entre
hifas externas y estructuras internas del hongo en 1la raiz.
Estas se cuentan, de rafices montadas en ladminas & cajas de Pe-
tri, usando un estereoscopio. Se calcula en nimero de entra-
das por longitud de raiz, & se relaciona al sistema completo
de la raliz., E1 meétodo regquiere no romper la coneccidn entre

hifas externas e internas para lo cual, hay que utilizar mues-



.

tras frescas y tener cuidado en lavar el suelo y la materia
orgianica. adheridos a la raiz,;, al priuncipio mojando lentamente
la muestra de suelo con ralces, y teniendo en cuenta no agitar
las raices directamente bajo el chorro de agua. La coloracion
de todas las raices se hace en un beaker amplio. La transferen-
cia de los reactivos y los lavados de las raices se hacen sin

mover mucho las raices.

3.2 Medicidn de la infeccidn en la raiz por determinacidn de

quitina total de los hongos micorrizicos

Hepper (1977) desarrolld un mé&todo para la determinacian
de quitina del hongo, la cual es producida en las paredes de
las éstructurés del hongo. El método de Hepper estd basado_en
técnicas utilizadas de Ride y Drysdale (1972) para determinar
hongos patdgenos en tejide vegetal. Una modificacidn del méto-
do de Hepper, utilizada por Fabig (1979) se describe a conti-
nuacidn sin explicar las reacciones quimicas.involucradas en
el cambio de la quitina a glucosamina,.

Las raices a observar deben estar muy bien lavadas con a-
gua y pueden utilizarse frescas o conservadas por enfriamiento.
Para los reactivos utilizados en el siguiente proceso se debe
consultar la Tabla 4 del Ap&ndice.

1. Debido a que es necesario tener muestras representativas del
sistema to;al de la raiz, se cortan, al azar, varilas seccio-
nes de la misma, con una cuchilla fina, hasta obtener un

peso fresco de 100 mg.



2, -Los 100 mg peso fresco de la raiz se ;gi:an cuidadosamente
con poca agua en un morterc y se transfiere el contenido a
tubos de centrifugacidon (4 1/2 pulgada, 10 ml de capacidad).

3. -Se aplican 8 ml de agua destilada a cada tubo y se centri-
fuga por 3 min a 5000 rpm.

4, -Se decanta cuidadosamente..

5. -Se aplica una cucharadita de perlas finas de vidrio y des-
pués 3 ml de KOH (a); se agita mecinicamente.

6. -Se colocan los tubos durante 40 wmin en un horno, a una tem-
peratura de 130°C, hay que regular esta temperatura cons-
t;ntemente.

o , ,

7. -Se enfrian los tubos en un extractor de gases.

8. -Se aplican 5 ml de etanol (b) y.se agitan con cuidado; evi-
tando la aparicidn de capas en el tubo.

9., ~Se aplica 1 ml de Celite (c) v se centrifuga 3 min a 5000
rpm. ’

10.~-Se decanta y se aplican 5 ml de etanol (d) vy se agita meci-
nicamente. Despu&s se centrifuga dufante 3 min a2 5000 rpm.

11.-El paso No. 10 se repite 3 veces usando 5 ml de agua desti-
lada en vez de etanol, sin olvidar la agitaci®dn.
Después de la tercera repeticidn se mide el pH de 1a solu-
cidn decantada (con papel indicador). Este debe ser 7; si
no es, se repite este Ultimo paso uuna o varias veces.

12.-Al1 sedimento se le aplica 1 ml de agua destilada, 1 ml de
NaNO2 (e) vy 1 ml KHSOA (f), en este orden, y se agita bien
manualmente. Se deja reposar por 15 min.

NH, (g) v se agita primefo con la mano

13,-Se aplica 1 ml NH,SO

4773



v después con agitador. Se deja reposar por 15 min.

14.~5e aplica 1 ml MBPH (h), se agita con'agitador ¥y Se pone
por 3 min al barfo Maria en agua hirviendo.

15.-Se enfrian los tubos en agua con hielo.

16.~Se aplica 1 ml Fe813.6 H20 (i) y se agita mecdnicamente.
Se deja reposar por 3q min, hasta que se obtenga un color
azul,

17.~-Se centrifuga por 3 min a2 5000 rpm.

18.-S5e mide la extincidn de la luz del sobrenadante en un es-
pectro fotometro a una longitud de onda de 650 nm.
Se*preparan muestras estandar {(serie de contrastes) con va-
lores de 0; 2.5; 5.0; 7.5; 10; 12.5; 20 y 25 pg glucosami-
na/ml, seguir mé&todo a partir del paso No. 12, sustituyen-
do el agua destilada por 1 ml de la concentracidn corres-
pondiente de glucosamina (j). A veces 1la concentréciﬁn de
glucosamina en las ralices es tan alté que hay que diluir
la muestra. La dilucidn se haée con la solucidn 0 de la se-
rie de contrastes.
El cidlculo de la concentracidn de glucosamina se realiza en
base al peso seco de la rafz. Para obtenerlo se toma en el
paso No. 1 del proceso una muestra repreéentativa adicional
que se seca al horno. La concentracidn de glucosamina en la
rafz se expresa como pg glucosamina/mg peso seco de raiz,
que es equivalente a la concentracidn de quitina en la raiz.
Como contr01; también, se analizan las raices de plantas no
infectadas porque estas pueden mostrar bajas concentracio-

nes de glucosamina.



3.3 Coloracidn de raices y determinacifn de la cantidad de

colorante absorbido por los hongos micorrizicos

Basado en el m&todo descrito por Phillips y Hayman (1970),
ver parrafo 3.1.1, Herrera y Ferrer (1978) desarrcllaron una
técnica para medir laz cantidad de colorante {azul de tripano)

absorbido por el hongo dentro de la raiz.

- De cada sistema radical se toman varias muestras, al azar,
con un peso fresco de 100 mg cada una. Se colocan en tubos
de ensayo ¥ se colorean como estd descri to en Phillips y
Hayman (1970), Desﬁués de la coloracidn de las raices, con
azul de tripanc al 0.27Z en lactofenol, se apli can 5 ml de
lac;ofenol puro al tubo y se agita mecinicamente. Se decan-

, ta y se repite el proceso dos veces mias. Este proceso sir-
ve para lavar el exceso de azul de tripano de las raiceé.
El sobrenadante obtenido de la tercera decantacidn se mide
en el fotﬁmetfé a 600 nm longitud de onda, utilizandc como
testigo lactofenol puro. Si los valores son diferentes se

debe hacer otros lavados.

- Despu&s se aplica a las raices 5 ml de lactofenocl - HCL2N

(en proporcidn de 2 partes de lactofenol: 1 parte HCL2N) co-
mo reactivo para extraer el azul de tripano absorbido por
el hongo. Se calienta la suspencidn de raices en baifo Ma-
ria a 70°C, agitando las muestras cada 20 minutos para mejo-
rar la extraccidn. Después de una hora de calentamiento se

decanta y guarda el lactofenol - HCL2ZN y se reemplaza por



3.4

5 ml de lactofenol - HCL2N fresco. Después de otra hora en
baiio Maria se decanta nuevamente la solucidon y se anade a
los 5 primeros ml, obteniendo en total 10 ml de lactofenol
HCL2N. |

Se mide la extincidn de la luz de la solucion en un espec-
tro fotdmetro a una longitud de onda de 600 nm.

La serie de contraste se prepara usando concentraciones de
azul de tripanoc en lactofenol, que varian entre 5 y 40 ppm.
Como "blanco" (0 ppm) se utiliza lactofenol puro. La concen-
tracidn de las muestras se expresa como ug de colorante/g
dé raiz fresca. Puesto que las células de la raiz también
absprben el colorante es necesario tener un "testigo” comn-
tra el cual comparar los resultados, &ste se prepara desa-
rrollando el mismo m&todo, solo que en este caso se utili-
zan rafces de plantas no infectadas. La concentracidn del
colorante hallada aqui, se utilizari como factor de correc-
cidn para los valores encontrados en las raices de élantas

infectadas,.

Extraccifén de pigmentos amarillos de raices infectadas.

El método fué desarrollado por Becker y Gerdemann, 1977,

basados en la idea que raices con micorriza tiemen una aparien-

cia mids amarillosa que las ralces sin el hongo.

Se pesan en fresco 250 mg de raiz y se colocan en un tubo de

ensayo. .Se aplican 5 ml de agua destilada. Se tapa el tubo con

algoddn y papel de aluminio. Se trata la muestra em autoclave

durante 30 minutos (1.2 bar de presién, 120 “C). D

spuls de en-

]



friar la muestra, se mide la extineidn de luz de la solucidn en
un espectro fotdémetro {(Bausch & Lomb Spectromic 20) a3 400 nm

>

de longitud de onda contra un "Cero” {agua destilada).

3.5 Conclusiones y discusién de la utilidad de los diferentes

métodas.

a. Grado de infeccidn

La coloracidn de :aicés ¥y su observacién al microsco-
pio es el Gnico método para determinar la presencia de ciertas
estructuras del honge (i.e., hifas, vesiCuias, arbisculos) en
la raiz. Adem3s, es posible determinar en cierto estado de de-
sarrollo de 1a pianta, la relacifn entre las diferentes estruc-
turas., Con 8se método se puede determinar si la raiz est3 in-
fectada por hongos patdgenos o por micorriza,

La observaciég de segmentos de raices, montados en ldminas
para determinar porcentaje de infeccidn y porcentaje de longi-
tud infectada puede ser exacta, pero se debe establecer una re-
lacidn con el sistema tadical total. Es decir, si se comparan
dos sistemas radicales, uno de mayor tamafio que el otro, ¥y se
encuentra en ambos el mismo porcentaje de infeccifn, el sistema
radical de mayor tamafio tendrid una infeccidn absoluta mucho ma-
yor que el sistema de menor tamano.

La determinacidén de la longitud de la infeccidn por inter~

seccidn de cuadrantes vy la evaluacidn visual de la infeccidn,

son métodos mas ripidos, que el montaje en lidminas, siendo 1a



evaluacidn visual muy subjectiva. Es primordial el conocimiento
de las estructuras del hongo para diferenciar la micorriza de
los hongos patdgenos.

Tanto el m@todo de medir puntos de entrada de hifas en la
raiz, como el de la determinacidn de la longitud total infecta-
da del sistema de la raiz (método intersecciones de cuadrantes)
dan un buen indicio sobre la presencia del micelio externo. Evi-
dentemente el primer método determina la conexidn entre estruc-
turas externas e internas del hongo. Se sabe que entre la longi-
tud total infectada del sistema de la rafiz y peso del micelio
externo’ como también, entre peso micelio externc y crecimiento
de la planta, hay una buena correlacidn (Sanders et al 1977).

El  resultado final de la bfisqueda de relaciones entre la infec-
¢idn por micorriza y crecimiento de la planta, por un mEtodo
fidcilmente practicable, es la determinaciGn de la longitud to-
tal del sistema radical.

Puesto que en ensayos del campo casi no es posible determinar
la longitud infectada del sistema completo de la raiz, el uso
de varios mé&todos para deﬁerminar porcentaje de infeccidn pue-

de brindar suficiente informacidn.
b. Determinacidn de quitina

La determinacidn de quitina es vilida en ensayos, don-
de se sabe con certeza que la raiz estd infectada Unicamente
con micorriza y no con hongos patdgenos porque la mayoria de

/ . - P »
estos también producen quitina en las paredes de sus células.



El método requiere pesar con vidpidez y exactitud las raices
frescas para evitar un error grande desde el principic de 1a
medicidn.

La cantidad de quitina mno dice nada sobre las diferentes

estrucutras del hongo emn la raiz, por eso debe ir acompafiada

de la coloracidn de raices infectadas para su comparacifn.

El método es muy exacte y sofisticado pero muy trabajoso nece~

sitando ademds, equipo y reactivos.

c. Determinaciﬁn.del_colorante absorbido

Los ensayos de Fabig (197%) indicaron una correlacidn
entre los grados de la infececifn hallada en microscopio, de la
cantidad de quitina y del método de la determinacidn del colo-
rante absorbido. El método tEcnicamente es mids facil que la
determinaci8n de quitina, pero tiene la desventaja que en
la decantacidn del lactofenol se pierdem muchas veces las rai-
cillas finas lo cual constituye una fuente de error. También
aqui los datos no dicen nada de las diferentes estructuras del
hongo siendo Gtil solo si no hay infeccidn por hongos patdoge-
nos. Una desventaja grande es que la infeccidn en raices de di-
ferentes especies de plantas o de diferentes edades o crecidas
en diferentes climas ¢ suelos no son <omparables debido a que
los factores ecofisioldgicos influyen en la conformacion de
las paredes celulares de raices afectando la entrada de azul de

tripano en las rafices. Por eso, para cada etapa de coloracién



y para cada circunstancia (especie, suelo, tratamiento, etc.)
hay que hacer una escala de comparaciones del extracto con una

estimacidn visual de la infeccidn hallada al microscopio.

d, Extraccidn de pigmentos

Como ya describieron los autores del método (Becker ¥y
Gerdemann, 1977) este mé&todo no sirve para todas las especies
de plantas, Becker y Gerdemann recomendaron el método para rai-

ces de cebollas que estian produciendoc el pigmento amarillo.
4. TECNICAS PARA LA SEPARACION DE ESPORAS DEL SUELO.

+ Los hongos que producen micorriza VA pe rtenecen a la fami-
lia Endogonaceae y estdn produciendo esporas en el suelo. Casi
toda la investigacidn de ecologia o de fisioiogia de la micor-
riza requiere el aislamiento de esporas del suelo o la separa-
cidn de esporas de una muestra para estimar la poblacidn.

Segiin el objetivo hay wvarios m&8todos para separar las esporas

del suelo. Se pueden dividir los métodos en dos clases:

1) Cuantitativos para la determinacién de la poblacidn ¥y

2) cualitativos para el aislamiento de esporas.
4,1 Métodos cuantitativos

La muestra tomada recléntemente o guardada en la nevera se



revuelve bien, con el objeto de sacar una submuestra bien repre-
sentativa. Se trabaja eon mis exactitud si se toman varias sub-
nuestras, De la muestra se toma adem3s, una submuestra para de-
terminar peso seco del suelo, para calcular los conteos de es=-
poras por peso seco del suelo.

.
4.1,1 Método de Tamizado y Decantacidn seglin Gerdemann y

Nicolson (1963).

Usando 250 g de suelo se hace una suspensidn en 1 li-~

"tro de agua. Se deja reposar la suspensidn algunos segundos

para qJé las particulas graves se sedimenten. Se tamiza el so-
brenadante usando tamices de diferente tamafio de poros empezan-
do con un tamiz con pﬁros de 1 mm. Se colecta la suspensiﬁﬁ
tamizada y se agita; se deja reposar pocos segundos y se decan-
ta por el tamiz de‘710 um. Se sigue haciendo con los tamices
con abertura de poros de 420 um, 250 um, 149 um, 105 pm, 74 Um
y 44 pym. Para trabajo de rutina se puede utilizar menos tami-
ces, por ejemplo: 1 mm, 420 pm, 149 ym y 44 uym & afin menos ta-
mices. Se pasan las fracciones separadas a cajas de Petri con

poca agua; si hay mucho material divide la muestra colectada

en varias cajas. Se cuentan las esporas en la caja bajo un mi-

croscopio de diseccidn (25 x © 50 x aumento).

4.1.2 Modificaciones del método de Gerdemann y Nicolson.

Basicamente las modificaciones del mé&todo de Gerdemann



y Nicolson consisten en la variacidn del tamalio de abertura

de los poros de los tamizes, de la cantidad de sueloc utilizado
para el analisis (Smith y Skipper, 1979), como tambi&n varia-
ciones en la forma de llevar a cabo los conteos, unas veces u-
tilizando papel filtro blanco (Mosse y Bowen, 1968; Smith y
Skipper, 1979) o cuadriculédo, como lo hizo Khan (1971) dibu-
jando cuadros numerados de 2.5 x 2.5 cm, ¥ otras veces colocan-
do las esporas con agua en caja de Petri, facilitando la iec-
tura el uso de una red de cuadrados bajo la caja de Petri. Lec-
turas de algunas subpaftes v el cdlculo del nimeroc total de es-
poras/caja son posibles, si las esporas estin distribuidas al
azar egnla caja.

Una forma elegante es pasar la fraccidn a2 una caja de Petri

especial, que tenga circulos grabados en el fondo de 1la caja

(ver Griafica 4).



Grafica 4.: MONTAJE DE DONCASTER (1962) PARA CONTAR ESPORAS
A)VISION SECCIONAL DE LA CAJA, HECHA DE 'PERSPEX' Y
B)VISION PLANA DE UN SOPORTE, TAMBIEN HECHO DEL MA-

TERIAL 'PERSPEX'. TODAS LAS DIMENSIONES SON DADAS

EN PULGADAS (1 PULGADA = 2.53 cm).
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Descripcidn del montaje de Doncaster (1962)

Muestra un plato circular abierto con canales separados por
camellones. Diez canales concéntricos de fondo planoc, estin
separados el uno del otro por camellones angostes y redondea-
dos, cada uno con cerca de 2/3 partes del ancho del campo mi-

crosclpico.



"

El disco tiene 1 cm de profundidad «¢on un ancho borde estr 2~
do, al cual lo sosctciene un soperte hecho de "Perspex", justo en-
cima de la platina del microscopio de conteo; el soporte puede
ser movido a.través dé la platina del microscopio y el plato
revuelto dentro del soporte, MiAs de 40 ml. de una suspencidn
con esporas bien mezclada, ,es introducida y permitada asentar-
se. Las esporas asentindose sobre un camellon divisorio usual-
mente caen.pronto €n uno yu otro canal. Su distribucidn entre
canales conforme a la ley de Poisson y la exactitud de cada
conteo depende, por lo tanto, del uiimero gontado.

Si.hay muchas esporas, no fodas en cada canal necesitan
ser contadas pero una correccifén puede ser aplicada en base al
porcentaje del &drea total del disco examinado. En un plato de
10 canales todos del mismo ancho, el mis interior representé
el 1% del Area total y los canales sucesivos 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17 y 19% respectivamente.

Las esporas necegitan algiln tiempo para sedimentar en el plato
y el proceso es miAs ripido si se estd aseuntando una suspensidn

en un segundo plato mientras la primera estda siendo contada.

4,1.3 Método de centrifugacién

El método fue originalmente desarrollado por Jenkins
(1964) para separar nematodos del suelo.

Se mezclan 10 g suelo con 10 ml de agua en un beaker de
250 ml y se agita muy bien. Se vacia la suspensidun en un tamiz

de 500 um que esti colocado sobre otro de 44 um. Se lava el ma-



terial contenido en el tamiz de 500 pm c:a agua corriente por
15 min. Se pasa el contenido del taniz de 44 Ym a un tubo de
centrifugacidén de 50 ml. Se aplica algo de agua para llenar el
tubo, ¥ se centrifuga por 4 min a 1800 rpm. Se deéanta'el ﬁgua
vy se saca el material orginico de la pared interma con un dedo.
Al residuo en el tubo se aplica una solucidn de aziGcar (500 g
azlicar en 1 litro de agua): se disuelve y €ste se centrifuga
por 2 min a 1800 rpm. Se decanta la solucidén en un tamiz de

44 pm; se lavan las esporas con agua y se pasan a papel de

filtro para contarlas.

4.1.,4 MEtodo de adhesidn y flotacidn segiin Sutton y Barron

(1972).

Se pesan 10 g de suelo fresco en una probeta de 50 ml
'y se llena con agud hasta 2 cm antes de la boca. Se agita 1la
suspensidn fuertémente por 10-15 segundos. Se deja sedimentar
el suelo durante 2 min, Se decanta lentamente en un émbudo de
separacidn de manera tal, que todo el material que esti flo-
tando en la superficie del agua pase al embudo. (Se repite el
proceso dos veces). Despu@s del Ultimo decante se deja reposar
la solucidn durante 2-3 minutos en el embudo. En este tiempo
las esporas flotan en la superficie del agua y se adhieren a
la pared del embudo. Se abre la llave del embudo de separacidn
y se deja penetrar 75-100 ml/min a un segundo embudo de separa-

- .
clon.



El segundo embudo se wvacia como el primero. Todo el material
(esporas y material orginico) que ahora esta adherido a pare-
des internas de ambos embudos, se pasa con agua a papel filtro.
El papel filtro se pone en un plato de Petri y se cuentan las
esporas.

»

4.1.5 Método de decantacidn y filtracidn segin Saif (1977)

Se suspenden 50 g de suelo con 200 ml de agua en un
beaker de 500 ml y se agita la suspensiﬁn con un agitador mag-
nético durante 2-4 min. Se deja reposar la suspensidn para que
_sedimenten las particulas‘pesadas per 3=5 min y se filtra el
decante directamente por medic de un papel filtro que este
c;adriculado y cada cuadricula numerada (como en Khan, 1971).
Se aplica nuevamen?e agua al sedimento en el beaker y se repi-
te el proceso. Se obtienen dos cajas de Petri con papel de
filtro que tiene esporas y materi#l orgianico. La mayoria de
las esporzs se encuentran en lps bordes del papel filtro, pues

durante la filtracidn hay una sedimentacidn de particulas pe-

sadas, En el papel filtro se cuentan las esporas.
"4,1.6 MEtodo de pipeteo segln Smith y Skipper (1979).
Se pesa 1 g de suelo en un tubo de ensayo y se anaden

9 ml de agua destilada. Se agita el tubo con la mano y se pi-

petea rapido 1 ml de la suspensidén en lineas paralelas en pa-



pel filtro de 9 cm de diametro colocads en una caja de Petri.
Se cuentan las esporas sobre el papel, hiimedo o seco, usando

un microscopio de diseccidn con aumento de 10 X 6 50 X.

4,1.7 Método utilizado en CIAT-Proyecto Micorriza

Se pesan 10 & 50 g de suelo fresco en un beaker y se a-
fladen 0.5 hasta 1 litro de agua. Durante una hora se agita va-
rias veces la suspensidn. Después de la Gltima agitacidn se;de;
jan sedimentar durante algunos segundos las particulas pesadas
y decanta enseguida a una serie de tamices 750 pm, 105 um y 63
um; un; colocado sobre el otro. Se aplica nuevémente agua al
residuo, se agita y decanta. Este proceso se repite. Después
s;'lava con un chorro fuerte de agua, el tamiz de 750 um para
que las particulas pequefias pasen a los otros tamices. La frac-
c¢idn de 750 um se ‘pasa a un plato de Petri; si tiene todavia
mucho micelio y raices con esporas hay que macerar la fraccidn
en una licuadora por 15-20 segundos y aplicar la suspensidn o~
tra vez a la misma serie de tamices (los m3s finos todavia
tienen las fracciones). Se aplica al tamiz de 750 um otra vez
agua, Las fracciones del tamiz 105 ym (105 um-750 pum) y 63 (63—
105 um) se pasan separvadamente a beakers de 250 ml y se llena
hasta 3/4 partes con agua., Se agita bien la suspensidn, se es-
pera algunos segundos (para que sedimente el suelo) y se decan-
ta al tamiz de 63 um. La agitacidn del residuo en el beaker se
repite una vez. Al final se pasa la fraccidn {ahora limpia del

suelo) a un beaker pequenio y se la filtra (este proceso se ha-



ce con ambas fracciones, 105 WUum ¥y % : um, separadamente). ELl pa-
pel filtro (11 cm de didmetro) tiene una red de 16 cuadrados
{pintados a lapiz).

Se pone el papel filtro en una caja de Petri y se cuentan
las esporas bajo el microscopio de diseccidn. Los papeles fil-
trb'(en cajas de Petri) s% pueden guardar en la nevera varios
dfas. Antes de contar las esporas es recomendable mojér el pa-
pel con poca agua. El niilmero de esporas se calcula por gramos

de suelo seco.

4.2. M&todos cualitativos

El objetivo en &ste caso es la separaci &n de las esporas
del suelo y del material orginico para facilitar el aislamien~
to y la identificacién.

4,2,1 Método de "Columna de Gelatina", segiin Mosse y Jones

(1968)

Las columnas de gelatina se producen en tubos de vidrio
(30 ¢cm de longituvd, 20 mm de difimetro aproximadamente); el tu-
bo estd cerrado por debajo con un tapdn de caucho. Se disuelve
la gelatina en agua destilada en concentraciones de 20%, 15%
y 5% (peso/peso). Se di la solucidn al 20%Z al tubo hasta una
altura de 5 c¢cm y se la enfria a 4°C para que se solidifique.

Este proceso se repite para las soluciones de 15%Z y 5% en el

mismo tubo, una después de la otra. Se aplica a.la.columna de



las tres capas de gelatina solidificada. agua destilada has-
ta una altura de 10 cm en el tubo. Se gua;dan las columnas ver-
ticalmente en la nevera (4°C).

Se tamizan 10 g de suelo y se colecta_el material de’los
tamices {(por ejemplo, 250 vum, 105 um y 44 um). Antes de la apli-
cacidn de las fracciones a las columnas se las coloca vertical-~
mente al bafio Maria para Jue se licue la gelatina (32°C por
30-40 min). Despu€s de la aplicacidn de la fraccidn del tamiz
al tubo, el material va a sedimentarse por gravedad. Después
de 30 min de la sedimentacién se solidifica la columna en la
nevera (4°C). Se decanta el agué. Este agua contiene material
orgéniéo. El tubo con la‘columna de gelatina se introduce en
agua caliente hasta que se pueda sacar la columna del tubo
(één este fin se quita el tapdn de caucho).

La columna de gelatina se corta en secciones:

1. de la seccidn 5% (1-4 cm de la parte superior)
2, de la seccidn 5-15% (4-6 cm de la parte superior)

3., de la seccidn 15-20% (9-11 cm de la parte superior)

4. de la seccidn 20% (los Gltimos 3 cm inferior, 13-15 cm).

S8e colocan las secciones en beakers y se las licua en baifo
Maria. Las scluciones se vacian en el tamiz 44 um separadamen-—
te, Se lavan las esporas con agua tibia (30°C) para purificar-
las de la gelatina. Se pasan las esporas con agua a papel fil-
tro o a una caja de Petri para separarlas. Se aislan las espo-

ras usando agujas cuando estidn en papel filtro o con pipetas



da Pasteur cuando estdn en cajas de Petri.

4.2.2 Método de separacidn por "Flotacidn y Burbujeo" segin

Furlan y Fortin (1975)

Antes de utilizar el equipo, cuyo disefio se ve en gri-
-

fica 5, se tamiza una cierta cantidad del suelo, como se ha

descrito en los métodos anteriores.

Gridfica 5.: EQUIPO DEL LABORATORIO NECESARIO PARA LA SEPARA-

CION DE ESPORAS SEGUN FURLAN Y FORTIN (1975).

-
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£l equipo consta de un tubo grueso (T) de & cm de diimetro
y una longitud de 55 cm. 5 c¢ms antes del fondo, en el tubo
grueso, hay un plato de porcelana (fd) del mismo didmetro del
interior del tubo. El plato estda fijo a la pared del tubo. Los
poros del plato tienen 4.5-5.5 um. Se necesita aire comprimido
(c) y un mandmetro (m) para regular la presidn. Estos elemen-
tos se fijan. Para sacar la solucidn del tubo grueso se nece-
sitan otros accesorios; un tubo largo y delgado de 4 mm § (t),
dos Erlenmeyer de vacio (fs y w). ElI frasco (w) estid conecta-
do a un sistema de vacio producido por agua corriente (v). El
seguﬁdo frasco (fs) sirve para colectar la solucidn del tubo

grueso~a través del delgado (t).

+ Proceso: (referido a la grafica 5.)

Se abre la llave de aire comprimido (¢) y se controla 1la
presidn por medic’de la llave (a) de tal manera que la presidn

2 (0.84 kg/cmz). La llave (s) debe es-

corresponda a 12 1b/pul
tar abierta. Se introduce 1 1t de glicerol {(50% V/V} a3l tubo
grueso (T) y se aumenta la presidn del aire a 15 lb/pul2 (1.05
kg/cmz). Despuds se aplica, con un poco de agua, la fraccidn
tamizada. Si se pega algo del magerial orgdnico a la pared in-
terna del tubo se pugde lavar con glicerol. Se agita la solu-
cién de glicerol durante 1 o 2 min por medio del aire compri-
mido que sale de (c). Se cierra la llave (s) y despu&s la lla-
ve que di acceso al aire. Si aparece espuma en la superficie

de la solucidn, se lavan las particulas pegada al vidrio con

glicerol.



Se¢ deja sedimentar las particulas de suelo en el fondo del tu-
bo, peor 30 minutos,

| Se hace el vacio. El tubo delgado (t} se sumerge un poce
en la solucidn. En la superficie estid flotando el material or-
ganico que wo nos interesa. Despuis de sacar toda la solucidn
se limpia el tubo delgado :introduci&ndolo en glicerol puro
ctuando el vacio todavia esta funcionando. Se tamiza la solucidén
con esporas, ahora colectadas en el frasco (fs) en el tamiz de
menor diidmetro de poros. E1 glicerol se colecta para reutili-
zarlo. Las esporas en el tamiz se lavan con agua corriente y
se las pasa a una soluciénrde Ringer (ver Ap€nidice, Tabla 5)
para guardarlas; o a papel filtro o a cajas de Petri para se-
pararlas. Si el objetivo es la separacidn cuantitativa hay que
lavar el interior del tubo grueso (T) con glicerol y sacar la
suspensidn casi gompletamente. Tambi&n -hay que controlar el

.

sedimento para detectar si tiene esporas.

4,2,3 Método de sedimentacifin con caolin y flotacidén en solu-

cidn de azilicar segiin Tommerup y Kidbey (1979),.

Se agitan en un beaker 50 g de suelo con 150 ml de agua.
Se decanta enseguida a una serie de tamices: 2 mm, 250 um, 100
um, Se Tepite la agitacidn y la decantacidn 15-20 veces. Se la-
va la fraccidn del tamiz superiocr (2 mm) con un chorro fuerte
de agua. La fraccidn del tamiz 100 um se pasa con agua a un tu-
bo de centrifugacion {50 ml, 3 mm grosor de la pared, Pyrex-tu-

bo);: se agita y mezcla la suspensidn en el tubo con 2 g de cao-
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lin molide (polvo, particulas 130 pm) y se centrifuga (72 m/sg
durante 5 min). El caolin compacta las particulas del suelo y
las esporas, y se puede decantar el agua. El s edimento se re-

vuelve con una solucidn de azdcar (50%Z P/V en agua). Se centri-

fuga (72 m/sg durante 45 segundos). El decante se filtra, por

vacio, en un papel filtro Whatman GF/A filtro de fibra de vi-

drio. De aqui se aislan las esporas con agujas.
4.2.4 MéEtodo utilizado en CIAT-Proecto Micorriza

El m&todo estd basado en el trabajo de Ohnms (i95?);
aqui s& presentan modificaciones y ampliaciones.

Se disuelven entre 50 y 500 g de suelo (dependiendo de la
cantidad diéponible) en 0.5 hasta 1 litro de agua y se agita
varias veces, durante una hora. Despu&s de 30 segundos derla
filtima agitacidén se decanta a una serie de tamices de 1 mm,

250 pm, 45 um. La agitacidn y la decantacidn se repiten dos
veces. Se agita el contenido en el tamfz (1 mm)_con un chorro
fuerte de agua corriente; usando poca agua (20-25 ml) se pasan,
separadamente, las fracciones de los tamices 250 pim y 45 um

a tubos de centrigugacidn (100 ml volimen) .

Se agita la suspensidn en el tubo y se inyecta con una je-
ringa, al fondo del tubo, 20-25 ml de una solucidn de azlcar
(1 libra de azticar + 1 litro de agua destilada). Enseguida se
centrifuga a 3500 rpm durante 3-4 minutos. Debido a la centri-
fugacidn, hay una sedimentacidn de las particulas pesadas en

el fondo del tubo. Las esporas se encuentran formando una ca-



pa en la superficie de la solucidn de azGecar. ELl material orga-
nico se queda en la superficie del agua, como muestra la gra-

fica 4,

Grafica 6.,: FORMA EN QUE APARECEN LAS DISTINTAS FRACCIONES

DESPUES DE LA CENTRIFUGACION EN EL TUBO DE CENTRI-
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Se saca la capa de esporas, usando una jeringa que tiene
adapatada una manguera (5 mm dizmecro interno).a la parte don-
de se coloca la aguja. Las esporas se esparcen sobre un tamiz
fino (44 um).- Se lavan las esporas en el tamiz durante cinco
minutos con agua corriente., Se pasan las esporas con agﬁa a
una_caja de Petri, dg donde se aislan. Para el aislamiento de
esporas, se recomienda ut;lizar pipetas de Pasteur. La boca
de la pipeta se estrecha al fuego.

La materia orginica (ver Grdfica 6) se decanta también a

un tamiz, se lava con agua y se observa, para buscar esporas.
Procesos especiales:

a.) 81 hay una mezcla de varios tamafios de esporas se puede

. separar las grandes de las pequenas por la gravedad de
las mismas. Se coloca las esporas con 20 ml de agua en
un tubo de centrifugaciﬁn y se inyecta al fondo 20 ml de
una solucidn al 20% de azficar (20 g azlicar disuelta en
80 ml de agua), despu@s se inyectan 20 ml de una solucidn
‘al 40% de azficar (40 g azicar disﬁelta en 60 ml de agua).
Se céntrifuga como se explicd anteriormente y se saca,
con la jeringa, las capas de esporas de las superficies
de las soluciones al 20% y 40%Z de azticar, separadamente.
En la superficie de la solucidn al 20% de azlcar se acu-
mulan las esporas livianas, en la de 407% de azlicar las
esporas pesadas. El resto del procediﬁiento se hace como
se describid anteriormente.

NOTA: Se trabaja rapido para evitar danos de las esporas



b.)

por la presidn osmdtica del “azicar.

En el material org3nico, muchas veces, se encuentra muche
micelio del hongo y raicillas, a los cuales pueden estar
conectadas las esporas. Si es asi, se pueden separar éstas
del resto del material adicionando agua y formando una sus-
pensidn que se licua durante 15 a 20 segundos. E1 mismo
efecto se consigue por agitacidn de la suspensidn con peda=-
zos finos de vidrio, colocados en un frasco tapado. La

centrifugacidn se hace igual que en los casos anteriores.

Para aislar esporas muy pequeiflas cuyo didmetro es menor

de. 44 ym, se utiliza en vez de tamices papel filtro, colo-

"cado en embudos de filtracidn.

Discusién de los mé&todos

*

El objetivo de la separacidn de esporas, para contarlas

0 aislarlas, es obtener:

- una muestra que contenga la midxima cantidad de esporas
del suelo (extraccién de 98-100%).

-~ una muestra libre de suelo y material orginico para fa-
cilitar el conteo e identificacidn de las esporas.

~ una comparacidn de los métodos se muestran en las tablas
6 y 7. E1 equipo a veces es importante para decidir qué
método se va a utilizar, pero de todos modos es recomen-
dable adquirir varios tamices (los mids importantes son

los finos: 44 um y/o 63 um).



5. TECNICAS PARA LA PRODUCCION DE CULTIVOS PUROS DE HONGOS

MICORRIZZICENDOS

La producecidn de cultivos puros consta de dos etapas igual-
mente importantes y complementarias, la primera se refiere al
conocimiento de 1a.taxonomia y catalogacidn de estas especies
de hongos y la segunda comprende el aspecto priactico de_la pro-
duccidn basado, éste, en el uso de métodos que permitan la mul=-

tiplicacidén de cepas evitando la contaminacidn por patdgenos.

5.1 Taxonomia

En la familia Endogonaceae, solamente los géneros Glomus,
Sqierocystis, Acaulospora, Entrophospora ¥ Gigaspora forman
micorriza VA,

Basados en la morfologia de la formacién.dé esporas, exis-
ten dos prupos: a)'los géneros que producen clamidosporas, al
cual pertenecen Glomus y Sclerocystis (ver Grafica 7), y b)
los gliaeros que producen azigosporas que comprende el resto de

los mencionados aqui (Grafica 8).

a) Los géneros Glomus y Sclerocystis formam esporocarpios en
el suelo, siendo mas frecuente en Glomus la presencia de
esporas simples en el suele. Del género Glomus hay espe-—

cies que forman esporas en la epidermis de las raices.



grafica 7.:
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cacidn de una espora a nivel de gé&nero y mucho menos a

nivel de especies.

La identificacidn de las distintas especies en cada géne-

ro se hace en base a las siguientes caracteristicas mor-

foldgicas de las esporas:

-Tamafio;
-Color;

rosa,

didmetro,

puede ser:

hialino,

u otras tonalidades.

amarillo,

medido con micrdmetro.

rojo, negro, miel,



~Forma; puede ser: redondn, esférica, ovalada, irregular,
elipsoide, subglobosa,., u otras.
~Estructura citoplasmitica; puede ser: vacuolado o reti-
culado
~Estructura superficial; puede ser: liéa, 5§§era, ormamen-
tada, ondulada etc.
-Niimero de paredes y érosor de las mismas, medido con mi-
crémetro
~Formacidén de la hifa terminal dilatada en el suelo (ver
Grifica 7 y 8)
—Tipo de hifa de soporte (ver Grifica 7 y.8)
A, | .
Descripciones de esporas y claves para separar las especies
se encuentran en: Gerdemann y Trappe, 1974; Tandy, 1975;-Hg11
y Fish, 1929; Hall, 1977 Niﬁolson y Schenk, 1979; _Schenck y

Smith, 1982; Trappe, 1982,

Es importante anotar que'en el suelo natural ﬁo solo hay éspo—
ras de micorriza VA{ tambi&n se separan otros microorganismoé,
tales como esporas de hongos patdgenos, huevos de insectos, ne-
mitodos, etc., los cuales pueden tener el mismo tamafio de las
esporas de micorriza VA. Si no se conocen las formas de patd-
genos y demids, la Gnica posibilidad para ase gurarse es la ino-
culacidn de plantas hospederas con estos organismos. Si estos
organismos producen férmas vesiculares o arbiisculares en las
raices del hospedero las esporas separadas son de un hongo

que forma micorriza VA,



5.9 C(Catdlogo de cepas aisladas.

El registro de una cepa dentro del catdlogo, consta de dos
etapas: La primera consiste en llenar -en forma provisional- un
formato (ver Apéndice, Tabla 8} con una descripciﬁn preliminar
de las esporas aisladas, Una vez que se ha comprobado {(ver pa-
rrdfo 5.3) que dichas espo;as pertenecen a algunos de los géne-
ros anteriormente mencionados (parrdfo 5.1), se pasa la segunda
etapa que consiste en completar la informacidn de 1a hoja de
registro. Es aconsejable tomar de cada cepa aislada fotografias
‘microscBpicas.

AJ;més, de la desaripcian se hace un montaje de esporas en
lédminas en lactofenol., Se sellan los bo;des del cubreobjeto con
unh'substancia que no se disuelva al contacto con el lactofenol.

Herrera y Ferrer (1980) recomiendan montar las esporas en
un medio modificadd de Farrant (40 g goma ardabiga, 40 ml de a-
gua, 20 ml glicerol y algunos cristales de fenol). Ellos no en-
contraron cambio en el tamafic ni el grosor de las paredes, pero
si encontraron cambios en la estructura citoplasmitica de las
esporas y en el color despuds de 5 afios de almacenamiento.

Cristopher Walker, Forest Pathology Laboratory, Depts. Fo-
restry and Botany & Plant Patholog, lowa State University, A-
mus, fowa 50011, U.S$.A., propuso distintas formas para preser-
var esporas.

1) en frascos pequefos con lactofenol,

2i en frascos pequefios con formel al 57;

3) en laminas montadas ea PVL (Polyvinyl alcohol lactofenocl)
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Se aplica a esporas, aisladas, sobre la l3amina, algunas go-
tas de PVL. y se tapan con un cubreobjetos. E1l PVL se solidifica
y conserva las esporas por tiempo indefinide. (Para 1la prepara-

cidn de PVL, ver Ap&ndice, Tabla 9).
5.3 Métodos de inoculacidn de hospederos con esporas aisladas
Para la descripcifn de especies de los hongos o la prueba

de 1a efectividad de ellas se debe multiplicar las esporas ais-

ladas; con el fin de obtemer cultivos puros con grandes canti-

"dades de una sola cepa. Adem2s, la inoculacidn de plantas hos-

pederas es la {inica forma para asegurarse que se aisld esporas
de hongos que producen micorriza VA,
Aqui solamente se tratan dos m&todos, los cuales son pricticos

y faciles.
5.3.1 Método en embudo, segin Gerdemann (19535).

Se hace un embudo de papel de aluminio. Sé tapa la parte
terminal del embudo con algoddn. Se llena el cuello del embudo
con arena de cuarzo y se esparcen sobre la arena entre 20 y'SO
esporas aisladas del mismo tipo. Se llena el embudo con arena
de cuarzo y se siembran semillas (esterilizadas superficialmen-
te), del hospedero. Como plantas hospederas se recomiendan las
legunimosas. Se aplica agua destilada a los embudos hasta que
germine la semilla. Después de la germinacidn se pone el embudo

en un frasco de Erlenmever (se pueden usar otros frascos con bo-



ca estrecha) gue tenga agua (ver CGriafica 9). Asi la arena siem-

pre esti himeda debido a la evaporacion.

Grafica 9.: PASOS DE LA INOCULACION DE PLANTAS HOSPEDERAS CON

ESPORAS AISLADAS (segin GERDEMANN, 1955).
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Después de 14 dias se reemplaza, por un dia, el agua en e.
frasco de Erlenmeyer por solucidn de Hoagland (lN) © come alter-
nativa, por una solucidn nutritiva de Knopp. No se debe dejar
el embudo en 1la solucién nutritiva por mds de un dia ya que
puede haber acumulacidn de sales en la superficie de la arena
lo cual puede ocasionar mal crecimiento de las plantas.

Después de un mes de erecimiento, hay gque revisar si las
raices se infectaron (tomando una muestra de raices del embudo).
En caso que haya infeccidn sertrasplantan las plantas, cuidado-
samente, de los embudos a potes de 1 o 2 litros de capacidad
que cantengan suelo esterilizado. E1 suelo debe teuer; aproxi-
-madamente, las mismas condiciones quimicas del sitio de donde
salid originalmente la cepa del hongo. Las condiciones fisi-
cas- del suelo se mejoran si se prepara una mezcla de €ste con’
arena para obtener una buena aireacidn. Los elementos nutriti-
vos se aplican de §cuerdo con los contenidos originales del sue-
lo, pero el f&sforo se aplica Ginicamente en pequeiias cantidades

(25 kg P/Ha) si hay menos de 10 ppm P en el suelo.
5.3.2 Método utilizado en el CIAT-Proyecto Micorriza

Se utiliza para la multiplicacidn de cepas aisladas va-
sos de icopor, que contengan 200 g de suelo, y cuyas condicio~
nes quimicas correspondan, aproximadamente, con las del sitio
de donde salid originalmente la cepa. E1 suelo se mezcla con a-
rena para mejorar la aireacifn y se esteriliza en autoclave.

Se hace un hueco en la superficie del suelo, de una profun-



didad de 2 hasta 3 cm, e&n £} ¢cual se aplican de 25 s 50 espo-

ras. Se cierra el hugco y se sSiembra semilla de Pueraria pha- -
sepoloides, esterilizada superfléialmente. Se aplica en solucidn
el equivalente a 12.5 kg P/ha, 50 kg K, 25 kg Mg. La solucién
nutritiva tiene ademds Rhizobium (CIAT 2434). Despu@s de seis se-
manas de crecimiento, se trasplanta todo el contenido del vasi-
to a potes de 3 kg de capazidad con el mismo tipo de suelo uti-
lizado en los vasitos. Contra icares se aplican 0.5 g de Temix
a estos potes. Si se encuentra alguna formacidn de hongo en las
hojas del hospedero, se fumiga con 500 ppm Captan (1 g Orthoci~
"de~ 50 por 1 litro de agua).

a.w

5.4 Método de esterilizacidn superficial de esporas

Es recomendable esterilizar las esporas aisladas superfi-
cialmenfe desde la-primera fase de la multiplicacidn para evi-~
tar la contaminacidn del suelo y del hospedero por patdgenos
que podrfan estar asociados a las esporas. Generalmente la este-
rilizacidn superficial es similar a la realizada en semillas.

Es importante anotar que se trabaja en condiciones de no
contaminacidn y que todos los instrumentos deben estar esteri-
lizados para tal efecto.

Para la esterilizaci®n superficial de esporas, se coaocen
dos reactivos:

-Chloramine~T e Hipoclorito de sodio.

En la Tabla 10 del Apéndice se encuentra una descripcidn de las

concentraciones utilizadas para estos reactivos, tiempe de expo-



sicidn de las esporas a los mism»s y los medios utilizados por
los diferentes autores para verificar la esterilidad de las es-
poras. Las siguientes, son las t@cnicas utilizadas para el pro-—

ceso de la esterilizacidn superficial:

- Mosse (1961) colocd el eéterilizante en vidrios de reloj-
Aplicd las esporas al esterilizante y las sacd con una
.
pipeta fina, esterilizada, para transferirlas a agua es-
terilizada en otros vidrios de relej. El lavado se repi-
tid '3 veces,

- Mosse y Phillips (1971) desarrcllaron un aparato simple

para la esterilizacidn superficial de esporas (ver Grafi-

ca 10).

Géﬁfica 10.: SISTEMA DE ESTERILIZACION SUPERFICIAL USADQ POR

MOSSE Y PHILLIPS.
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Las esporas estin colocadas en un pequedo tubo de vidrio
{A) cerrado en sus extremos por gaza de nylon asegurada
en su sitio por un anillo de caucho y conectada a un re-
servorio {(B) que contiene esterilizante o agua por un
tubo flexible (T). Las esporas fueron esterilizadas y la-
vadas en este envase€ subiendo y bajando el reservorio

varias veces.

Mcllveen y Cole (1979) colocaron las esporas em un cua-~

. drado (4 x 4 cm) de tela de almidén y la doblaron antes

de meterla en la soluci@n con esterilizante. Después la-

.

varon la bolsita en agua asterxilizada.

Koske (1981) colocd 40-100 esporas en un papel filtro
(3 ¢cm didmetro) mojado v lo dobld como un paguete. Este
paquete estaba a su vez colocado eatre dos papeles de
filtro (7.5‘cm diimetro) en un embudo de Buchner. Llend
el embudo duranté 2 min con-el esterilizante y aplicd
después varias veces agua destilada y esterilizada, ex-

trayendo el esterilizante y el agua estéril del embudo

por medio de vacio.

MacDonald (1981) ha transferido las esporas con una pi-
peta fina a papel filtro de 4.5 cm didmetro (Whatman No.
1) vy las ha tapado con otro papel filtro del mismo tama-
fic (sandwich). El "sandwich" se colocs en un sostén para
papel filtro (tipo Millipore Swinnex 47). (Los papeles

y el sostén se esterilizaron en autoclave an tes de apli-

carle las esporas). Se inyectd el esterilizante con una



jeringa por un filtro de membranas (0.22 pm abertura de
poro) al sostén del filtro hasta que sali”o liquido. Se
utilizaron 20 ml de esterilizante para 200 esporas. Se
lavd el esterilizante del papel filtro inyectando 200

ml de agua destilada al "sandwich".

6. TECNICAS DE GERMINACION DE ESPORAS SIN LA PRESENCIA DE HOS-

PEDEROS,

En el capitulo anterior se describid la interaccidn Hongo-
Planta-Suelo ava la producecidn de la infeccidn; excluyendo la
s P y
planta de esta interaccidn, las esporas son capaces de germinar,

pero no de multiplicarse.



La idea de hacer pruebas de germinacidn de esporas en caldos

de cultive o en suelo sin plantas, estid basada en la hipétesis

que un alto porcentaje de germinacidn indicaria una alta proba-
bilidad de una especie dada del hongo, de infectar a un hospe-

dero. Basados en esta hipGtesis los objetivos son los siguien-

tes:

- Estudiar, bajo condiciones controlad;s -de laboratorio-, el
grado de adaptaciah, de una determinada especie, del hongo
a factores quimicos y fisicos del suelo, tales como pH, ni-
velige nutrientes y pesticidas, temperatura, humédad, etc.,

Asi como tambié&n, la variacidn de estos factores.

.= Determinar la viabilidad de esporas, bien sea almacenadas

(ver capitulo siguiente) o en fresco, medida é&sta, como por-

centaje de germinacidn.

Hay dos clases de técnicas a saber:
- Las que utilizan caldos de cultive, vy,

- Las que utilizan suelo como medio de germinacidn.
6.1 Uso de caldos de cultive

Los reactivos y procedimientos para la preparacidn de di-
ferentes medios se encuentran bien documentados en la literatu-
ra ciéntifica (Mosse, 1961, 1962; Mosse y Phillips. 1971; Mosse

y Hepper, 1975; Hepper y Mosse 1975; Kepper y Smith, 1976; Hep-



per, 1981; Daniels y Graham, 1976; Green et al, 1976; Allen
et al, 1979, 1980; McIlveen y Cole, 1979; Koske, 1981; Mac-~-
Donald, 1981; St.John et al, 1981).

Loé autores, cclocaron esporas esterilizadas superficial-
mente en un medio (agar con nutrientes especificos) y observa-
ron, despu@s de cierto tiempo de incubacidn, la germinacidn de
las esporas bajo el microscopio de diseccidn. Los diferentes
medios son utilizados md&s que nada, para estudiar los factores
_quimicos que afectan . el proceso, O para la prueba de viabilidad
de esporas.

=

6.2 Germinacidn de esporas en suelo.

Tienen dos variantes, que son:
A. Las esporas est3n en contacto directo con suelo

B. Las esporas se coloca en papel filtro

A.- Esta variante consiste en mezclar uma pequenia cantidad de
suelo y esporas, que se colocan en una caja de Petri y
despu@s de incubarlas por un periodo de tiempo, se tamiza
la muestra de suelo ¥y se hace un recuento de las esporas
germinadas.

Este método especialmente sirve para estudiar factores

fisicos, como humedad del suelo, estructura etc,

B.- Esta té&cnica consiste en colocar las esporas alsladas en

un papel filtro micropor (Celman GA-8, 25 mm $), doblar



el papel filtro e introducirlo doblado, en una abertura
estrecha hecha en suelo esterilizado colocado en una ban-
deja; el suelo debe mantenerse semi-himedo; despugs de 1

a 3 semanas de incubacidn, se saca el papel filtro y se
fija, desdoblado a un cartdén. Se colorean las esporas y el
micelio de las esporas germinadas con azul de tripano en
lactofencl o con cualquier coloreante. Y bajo un microsco-

pio de diseccidn se observan las esporas germinadas.

METODOS PARA ALMACENAJE DE HONGOS MICORRIZOGENOS

-

El almacenamiento de estos hongos es utilizado para la

conservacidon de:

?‘1

- cepas puras, a largo o corto plazo, e
- inBculo cuyo uso, en el campo, no es inme-

diato.

Almacenamiento de cepas puras.

- La conservacidn de cepas puras en forma activa, es decir,

que se estd3n multiplicando, exige una inversidn grande en es-

pacio, tiempo ¥y mano de obram en un invernadero. Estos incove-

nientes se solucionan almacenando el hongo de diferentes for-

mas, ya que asi se puede disponer de la cepa o del indculo ca-

da vez gue sea necesario. Las formas son:

- Mezcla de suelo-raiz-hongo

L



- Rafices infectadas

- Esporas separadas
7.1.1 Mezcla de suelo~raices-houngo.

Se utiliza para el., almacenamiento el contenido de potes
en que crece un hospedero comn un cultivo purco del hongo.
El proceso es el siguiente:

Se corta la planta y se homogeniza.el material semi-hi-
medo; del pote (suelo con raices) pasindolo por un tamiz {(aber-
tura de malla: 1 cm). Una buena homogenizacidn se consigue tri-
turando el suelo compacto con raices en el-tamiz. Se seca el
material al sol hasta que tenga un porcentaje de hiimedad me-
nor del 5%; se guarda en bolsas plasticas o frascos de plasti-
co tapados. Se qude guardar en esta forma é temperatura ambien-
te (20°C) & refrigerado (4°C), Se sabe que en esta forma el
hongo conserva la viabilidad durante 1 a 3 afios. Pruebas de
viabilidad del hongo se realizan después de cierto tiempo de
almacenamiento, inoculando plantas hospederas con el material
guardado, El material también, se puede guardar semi-himedo a
temperatura de 4°C. Se sabe que esporas extrafidas de suelo hi-
medo natural doude no hubo hospederos, sobrevivieron por tres
afio (Rives et al, 1980) § mds de 10 atios (Dr. Gerdemann, Cali-
fornia-Riverside colectd suelo 5 metros bajo su casa que tenia
mds de 10 afios y separd del suelo esporas vivas). (Comunica-

¢idn personal del Dr., Schenck).



7.1.2 Raices infectad:. s.

Varios ensayos han demostrado que la infeccidn de plan-
tas es mds rapida si se utilizan raices infectadas en vez de

esporas {(Powell, 1976; CIAT, 1982).

Howeler y Sieverdingi(1982) demostraron que raices infec-
tadas, lavadas y guardadas por tres semanas en la nevera (10°
€) no pierden la infectabilidad. Se sabe que el enfriamiento
en agua de raices infectadas no tiene influencia sobre la capa-
cidad de estas rafces para producir infeccidn en raices de hos~
pederos. El bloque de hielo con raices se puede conservar en
el congelador varias semanas, o0 méses. Una vez descongeladas
hay que utilizar enseguida las raices para la inoculacidn.

Jackson et al (1972) obtuvierom buenos resultados con rai-
ces infectadas y secadas por frio (freeze drying). Lavaron las

rafces, infectadas por Glomus mosseae, las secaron en frio,

las molieron grueso, guardaron las raices molidas a -20°C de
temperatvra. La prueba de viabilidad la hicieron con soya, en
arena lavada y esterilizada, Sembraron semilla esterilizada
superficialmente, la regaron con una solucidn, de raices moli-
das y agua en proporcidn de 1:100, y taparon la semilla de so-
ya con 2 cm de arena. Crush y Pattison (1975) repitieron el
método de secamiento en frio com varias especies del hongo.
Ellos recomiendan la técnica @Gnicamente, para especies que es-
tdn produciendo muchas vesiculas dentro de las raices. Afirman

que, las vesiculas como organismos de reserva podrian resistir



el secamiento en frio. Con esta *écnica se puede conservar el

hongo por tiempo indefinido.

7.1.3 Esporas separadas.

Las esporas separadas se pueden guardar, en papel
filtro mojado {(colocado en caja de Petri), en 1la
nevera a una temperatura de 4°C durante un periodo
de tiempo variable; varias semanas (Mosse, 1961) o
m3ximo 4 meses fSward et al, 1978) , sin que pier-

dan su viabilidad {(ver Tabla 11 en Ap@ndice).

También es posible conservar esporas en agua guér~
dandolas en frascos pequefios por 6 meses, aproxima-
damente (Sward et al, 1978; ver Tabla 1l en Apéndi-~

cel).

Fl

Otra forma de conservacidn es en solucidn de Ringer.
(Para su ﬁreparacian ver Tabla 5, Apé&ndice), que
contenga 250 ppm de estreptomicina (0.25 g 8 0.5 ml/

1t). La conservacidén es por tiempo indefinide.

Tommerup y Kidby (1979) describieron un método para
conservar esporas en ampollas después de un secamien-
to llanado "L-drying", que consiste en hacer el seca-
miento directamente del estado liquido, sin enfriar
1a muestra (temp.: 22°C). Como secante se utiliza

pentdxido de fdsforo en vacio. (La miquina para se-



car e#ti *azscrita en Lapage et al, 1970). Témmerup
y Kidby encontrarcen una alta viabilidad de las es-
poras del hongo almacenadas por este mé&todo. Tam-

bié&n después de una simulacidn del almacenamieﬁto

por largo tiempo (calentando las ampollas 40 min

a 80°C) encontfaron alta viabilidad. E1 proceso

del secamiento es demostrado en Grafica 11.

Grafica 11.: PROCESO DEL SECAMIENTO DE ESPORAS ("L-DRYING")

SEGUN TOMMERUP Y KIDBY (1979).
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7.2 Almacenamiento de inoculantes para empleo en el campo.

Hasta el momento no se sabe mucho sobre la materia. Se
recomienda, por ahora, utilizar en el campo um indcule fresco-
Como indculo se entiende raices infectadas (que no se pueden
guardar por largo tiempo) o material (suelo semi-hiimedo homoge-
nizado), en que crecian hospederos con una cepa pura del hongo.
El secamiento del indculo (material suelo infectédo) al sol
puede disminuir la infectabilidad del mismo.

$i el indculo (suelo infectado, semi-h@medo) no es para
uso inmediato, se recomienda almacenarlo protegi&ndolo del
agua, S0l y excesivo caior, evitando ademds, que los insectos
depositen sus huevos en &l.
8. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL MICELTO. EXTERIOR DE LA

RALZ .

La medida del micelio exterior de la raiz da una determina-
¢idn de la actividad de 1a micorriza, como se anotd en el punto
3.5 a.

"Tedricamente, existen dos posibilidades para determinar el
micelio exterior. La primera, determinando la relacidn peso mi-
celio en base al peso o vollmen del suelo, v la segunda, midien-
do la longitud de hifas en base al pesoc o volimen del suelo.

Las técnicas para determinar el peso del micelio no estian
bien definidas y solo se han realizado trabajos especiales. A

pesar de que se ha utilizado un método para medir la longitud



de las hifas exteriores en otros tipos de hongos del suelo,

hasta ahora unadie ha desarrollado uno para aplicarlo a micorri-

zas VA. En ambos casos ¢l método sirve solo si se trabaja con

cultivos puros, porque hay poca posibilidad de separar las hi-

fas de micorriza de las de otros hongos.

8.1 Determinacidn del micelio exterior por peso.

Consiste en separar el micelio del suelo y del material

‘orgénico, secarlo y pesarlo. Se calcula el peso del micelio

en base al peso & voliimen del suelo, de que se extrajd el mi-

celio.

Métodos para la separacidn:

a:)

Las raices de plantas con sistema radicular poco desarro-
llado y asociado a suelos arenosos se'pueden separar del
suelo y restqs de materia 6rg£nica, sumergiendo un cierto
volOmen del suelo en un balde con agua, moviendo las rai-
ces lentamente hasta que salgan todas-las particulas ad-
heridas. El1 micelio que flota en el agua del balde se pa-
sa por un tamiz muy fino (44 um). Se agita varias veces

el suelo ciudadosamente en agua y se decanta al tamiz. Es-
te proceso se repite varias veces. La fraccidn en el tamiz
se pasa a una caja de Petrli y se sacan con pinzas los res-
tos del material orgdnico, observando directamente al mi-
croscopio de diseccidn.

Se filtra el contenido de la caja de Petri y se séca en

horno, para determinar posteriormente el peso del micelio.



b.)

c.)

El micelio conectado con ias ralces se separa con los de-
dos, frotando las raices varias veces. El micelio se seca
y se pesa. Fara calcular el peso total se suma el peso co-
lectado del suelo y el peso del micelio adherido a las raf-
ces. Este mé&todo fué utilizado por Sanders et al (1977).

Nicolson y Johnston (i979) trataron de separar el micelio
de raices creciendo en suelo arenoso (dunas).

Ellos separaron el micelio de 0.5 litros de suelo por el

proceso descrito en el punto 4.1.1. Todas las fracciones

de los diferentes tamices se vertieron en agua y se saca-

‘ron el material orxglnico, raices, etc. Posteriormente,

filtraron €l micelio ¥ lo secaron en el horno para calcu-

lar el peso del micelio en base a un litro de suelo.

Un método para separar el micelio de micorriza ectotréfica
es descrito por Skinner y Bowen (1974).
Ellos tomaron muestras de suelo con un cilindro abierto

en ambos extremos (2.4 cm de diZmetro y 4 cm de altura).

PROCEDIMIENTO:

Se coloca el cilindro, con la muestra de suelo en el inte-

rior,en un embudo de Buchner (3.5 cm difdmetro) al cual, se le

ha colocado previamente un papel filtro.

El espacio entre la pared interior del embudo y la exterior del

cilindro se rellena con plastilina para evitar el paso de aire



cuanrdo se aplique el vacio.

Al cilindro que contiene la muestra de suelo, se le coloca
en su parte superior, un cilfndro adicional-abierto por sus ex-
tremos .. hecho de un material flexible {cartdn o caucho) ajusta~
do al primero por una abrazadera. Este cilindro adicional con~
tendri gelatina liquida, al 20%Z P/V. Todo este montaje se pone
al horno a calentarlo hasta que alcance una temperatura de 45°
c.

' Después se enciende el vacio durante 5~15 minutos, para
que, por la succidn generada por la bomba de vacio, el suelo
se vaya impregnando lentamente con la gelatina. Se detiene el
proceso. cuando el filtro colocado en el embudo de Buchner con-~
tenga gelatina en abundancia.

. El montaje (embudo-cilindro), se coloca en la nevera a 2°C
para que la gelatina solidifique.

Una vez sclidificada la muestra, se saca del cilindro ¥y se
corta en capas finas (0.5-4mm) con un micrdtomo.

Se colocan las capas por separado en tubos (2.5 cm ¢ y 10 cm
de altura) dé polivinile, los cuales tienen un extremo cerrado
con tela doblada, de terileno {un tipo de pli&stico), asegurada
por un anillo de caucho. La tela tiene poros de 160 um de diz-
metro.

La capa de la muestra de suelo se coloca horizontalmente
sobre la tela dentro del tubo. Se disuelve la gelatina colocan-~
do los tubos verticalmeute en un autoclave por 10 min (los tu-
bos se a;omodan en una caja con suficiente agua para inundar

las muestras).



Después de enfriar la muestra se drena el exceso de agua y se
vierte cuidadosamente el contenido del tubo a cajas de Petri
pequenas. Al repetir el lavado, en la caja, el micelio queda
flotando y se decanta a otra caja de Petrl. Finalmente, se se-
para el micelio del suelo ydel material orginico bajo un micros-
coplio de diseccidn, por manipulacibn con una pinza delgada. Agi-
tar el micelio con ultrasonido durante 3 a 5 min {(con 20 kc/sg).
puede facilitaf la separacidn de este del material orginico;

el micelio se filtra, se seca y s3e pesa en una balanza de alta

precisidn. Los cdlculos se hacen por voliimen de suelo.
8.2 Meadicién de la longitud del micelio exterior.

- a., Método indirecto péra determinar hasta que distancia
crecen las hifas fuera de la raiz.
Rhodes y Gerdemann (1975) utilizaron cajas de plastico
divididas por un pedazo dé plidstico como muestra la
Grifica 12.
llenaron la caja con suelo e inocularon en la parte iz-—
quierda con esporas y trasplantaron en este sitio cebo-
1la pregerminada.
Las raices de cebolla {(que no tienen pelo radiculares)
siguen creciendo al lado de la barrera y no entran por
el hueco B (se controla periodicamente). Unicamente las
hifas exteriores de micorriza crecen a través del hueco
en la caja interior. Por inyeccidn en ciertas posicio-

nes (E) de fdsforo radiactivo 32P se puede determinar



hasta que distancia crecleron las hifas. Las hifas
absorben el 32P y lo transportan a la planta en cuyas

hojas se detecta la radioactividad.

Grafica 12.: DISERO DE UNA CAMARA DE SUELO (SEGUN RHODES Y

GERDEMANN) .

B
' N A1 10 em
° Ji 1.5 cm
. —_———10 cme

A = Barrera de raices

B = Puente de suelo

C = Abertura en la parte superior de la camara

D = Abertura de drenaje

E = Abertura para la inyeccidn de trazadores (Fosforo radio~

activo).



Métodos directo:

Skinner y Bowen (1974) separaron el micelio exterior
como fué descrito en el parrafo 8.l.c. Trataron de me-
dir la longitud del micelio utilizando el m@todo de
Newman (1966) descrito en el piarrafo 3,1.3.2.-2). Este
método no es recomendado por los autores debido a que
el micelio aparece muy. entrelazado, hasta el punto que

no se pueden distinguir las hifas aisladamente.

Método directo descrito de Sundman y Sivela (1978)

Preparacidn:

Se homogeniza 10 g de suelo fresco enm 100 wml de agua
destilada (siempre se utiliza agua filtrada porx uné
membrana ¢on poros de 1.2 um) en una homogenizadora
{MSE Atomix) con velocidad media durante 10 segundos.
En la mayoria de los casos se obtienen hifas de 41-50
um,

Se diluye el hemogenizado enm 1 litro de agua (dilucidn:
1072) y del litro se sacan 10 ml suspensidn a la que

se aplican 90 ml de agua (dilucidn: 1073

).

En un embudo para filtros de membranas se pone un fil-
tro de Gelman, tipo GA (16 mm de diametro, con poros de
1.2 um) y se aplican 5 ml de agua. De la dilucidn 1073

se pipetea 1 ml al embudo de membranas con los 5 ml de

agua. Se aplican 3 gotas de solucidn de azul de metile-



ﬁo de Loeffler fresca. S5¢ llena el embudo con agua has-
ta que tenga 15 ml. Después de 30 segundos de colora-
cidén se drema la solucidn por el filtro con vacilo. Se
lavan las paredes interiocres del embudo y del filtro,
ligeramente. Se deja secar 1z membrana., Este filtrado
se puede guardar por meses sin problemas,

k)

Determinacidn:

Las membranas secas se montan en lZminas con gotas de
aceite de inmersidn (la membrana debe verse transparen-
te). Se tapa con cubreocbjeto. Para la cobservacidn se
necesita un microscopio de luz directa con 500 x de au-~
mento que teng# espejo de dibujo o cdmara licida (como
referencia siempre hay que anotar la marca del micros-
copio}. Se trazan, en papel, cuadros de 9 X 9 cm, los
cuales se reflejan en el campo del objetivo del micros-
copio pof medio del espejo. De tal manera se fijan a

la membrana con la muestra cduadrados de tamafioc determi-
nable (por ejemplo, con Leitz-Orthoplan a un aumento

de 500 x, con una distancia entre la mesa del microsco-
pio y el papel de 22 cm, se obtienen cuadrados de 300 =x
300 pm en la membrana; de todos modos hay que determinar
las medidas). Para el efecto hay que tener en cuenta
los datos de dilucidn de2l suelo, el tamafio del filtro
membrana, el aumenfo del dibujo, y el tamafio y nimero
de campos observados al microscopio.

Se dibujan todos los segmentos de las hifas de varios

sitios de la membrana, escogidos al azar, sobre un cua-



drado en el papel y se anotan los nimeros correspondi-
entes a l1los campos observados en la membrana, o hasta
que se obtengan de 50-100 cm de loungitud em las lineas
trazadas sobre el cuadrado de 9 x 9 ¢m (se mide dicha
longitud con un planemetro). Asi es pasible calcular
la longitud de las hifas por gramo de suelo.

Segin experienciaxpropia la dilucidn 10”3 es muy alta.
Es preferible utilizar para la medicidn diluciones de

_2 - - - -
10 o aiin menores; esto, para tener mis £xito en en-

contrar micelio del hongo.

8.3 Medicidn indirecta de la cantidad del micelio exterior

por determinacidn del suelo adherido a las raices

Graham et al. (1982) describieron un método para estimar
1a préducciﬁn del micelio exterior de la raiz por determinacidn
de la cantidad de suelo adherido a las raices a causa de que
el micelio estd ‘agregando particulas del suelo y conectindolas
a las raices.

Procedimiento:

Sacaron el contenido total del pote cuidadosamente, después

de cortar la parte a&rea. Secaron en la oscuridad el suelo

con ralices durante 48 horas a temperaturas entre 25 y 27°C.
Después agitaron las ralIces bien con el fin de remover el sue-
lo seco que no estaba adherido a las raices. Se lavd las rai-

ces, para sacar el suelo que tenian, afin, adherido, sumergién-



dolas, varias veces en un beaker con agua.

Se dejd sedimentar el suelo en el beaker, se decantd el agua
cuidadosamente y se secd el suelo para la determinacifn del pe-
so seco. La determinacidn del peso fresco del sistema completo
de la raiz sirvié para dar la expresidn en mg suelo adherido
por gramo de raiz. :

Graham et zl. encontraron una interaccidn entre la efecti-
vidad de diferentes cepas de micorriza y la cantidad de suelo
adherido a las rafces. Los autores no consideraron que el méto-
do fuese ideal, pero serviria para la comparacidn de la capaci-
dad dé diferentes cepas del hongo de crecer en un medio. El mé-
todo, de todos modos, es simple y practicable en todos los la-
boratorios. Pero se hace necesaric comentar aqui que no en to-
dos los tipos de suelo, este método, ofrece buenos resultados,

por ejemplo en suelos arcillosos y limo-arcillosos.

9. RECUENTO INDIRECTO DE LA DENSIDAD DE ORGANISMOS INFECTIVOS

DE LA POPLACION DE MICORRIZA (NATIVA O AISLADA)

Como en suelos naturales la infeccidn no ocurre sclo debi-
do a esporas germinadas, sino tambi&n & raices infectadas, mi-
celio, etc., el conteo de esporas en el suelo ~(aunque se saca-
ran todas las esporas)- no es una estimacidn exacta de la in-
fectibilidad de la micorriza nativa. Ademids, es posible que
algunos hongos de micorriza VA no produzcan esporas en cierta
- ' - -
época, o que las esporas sean tan pequelhas que se pierdan en

el proceso de la separacidn del suelo. Para obtener uyn estima-



tivo real de l1a infactabilidad de la micorriza nativa se co-

nocen dos métodos:

1.) El cdlculo de la "Cantidad Mas Probable" del hongo en el
suelo, ¥y

2.) La determinacidn de la capacidad de la micorriza nativa
para infectar hospederos.

Sin embargo, ambos métodos no dicen nada sobre la efectividad

de los hongos involucrados en la formacidn de micorriza.
9.1 "Cantidad Mas Probable" del homngo en el suelo.

E® método fué desarrollado para la determinacidn de mico-
rriza VA por Porter (1979) y Powell (1980). Anteriormente habia
sido utilizado para conteo de bacterias, {(Vicent, 1975) y hon~
gos del.suelo (Maloy y Alexander, 1958; Alexander, 1965). Los
cilculos estan basados en el cuadro VIII2 de Fisher y Yates
(1970). Ver éste en la Tabla 12 del Apéndice. El método descri-

to aqui estd basado en Porter (1979).
9.1.1 M&todo de Porter (1979).

Preparacidn de diluciones:
Se mezclan el suelo & examina (a ex.) con suelo esteri-
lizado, y se preparan diluciones. Para la preparacidn de &stas

ver Tabla 13 en Apéndice,.

Inoculacidn:



En potes peguenos (7.5 cm de didmetro) se ponen 300 g de
suelo esterilizado con todos los nutrientes menos fdsforo. ElL
fosforo se aplica en cantidades pequenas, ya que altas concen-
traciones impiden el desarrollo de la micorriza {(Mosse, 1973},

En el centro del pote, se introduce un tubo de 1.2 cm de
diametro, hasta el fondo, para hacer un hoyo en el suelo. Este
se llena primero con 2-3 ; del suele sacado con el tubo, des-
pués se aplican 5 g exactos de dilucidn, y por Gltimo se agre-
ga el resto del suelo, sacado inicialmente con el tubo. Se
siembran dos semillas pregerminadas de un hospe dero (legumino~-
sa, maiz u otro) en cada pote, y se aplica agua diariamente.
Cada dilucidn se repite 4 o 5 veces (o mis si sze desea). Igual-
mente, se siembran plantas muno inoculadas para asegurarse que

el suelo para diluir el sueloc a examinar realmente esté@ esté-

ril.

Observacidn y cdlculos:

Después de seis semanas de crecimiento se corta la planta
y con un tubo de Z cm de di3metro se saca una muestra de suelo
del mismo sitio donde se inoculd.
De la muestra se colectan las ralces y se colorean como se des-
cribid anteriormente, Se observan tedas las ralces de la pues~
tra sacada para determinar la presencia de infeccidn, y se
cuenta el nlmero total de vasitos que tenian raices infectadas.
Seglin Fisher y Yates {(1970) el niimero de organismos que infec-

taron {()\) es:

log A = % - 1pog a - K



A = niimero de organismos infectivos

¥ = promedio de vasitos con raices infectadas

No. total infectados

x =
No. de replicaciones por dilucidn

y = niveles de dilucidn (s) - x

a = factor de dilucidn 2 = dilucidn por duplicado

4 = dilucidn por cuadrupli-

cado

10 = dilucidn al décimo

K = se encuentra en la Tabla V1112 de Fisher y Ya-

tes (1970) observando {(x} o {y) y observando

los niveles de la dilucidn (s).

El nfimero de organismos infectivos (A), calculado en base a 1a

formula, est3 referido a 5 gramos del suelo a examinar {en el

mé&todo de Porter).

Ejenmple del proceso:

Se hizo la prueba con diluciones por duplicado con 5 repeticioc-

nes y ocho niveles de diluciones.

DILUCION Gr.SUELO a ex. No. VASITOS CON DILUCION Gr.SUELO z ex.

No. VASITOS CON

/VASITO RAICES INFECTADAS /VASITO RAICES INFECTAD
2° 5 5 5~ 0.3125 0
-1 2.5 5 273 0.15625 0
-2 1.25 4 270 ' 0.078125 0
~3 0.625 2 27 0.0390625 0




niimero total de vasitos con raices infectadas: 16
promedio infectado x = 16:5 = 3,2

y = s-x = 8 - 3.2 = 4.8

Tabla VIIL, (interpolado): K = 0.392

log » = 3.2 » 1log 2 - K

log A 3.2 - 0.031 -~ 0.392 = 0.5712

A= 3.73

Resultado: En 5 gramos de suelo a ex. se encontrd 3.73 organis-
mos que causaron infeccidn en las raices.
: (Le)
Los limites de confiabilidad ;de los organismos .infectivos se

calcula segiin la siguiente f&rmula:

-

poj)i'l.f) = log A T :'::_ .oz

A = nlmeros de organismos infectivos (encontrado anterior-

mente)

y = vV0.091 opara la dilucidn 2 X (segiin Fisher y Yates)

8A = V0.201 para la dilucién 4 X (segiin Fisher y Yates)
S = V0.301 para la dilucidmn 10 X (segiin Fisher y Yates)
n = nGmero de repeticiones por dilucibn

z = valores tabulados para una probabilidad dada.

907% : oz = 1,282

95% 1.645

]
fl

97.5% ¢ =z = 1.960

99% : 2 o= 2.326



I

En el ejemplo los limites de confiabilidad de log A para

probabilidad de 95%Z de los casos es:

s
log A LA S -

Vo

0.5712 & 0.091 . 1.645
5

que nos di log ls = 0.7932 cowmo limite superior y

log li = 0.3492 como limite inferior

Los antilogaritmos nos dan Ag

X

una

6.21 como limite superior y

i = 2.24 como limite inferior.

En el ejemplo se espera entonces que el nilmero de organismos

infectivas por 5 gramos de snelo (A= 3.73) sea confiable entre

As = 6.21/5 gy A+ = 2.24/5 g en 95% de los casos.

Para que opere el mé&todo de estimacidn de la densidad de

organismos infectivos ("cantidad md3s probable”), Fisher y Yates

(1970) y Porter (1979), recomiendan que:

« hacer diluciones por duplicado o cuadruplicado es mejor que

a la décima.

~ el niimero de niveles de diluciones depende de la poblacidn

original del suelo. Se debe hacer tantas diluciones como sea

necesarioc para que en el Gltimo nivel de dilucidn no aparez-

can organismos infectivos,



~ eén la muestra a examinar, los organismos infectives debeﬁ
estar muy bien distribuidas (al azar).

- cada organismo infective tiene gue infectar al hospedero

- no haya contaminacidn durante el ensayo.

Para cumplir com los puntos de Porter, hay que utilizar una
planta que sea un buen hospedero, cuidar adem@s que no haya
especificidad de la infeccibn por la especie de planta. E)l sue-
lo para diluir y el suelo orginal {(a ex) deben tener caracte-
risticas fiéicas y quimicas similares. Las condiciones del am-~
viente deber ser Optimas para el proceso de la infeccidn.

.
9.1.2 Variante del m&todo de Porter; (utilizado en el CIAT

Proyécto Micorriza).

Se trabaja con vasitos de icopor de 250 g de capacidad.
Se llenan con 200.g de suelo esterilizado en autoclave y se
preparan diluciones en cantidades que alcancen para aplicar a
cada vasito 50 g de la dilucidn. Ejemplo: si se trabaja con
la dilucidn cQadruplicada y con 4 repeticiones, se mezclan 75g
de suelo a examinar con 225 g de suelo esterilizado para obte-
ner la dilucidun 4"1. De los 300 g conseguidos se necesitan 75g
para la proxima dilucidn (4-2); 200 g se necesitan para aplicar

cuatro veces 50 g de la dilucidn a cada repeticidén en la si-

guiente forma:

Suelo f w—— 50 g de una

esterilizado dilucidn



El resto (25 g de la dilucidn) seo desecha. En cada vasito se

siembran 5 semillas pregerminadas de Pueraria phaseolopides

(Rudz{}; la semilla se esteriliza superficialmente, con hipo-
clovite de sodio al 5%, con anterioridad.

Después de dos meses de crecimiento se cosecha la capa de
suelo que contiene la dilucidn. Se lavan las raices cuidadosa~
mente con agua, evitando perder las raicillas finas. Se colo~-
rean las raices y de cada repeticidn se determina bajo un es~
tereoscopio si las rafces estd3n infectadas por micorriza o no.
El céléulo de los organismes infectivos se hace en base al pe-
so seco del suelo. {El peso seco del suelo a examinar se deter-
mina aQ‘mismo tiempo gque se‘prepara la primera dilucién). Es
1dgico que se considere para todo el procedimiento los puntos

dé precaucidn mencionados anteriormente en parrafo 9.1.1.

9.2 Determinacifn de la capacidad de organismos de hongos

pata formar micorriza VA con hospederos.

El método esti basado en el trabajo de Moorman y Reeves
(1979). Una estimacidn de la capacidad del hongo para producir
infeccidn se consigue sembrando hospederos ﬁirectamente en el
suelo a exawminar, sin diluirle. El grado de la capacidad para
infectar se expresa como porcentaje de infeccidn de las raices,
conseguido después de 6 semanas del crecimiento de les hospe-
deros.

Procedimiento:!
Se llenan vasitos de icopor con 2530 g de swvelo a examinar. Se

siembra semilla de un hospedero de micorriza {la semilla ha si-



do esterilizaw: superficialmentce con anterioridad). Después de
6 semanas de crecimiento se cosechan tedas las raices del suelo
y se determina el porcentaje de raices infectadas. (Es 1loégico
que se trabaje con varias repeticiones).

Se anota aquil gque el método nunca di un dato exacto de los or-

ganismos infectivos como en el método descrito en 9.1.

A

il
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TABLA 1. METODOS Y REACTIVOS UTILIZADOS PARA COLOREAR RAICES (PARA OBSERVACION DE LA INFECCION )

TRATAMIENTO PARA LAVADO CON ACIDIFICACTION LAVADG COLORACION COLORANTE,” EXTRACCION DEL REACTIVO PARA REFERENCIA
ACLARAR LAS RAICES: AGUA oK CON AGUA DYRACION, TEMPERATURAS EXCESD DE COLO~ MONTAJE EH - :
REACTIVOS DURACION ‘ : RANTE LAMINAS U
TEMIERATURA OBSERVACION DE

INFECCION

.- - .- ===t Fucsina icida al 0.1% - Lactofeno) Gerdemann
en solucidn de clorhi- 4 (1955)
' drato saturado

No (cortes de rafces) —-- ——— “w Azul de metileno: gela- .- - Peuss (1958)

tina de glicerol,en pro-~
porcion 1:4

Raices pigmentadas: 5% enteramen~ HC) diluido No - Azul de tripano at 0.05% Lactefeno} Lactofenol Phiilips y

KOH al 10%, 2h, 90°C  te con agua . _ en lactofenol, § min, . Hayman (1970)

en bafip Maria: Javar 100°C en bahip Marfa
con KOH fresco; su- -

mergir en H,0, aleca-

Tino (10% vg1j, 10

min,hasta 1 h, 20°C

Raices no pigmentadas: 3 HC1 dilufdo " No  Azu) de tripano al 0.05% Lactofenol  Llactofenol 6 Phillips y
¥OH al 10%, 1 h, 90°C en Tactofenal,5 min, ° polyvinil al- Hayman (1970}
en bafio Marfa _ ~100°C- en bafio’ Marfa cohol resina
- -~ - —— Azul de algodén al Varios cambios Masse y Phillips
0.01% (P/V) de lactofenol (1971)
HCY  1N,10 min, a {lorhidrato so- Fucsina &cida al 0.1%, 2 veces en l9¢- Lactofeno) Possingham y
terperatura ambiente tucidn saturada, 10 min, solucidn ca- tofenol Obrink (1971)
10 min, 100°C liente : '
en bafio Maria .
Como Phillips y Hayman 4 Fucsina acida al 0.01% Schenck y Hinson
{1970) . en lactofennl, 10 min, {1971)
e ' 108°C en bafio Maria



. s .
4“-" Co

Yentar después du-

rante 10 min, a 100°C

en bafio Marta; pasar
@ hipoclorito de so~
dio al 3%

| e 2/
CONTINUACION TABLA 1 '
TRATAMIENTO PARA LAVADD CON ACIDIFICACION ~ LAVADO COLORACION: COLORANTE, EXTRACCION DEL REACTIVO PARA ™ REFERENCIA
ACLARAR LAS RAICES: AGUA COoN CON AGUA DURACION, TEMPERATURAS EXCESO DE COLO- MONTAJE EN
REACTIVOS,DURACION, RANTE LAMINAS U
TEMPERATURA : OBSERVACION DE
INFECCION
KOH al 10%, 1 noché N Sf, con HCl at 10% 51, con Azul de tripano en . Varios dfas en Acido ldctico Kruckelmann
a temperatura am- “‘agua des- T agua des~ lactofentl, ! © varios d&cido lictico (1973)
biente tilada tilada dias, a temperatura am-
biente
¥YOH 2l 10%, 10 min, S HCY:ad 1% Clorhidrato de fugsina Lactofenol Bird ot al
en autoclave 121°C, acida (900 ml agua, 160 v (1974)
‘Tavar en KOH al 10%, ml c¢lorhidrate,0.5 gr.
H:0: alcalino al 3%, fucsina dcida), 30 min,
10 min a temperatura en autoclave 121°C
ambiente
KOH al 10%, 30 min, st HCY diluido = Mezcla de azul de tripa- Lactofeno) Lactofenol Cox y Sanders
90°C en bafio Maria no (0.05%) v Sudan IV (1974)
. (saturado) en lacto~
fenol
KOH al-10%, 30 min, 3| Azul de tripano al Acido 13ctico Acido lictico Crush (1974)
90°C en bafio Maria 0.05% en agua
KCH al 10%, 30 min, Fucsina dcida al Schenck y :
90°C er bafo Maria 0.01% en lactofenol, Schroeder (1974)
¢ 10 min, en autoclave
110°C
En lactofenal Azul de anilina Vozzo y Hacskaylo
(1974)
KOH al 10%, 1 6 va- Sl conr  HCY al 10% 3 Azu) de metileno al
rios dias, ambiente; agua des- 0.1% fro & §;1cerol al ?i;gﬁft at
5i es ngcesario, ca- tilada .



CONTIHUACION TABLA 1} R J
TRATAMIENTO PARA LAVADO CON  ACIDIFICACION LAVADD COLORACION: COLORANTE EXTRACCION DEL REACTIVO PARA REFERENCIA
ACLARAR LAS RAILES: AGUA CON CON AGUA DUFACIDN.TEMPERATURAS‘ EXCESO Ot COLD- MONTAJE EN
REACTIVOS, DURACION, : RANTE {AMINAS U
TEMPERATURA OBSERVACION DE
INFECCION
KOH at 10%, 1-2 h, 57 con agua  Azul de tripa- No Azul de tripano 21 0.1% Glicerol Ambler y Young
70°C, 6 1 a 3 dfas, aireada, re- no al 0.01% en en lactofenol, varias (1977)
temperatura ambien- mojar en acido acético horas A
te, s1 es necesario agua varias al 50%.
blanquear como . horas
Phillips y Hayman
{1970} .
KOH a2} 10%, 15 min, Fucsina dcida al 0.01% Glicero} Backman y Clart
90°C.en bafio Maria en clorhidrate saturado (1977)
3¢ min, 121°C en auto- v
tlave
KOH a1 10%, 1 h, 51 HCY dilufde  No Sudan IV saturado en Lactofenol Cooper y LBse)
90°C en bafio Marfa Jactofenol (1978)
KOR al 10%, 10 min, st HCT dilutdo Azult de tripano al 0.05% 1 noche en Luedders et af
en autoclave . ' en lactofenol, 5 min, - Jactofenol (1979)
. en vapor caliente
KOH al 10%, t h, 90°C  §§ HCT dilutdo B Azyl de tripano al 0.05% Miller et al
en bafio Maria . en tactofenol, 1 noche {1979)
2 temperatura ambiente
KOH al 10%, 50 min, sl HC d1luido & Azul de tripano al 0.05% Powell (1979)
95°C en bafio Maria HCT 0.1N en lactofenol, 5 min, a !
100°C en bafio Maria
KOH a1 10%, 2~3 dfas S1 HCY 1IN Azu) de tripano al 0.05% Smith y Bowen
a temperatyra ambiente en lactofenol, 1 d7a a (1979)
. temperatura ambiente
Remojar en agua, 1 Azul de algodén al 0.5%
noghe en lactofenol Lactofens} Lactofenol Allen y Allen
{1980)
| . . .




CONTINGACTON TABLA 1

ve 8/

TRATAMIENTO PARA LAVADO CON

ACLARAR LAS RAICES:
REACTIVOS, DURACION,
TEMPERATURA

ACIDIFICACION
CON

COLORACION: COLORANTE
DURACION, TEMPERATURAS

EXTRACCION DEL
EXCESQ DE COLO-

RANTE

REACTIVO PARA
MONTAJE EN
LAMINAS U

OBSERVACION BE

REFERENCIA

kOH al 20%, I h,
75°C en bafio Marfa

¥OH al 10%‘ 1 h’
a0°C en baiio Maria

KOK a3 10%, 10 min

en autoclave (15 1b/puid) veces

6 1 h, 90°C en bafio Ma-
ria; despuds lavar 3
yeces en agua corriente,
blanguear con H,0; alca-
lino (3 m} NH.OH, 30 ml
H,0, al 104, 567 ml
agua)l

Solucibn (de
20 ml KOH, 2-3
mi Ha0,, 110
ml agua desti-
tada 20 m1 al-

cohol de 95%),

15 win, 75°C
en baho Maria

HCY dilutdo

HCY a) 1%, 3
min

Azul de tripano al
0.05% en lactofenol,
5 min, en autoclave
115°C

Az1) de tripano al
0.05% en lactofenol,
sin calentar

Fucsina dcida al 0.01%
en Yactofenol, 10 min
en autaclave, & 10-60
min, ?0°C en bafio
Maria

fucsina dclda al 0.01%
en icido lictico (875
m! dcido lictico, 63
ml glicerol, 62 m]
agua)} 10 min en auto-
clave, & 10-60 min,
90°C on baho Maria

|}

‘Lactofenol &

alicerol

Lactofeno)

{Férmuta D

Tabla 2 del
Apéndice} 6
glicarol

Acido Yictico
& glicerol

Bartschi y Garre:
{1980)

Chambers et al
{ 1980)

Kormanik et al
{1980)



CONTINUACTON TABLA 1 eself
TRATAMIENTD PARA LAVADO CON ACIDIFICACION - LAVADO COLORACION: COLORANTE EXTRACCION DEL REACTIVO PARA REFERENCIA -
ACLARAR LAS RAICES: AGUA CON CON -AGUA DURACION , TEMPERATURAS EXCESO DE COLO- MONTAJE EN
REACTIVOS, DURACION, RANTE LAMINAS U
TEMPERATURA OBSERVACIGN DE
INFECCION
KOH al 10%, 10 min Si HC1 al 1% Fucsina &cida al 0.01% Lactofendl Maronek et al
en autoclave, lavar ripidamente en lactofeno} {1980)
en KOH al 10%; tra- '
tar 45 min en H,0, '
alcalino
KOH al  10%, 5-10 si HC1 diluido ‘No Azul de tripano al Lactofenol Rose (1960)
min .an vapor ’ 0.05% en lactofenol,
caliente 5 min en vapor ca=- v
liente ‘
f



TABLA 2., FORMULAS PARA LA PREPARACION DE LACTGFENOL.

500 ml fenol, 500 ml Zcido ldctico, 1000 ml glicerol, 500

ml agua destilada

1 parte fenol, 1 parte 8cido l3ctice, 1 parte glicerol, 1

parte agua destilada,

82 ml (80 g) fenol, 65 ml (80 g) glicerol, 83 ml (40 g) dci~

&~

do lécrtico, 40 ml agua.

300 g fenol, 250 ml Acido lidctico, 250 ml glicerol, 300 ml

de agua.

%, -_ . .. ’ . . ' . =
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TABLA 3. METODOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA INFECCTION EN MICROSCOPIOS (TABLA MODIFICADA Y AMPLIADA DE
GIOVANNETTI Y MOSSE 1980).

1
\

. TIPO DE REGISTRO No, SEGMENTOS L(ONGITUD No.INTERSECCION DIAMETRO Ng, CAMPOS REFERENCIA
MATERTAL /MUESTRA SEGMENTOQ MUESTRA DEL CAMPO  /MJESTRA
‘ {cm.) . {um}
Segmentos de raices se- Presencia o ausencia 150 0.5 -1 1,200 --- .= Nicolsan, 1960
leccionadas y montados de infeccidn en punto 500. 0.5 -1 4,000 —- - Daft y Nicolson, 1966
en placas; cbservacibn de interseccifn. 50 0.5 -1 400 --p ——— Crush, 1973
con microscopio de luz
directa,
Presencia o ausencia 50 Yariable B 1,000 50 faylis, 1967
de infeccidn en el 100 1.0 | - 150 500 Furlan y Fortin, 1973
campo del microscopio, 80 1.5 ——— 1,000 800 Sutton, 1973
40 1.0 - ' 1,000 400 Koske et af, 1975
Variable Variable - 100 100 Hayman, 1978
10 1.0 —— 500 50 Alen y Allen, 1980
75-100 2.0 - 1,500 300-400 Sieverding, 1980
Presencia o ausencia 50 1.0 .- “—— -— Hayman, 1970
de infeccibn en el seg- 200 1.5 —-- m——- --- Daft y Hicolsen, 1972
mento total de la raiz 50 1.0 — --—- | === Khan, 1974
50 1.0 —n- - ——- Johnson, 1976
100 1.0 “m- --- T eam Daft y Hacskayle, 1977
100 1.0 - “=- —-- Ross y Ruttencutter,1977
50~ B0 1.0 -—e - - saif, 1977
Promedio de % de longi- 50 1.0 o= .- --- Hayman, 1970
tud de infeccion/segmentp 50- 80 1.0 - - --- saif, 1977
60 1.0 —— - ~—- Sanders et af, 1977
20 1.0 EETT I - - Ocampo et af, 1980
10 1.0 - ~-- - Menge et af, 1980



CONTINUACION TARLA3Z

P

MATERT AL TIPD DE REGISTRO Mo, SEGMENTOS  LONGITUD No. INTERSECCION DIAMETRO  No. CAMPOS REFERENCIA
JMUESTRA SE?MEN{O MUESTRA DEL CAMPO  /MUESTRA
cm. {pm}

Seguentos de ratces se- Puntos de entrada Yariable 2.0 ——— - -—— Abbott y Robson, 1978
leccionadas y montados por hifas externas 20 1.0 ik -— - Ocampo et nf, 1980
en placas; observacibn
con microscopio de luz Promedio de &rea de 20 1.0 et - - Ocampo et al, 1980
directa infeccidn/segmento

{drea en hase a

longitud x ancho de

corteza infectada)}

Jcampo del microscopio Variable Variable —— 100 100 Hayman, 1978

[categoria 0-4 12-20 2.0 aes  1,600-6,400um? 60-100 Christje et al 1978
Secciones transversa- Area de corteza infec- 225 - - ' - -— Strzehska, 1975
les. - tada, cateqgoria 1-6
Aprox. 1.5 ¢ peso fres- Estimacitn visual (mi- Yariable  Variable - - - Mosse, 1977
co de raiz croscopio de diseccidn}, Variable Yariable - - —— Gigvannetti y Mosse, 1980

Porcentaje corteza in-

fectada.
5 g peso fresco de Promedio de drea de in~ Variable - ——- Ap.660 20 Abbott y Robson, 1978
raiz, feccibn en campo de mi-

croscopio de diseccifn
Sistema completo de la  Categoria visual 1-4 Variable - - - - Baltruschat y Schinbeck,
ratz 1975

Categoria visual }-10 Variable e “—- - - Fitter, 1977
Sisterma complete o pare Clase visual 1-5 {1:0-5%; Variable - - wea - Kormanik et al, 1980
tes de raices. 2:6-25%; 3:26~50%; 4:51 ‘

-75%; 5:76-100% infeccigp)

L]
P,_r
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CONTTNUACION TABLA 3

!

N &

MATERIAL

TIPO DE REGISTRO
/MUESTRA

No, SEGMENTCS

LONGITUD

se?gﬁgxo

No. INTERSECCION DEIMETRO
MUESTRA  DEL CAWPO
TR

No.CAMPOS
AMUESTRA

REFERENCIA

Sistema completo de la
ratz

Sistema completo de la
raiz

Alicuota del peso del
sistema completo de
ja raiz

Sistema completo de la
raiz

Variable
Variable

Estimacidn yvisual

{microscopio de di-
seccidn) % Jongitud
infectads de la raiz

Promedio de la propor-
cion de longitud infee-
tada de Ta raiz estiman
do en escala de 10
{ejemplo: 10%, 20%, etc.);
microscopio de diseccidn

25,50

Longitud infectada {mé- Variable
todo de interseccidn de Variable
cuadrante); en microsco-

pio do diseccion

Porcentaje de longitug
infectada {método de in~
terseccifn de cuadrante);
observacifn con micros~
copio de tuz directa

Variable

Estimacidn de puntos _ Variable

de entrada de hifas
externas con micros-
copio de diseccidn

6 100,

lVariabTe

0.5 -1

Variable

Variab]e-

Yariable

-

-

- -

Varfable
VYariable

Vartable

L 1]

e

-

-

-

- -

A

-

-

Hayman y Mosse, 1971
Hayman, 1974

Biermann y Linderman,
1581,

Hirrel et at, 1978
Giovannetti y Mosse, 198D

Ambler y Young, 1977

Smith y Bowen, 1979
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TABLA 4. REACTIVOS NECESARIOS PARA LA DETERMINACION DE QUITINA

"o EN. LAS PAREDES. DE ESTRUCTURAS DE 105 HONGOS PRODUCLTO-

RES DE MICORRIZA VA.

KOH concentrado {120 g pfldoras de KOGH en 100 ml de agua

i&estilada) Mgrck Ne, 5032.

'rﬁtanol al;?Sﬁ (volﬁmeﬁlvolﬁmen)

Tt

.1 g Celite (tipo 545, 20-45 pm) en 20 ml-etanol al 75% (V/V)

 ‘Celite: SERVA No. 16391.

Etanol al 40%Z (volimen/voldmen)
ﬁiﬁxi?p de sédio, NaNoO, (5%, peso/voliimen), Merck No. 6549,
Suffa£6 monoatido de ﬁotasio, KHSO, (5%,peso/volimen),
Merck No. 4835.

Amidosulfonato de amonio, NH&503NH2 (12.5%,peso/voliimen),
Merck No. 1220. |
J~methyl-Zbenzothiazolinonhydrazon-BCL, (MBTH), (O;SK,
peso/voliimen, disuelto antes en agua), Merck No. 4527.

Se debe disolver 0.830 g FeCL,.6H

3

20 (Merck No. 3943) en

100 ml agua destilada.
Glucosamina HCL (hay que disolver en agua destilada). SERVA

No., 22670.

El reactivo MBTH se prepara diariamente.



TABLA 5. PREPARACION DE SOLUCION DE RINGER.

a.)

b.)

¢.)

Se disuelve en un litro de agua destilada 6 g NaCl, 0.1 g

KCL, 0.1 g CaCLZ.

El pH se regula a 7.4 ¥ .2 con NaOQH.

»

La solucidn se filtras y esteriliza en autoclave.



TABLA 6 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS PARA OBSERVACION
CUANTITATIVA DE LAS ESPORAS.
METODO OBJETQO DE OBSERVACION VENTAJAS DESVENTAJAS
No.
4.1.1 Tamizado y Decantacidn Buen porcentaje de extrac—~  Proceso largo, posible-

4,1.2

4.1.3

4,1.4

4.1.5

4,1.6

4.1.7

(Gerdemann y Nicolson,
1963).

Modificaciones del mé-
todo de Gerdemann ¥y
Nicolson.

Centrifugacidn (Jenkins,
1964}. '

A,

Adhesidn y Flotacidn
(Sutton y Barron,1972).

Decantacidn y Filtra- .
cidn (Saif, 1977).

Pipeteo al plato
(Smith y Skipper, 1979).

Método CIAT-Proyecto

- Micorriza

cidn de esporas; facil de
entender.

Se facilita el conteo, me-
nor cantidad de suelo para
tamizar.

Buena separacign de espo-
ras . del suelo y del mate-
rial organico; separacidn

" de esporas muertas de las

vivas.

No se necesitan tamices;
buen porcentaje de extrac-
cidn.

Rapido; hay buena extrac-
cidn; no se necesitan ta-
mices. '

Ripido y facil.

Buena extraccidn y sepa-
racidn de esporas de sue-
lo o material organico.

mente ne hay buena se-
paracidn de esporas del
material orginico.

Por la relacidn cantida.
de suelo/muestra posi—
blemente no hay conteos
Tepresentativos.

El decantado "agua y ma
terial org&nico" puede

contener muchas esporas
que se pierden.

Posiblemente hay mucho
material orgdnico en la
muestra; un poco demora
do.

Mucho material orginico
en el papel filtro; di-
ficil de contar las es-
poras.

Muy poco suelo para ob-
servar (0.1 g); el suel
debe tener por lo menos
10 esporas/g para encon
trar 1 espora. No sirve
si hay varios tipos de

esporas en el suelo; lo
conteos generalmente su
perestimados.

Proceso largo.




TABLA 7

MIENTO CUALITATIVO DE LAS ESPORAS.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS PARA EL AISLA -

METODO
No.

OBJETO DE DESCRIPCION

VENTAJAS

DESVENTAJAS

4.2,1

4.2,2

4.2,3

Columna de Gelatina
(Mosse y Jones, 1968}.

'Flotacidn y Burbujeo'

(Furlan y Fortin, 1975).

Sedimentacidn con

caolin y flotacidn en -

solucitn de aziicar.
¢Tommerup y Kidby,
1979),

Separacidn por solu-~
ciones de aziicar (u~
tilizado en CIAT-Pro-
yecto Micorriza).

Buena separacidn de
esporas del suelo
y material organico.

En algunos casos sir-
ve también para con-~
teos de esporas; buena
separacidn de las es-
poras del material or-
ganico y suelo.

Buena separacidn de
las esporas del suelo
y material orginico;
buena extraccidn.

Proceso largo.

Se necesita mucho
equipo.

Esporas pesadas se-

dimentan en la se-
gunda centrifugacidn.

Trabajoso.
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TABLA 8. FORMA DE REGISTRO DE INFORMACION SOBRE CEPAS AISLADAS

NUMERO DE LA COLECCION

GENERO Y ESPECIE

DESCRIPCION .

1} Color

2) Forma

3) Medidas {(didnmetro)

4) Estructura superficial
5) Paredes (Nos., medidas)
6) Tipos de hifa de soporte
7) Arbiisculos

8) Vesiculas

NQPTA: (Sindnimos, placas, fotografias, etc) .

ATSLADO ORGCINALMENTE DE (especie de planta)

 FECHA DE AISLAMIENTO

PROCEDENCIA

1) Lugar
Suelo ’

.72)

- 3)

4)
5)

a. Tipo ¥y estructura
b. pH

¢. P (Bray 11)

d. Materia orginica
e. Saturacidn Al

f. Otros elementos

Temperatura media del lugar
Precipitacidn media

Historia de la utilizacidn del campo

PROCESO DEL AISLAMIENTO

1)
2)
3)
4)

Suelo utilizado para multiplicar la cepa
Hospedero para multiplicar la cepa

Suelo para guardar cepa

Notas de pasos del aislamiento y almacenamiento




TABLA 9. PREPARACION DE PVL (Polyvinyl-alcohol-lactofenol).

Se disuelven 15 g de alcohol pelivinilo (polyvinyl alcohol,
75%Z hydrolizado) en 100 ml de agua destiiada en un bafo Maria
a 80°C. Esta solucidn |basé) se guarda en un frasco oscuro bien
tapado (solﬁcién base). La f6rmula de PVL consiste en 22 par-
tes de dcido lictico, 22 partes de fenol y 536 partes de la so-
lucidn base. E1 PVL preparado se guarda en un frasco de plis-

tico bien cerrado.

a3,



TABLA 10. DATOS DE AUTORES Y REACTIVOS PARA LA ESTERILIZACION
SUPERFICIAL DE ESPORAS.
ESTERILIZANTE TIEMPO DE EXPOSI- MEDIOS PARA LA REFERENCIA

CIGN DE ESPORAS
AL ESTERILIZANTE

PRUEBA DE ESTE-
RILIDAD

Chloramine T al 2% -
(P/V) y 200 ppm de
sulfato de strepto—
micina, traza de
detergente

Hipoclorito de so-
dioc al 0.525Z

Hipoclorito de so-
dio al 0.5%

Hipoclorito de so-
dio al 0.52%

Como Mosse, 1961

Hipoclorito de so-
dio al 0.5%

Chloroamine T al 2%
y streptomicina al
0,02%

Tres paso: a) Clor-
amine T al 2% (P/V)
y despué&s lavar con
agua estéril b) repe-
tir paso a. con clor-

amine T fresco c¢)solu~

cidn de sulfato de

streptomicina (200 umg/

lt)-sulfato de genta-
micina (100 mg/lt)

15 min

2 min
2 min
1 min

15 min

2 min

20 min

a) 10 min

b) 10 min

¢) 20 min a 4°C

Sobre un pedazo de
celeofin, esteriliza-
do, mojade y puesto
a suelo-~agar no es~
téril

Varios medios

Bacto-Difeo agar
al 2% (P/V)

bifec agar al 17%;
incubadas por 2-7
dias a 25°C

Agar con nutrien-
tes, dados en la
referencia

Difco agar nutritiva;
incubadas por 5 dias
a 25°C; después pa-
sar a Bacto-Difco-a-
gar al 0.5% en agua
por 2 dias.

- Mosse, 1961;

Mosse y Phillips,
1971

Daniels y Gra~
ham, 1976

 Allen et al, 1979

"Melllveen y Cole,

1979

Heﬁper, 1981

Roske; 1981

MacDonald, 1981

St.John et al,
1981




TABLA 11, ©PORCENTAJE DE GERMINACION DE UNA GIGASPORA sp. PROBA-
DO "A INTERVALOS DE 8 SEMANAS DESPUES DE DIFERENTES
METODOS DEL ALMACENAMIENTO (SEGUN SWARD et al, 1978)

GERMINACION Z
SEMANAS DE ALMACENAMIENTO

METODO DE .
ALMACENAR T | 8 16 24
~almacenar en 85 80 30 20
suelo (ambiente) :
-almacenar en i 80 90 80 40
suelo (en cuarto frio)
 -papel filtro no . 100 85 15 0
estéri] (ambiente) '
-papel filtro no ' | 85 85" 40 0
- estéril (cuarto frio) : ' :
-papel filtro estéril 90 70 35 0
- (ambiente) : .
~papel filtro (en 95 85 60 0
cuarto frio) .
-agua no estéril ' 90 80 60 20
(ambiente)
-agua no estéril 95 85 55 25
(cuarto frio)
-agua estéril ' 100 65 50 15
(ambiente)
~agua estéril Ny 85 70 75 30

(cuarto frio)

NOTA: No se sabe como se comportan otras especies de hongos MVA;

no se puede generalizar la investigacidn de Sward et al.



TABLA 12,

METODO DE DILUCIONES.,

j‘ ' Dilucidn por duplicado
3 .L NbGmero de niveles (s) / ,
10
x | 4 5 6 7T 8 9 10 mas
o4 | *757 -773 *7181 -785 787 -788 -78¢ -89
o6 622 640 <649 653 -655 -656 -G57 -627
i o8 | -537 -s56 566 -57r -573 °574 575 °§75
1o ‘479 -500 511 +510 -518 +520 520 -§2I
: 12 | -337 461 472 478 480 -482 482 -483
14 | *406 -432 ‘444 *459 453 -455 456 <456
16 | -381 -41x 424 -43r -435 -436 437 438
' 18 | 361 4394 t4r0 -4I7 421 423 ‘424 42§
20 344 *382 <399 408 -412 -414 -415 -416
“ 25 358 -382 -304 -309 -40z 403 °405
30 ’ +370 -3%36 -394 -393 -400 -4o2
35 *379 °399 396 -399 ‘4ot
40 *386 -304 "397 °4or
45 390 *396 ‘4ot
“ 50 *394 ‘401
~qo1*
( 5
16 *399
6o 397
50 *394 °394
i 45 399 *390 *390
F -] -386 -386 -386 -386
35 *379 379 °379 ‘379 °379
- 3o *37¢ r37¢ 370 =370 "370 “3jo
25 | - 358 356 -356 356 -356 <356 -356
2'0 "344 °*334 "334 334 '334 334 "334 33
» 8 “327 323 -323 -323 °323 -323 323 "323
6 *3I1 °309 309 *"3090 309 300 *309 <309
14 ‘203 <292 -2092 -2092 -292 *2Q2 ‘202 -202
1’2 *271 271 271 27T 2710 27X 271 271
1o | -245 245 245 -245 -245 245 ‘245 °245
" o8 <212 =212 -2I2 212 -212 212 212 °*2I2
o6 *167 +167 167 -167 167 167 -167 -16%
o4 *I0I *IQI *IoI ~IO0I “*10I “*IDI 101 ~Iol
*’ Dilucidn al décimo (tres o mas niveles)
21 x>1,y>2 y<z2
x X x VK ¥ X ¥ K y I
i
‘0 ) 763 ] -0 || 761 | 20 ] ‘744 | ro ,i
1768 | g | 766 | x| -744 | 09|
& vz | 968 8 || +764 1 T8 || "734 o-8|
- ‘3 1360 | 7§ "755 ) 7)) ~yr2 | o7 i
o4 | q6r i -4 47 6 )| 741 | r6 || 683! 06 !
o5 | v1a0 ]y °5 | *736 | *5 || '720 ] 15 ]| 1658 | o5
* o6 | +733 1l 6 | 733 4 || -724 | 4 [} -638 | o4
Clor | 736 (7 | r736 ) t3 fl c7e6 113
o8 ] 744/l 8 }qag ] v2 || 732 2
og | 753 ‘g | 783 | I 739 ] 1
I'0 763 I ‘0 {563 "o || "T44 | I'O
!

Cuando x > 1,y > 2 entre, a la Tabla, solo

con la parte decimal de x 8 y.

DE FISHER Y YATES (1970). DENSIDAD DE ORGANISMOS ESTIMADOS POR EL

Dilucidn por cuadruplicado

Niimero de niveles

o4 *704 706 -707
a6 «615 <617 <618
o8 1 -573 -576 577
I'o ‘555 *558 -559

rs *545 *351 -353
z-0 537 +548 -351

2*5 545 -552
.552'!-
>
35 *550
3o 548
25 *545 54§
20 *537 '537 -537
I'S 522 '522 ’522

"0 488 488 438

o8 | -464 -464 -464
o6 431 *431 431
o4 | ~375 375 -375

llotat Cuando x ¥y y estdn fuera
del rango tabulado use el
valor, marcado con un as-
terisco (*). En el cileu~
lo de organismos infecti-
vos siempre se debe incluir
como nivel inicial el no
diluido aunque no se utili-
ce en el trabajo, conside-
rando todas repeticiones,
del nivel "no diluido", co-

mo infectadas.



.

TABLA 13.

PREPARACION DE DILUCIONES POR DUPLICADO,

CADO Y AL DECIMO.

Diluciones por duplicado:

Dilucidn

Dilucién

Dilucidn
%

Dilucidn

Hasta:

Dilucidn

Dilucidn

Pilucidn

Dilucidn

Pilucidn

Hasta:

Dilucidn

2°%:

2-1

4°;

A_l

suelo a examinar (a ex) no.di

luido.

CUADRUPLI_

Se mezclan 50 g de suelo (a ex) con 50 g de

suelo esterilizado en ur cilindro métrico

de 150 ml.

Se mezclan 50 g de dilucidn 2

suelo esterilizado.

Se mezclan 50 g de dilucidn 2

" suelo esterilizado.

Se mezclan 50 g de dilucidn 2

de suelo esterilizado

- DPiluciones por cuadruplicado:

Suelo a ex no_diluido.
Se mezclan 25
suelg esterilizado.
Se mezélan 25 g de dilucidn 4
suglo esterilizado.

Se mezclan 25 g de dilucidn 4

suelo esterilizado.

Se mezclan 25 g de dilucidn 4

de suelo esterilizado.

con

con

-(n-1)

con

con

~{n-1)

50 g de

50 g de

con 50 g

g de suelo a ex. con 75 g de

75 g de

75 g de

con 75 g



Continuacidan Tabla 13 ...

e, Diluciones al décimo:

Dilucidn 10°: | Suelo a ex. no diluido.

‘Dilucin 10_1: Se m%zclan 10 g de suelo a ex. con 90 g
. de_suelo esterilizado.

Dilucidn 10_2: Se mezclan 10 g de la dilucidn 1071 con

Dilucidn 1071°

90 § de suelo esterilizado.

Se mezclan 10 g de dilueidn 10 ={m-1)

s

" con 90 g de suelo esterilizado.

Porter (1979) observd que 50 agitaciones del suelo a ex.

con suelo estéril eran suficientes para conseguir una

buena mezcla. Es aconsejable, secar el suelo a ex., un
poco eun un sitio aireado, y tamizarlo, antes de usarlo,
a fin de obtener una buena homogenizacidn de €ste suelo

con el estéril.

2l



