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1. ASPECTOS GENERALES DE LAS MICORRIZAS

El téermino micorriza que deriva del griego Mycos (Hongo) y Rhiza (Raiz) (Harley y
Smith, 1983), se debe al botanico aleman A.B. Frank quien, en 1885 lo utilizé por
primera vez, para describir la existencia de raices colonizadas por hongos (Harley,
1959; Trappe y Fogel, 1977; Harley y Smith, 1983; Barreno, 1991).

Las micorrizas se pueden definir como asociaciones simbiodticas mutualisticas,
entre raices de plantas y determinados hongos del suelo, en las que ambos compo-
nentes de la asociacion se benefician mutuamente (Harley, 1959; Azcon-Aguilar v
Barea, 1980; Ocampo, 1980a; Harley y Smith, 1983; Allen, 1989; Pritchett, 1991;
Gianinazzi y Azcon-Aguilar, 1991). Esta refacion hongo-pianta ha sido objeto de inten-
sos estudios en las ultimas décadas del presente siglo, llegandose a la conclusion de
que las micorrizas son una parte integral de la planta con un importante papel en el
crecimiento y desarrollo del vegetal (Linderman, 1988; Barreno, 1991).

La mayoria de las plantas que viven en la superficie terrestre tienen la facultad de
establecer esta simbiosis (Harley y Smith, 1983; Barea, 1991; Allen, 1991; Gianina-
zzi, 1991; Linderman, 1994); en caso de no formar micorrizas, un gran nimero de
especies vegetales, entre éstas, las arboreas no podrian sobrevivir (Trappe y Fogel,
1977, Pritchett, 1991). Las condiciocnes de mutualismo legan a estar tan acentua-
das en las micorrizas, que se puede decir, de acuerdo con Gerdemann (1968), Az-
con-Aguilar y Barea (1980), Honrubia et al. {(1992; 1997) que la mayoria de las plan-
tas cuando crecen en condiciones naturales son arganismos dobles en el sentido de
que el 6rgano a través del cual absorben agua y nutrientes esta constituido por la raiz
y el hongo simbionte que vive con ella.

Esimportante mencionar también, que se han descrito efectos negativos tran-
sitorios o prolongados de las micorrizas sobre el crecimiento de las plantas. Los
efectos transitorios del crecimiento probablemente se deban a la competencia
entre la planta y el hongo por el fotosintato en los estados iniciales de la coloniza-
cién, cuando el hongo consume carbohidratos sin aportar atn beneficios, o bien
cuando las condiciones de la fotosintesis no son 6ptimas en cuanto intensidad
luminica y temperatura (Smith, 1974; Crush, 1976; Smith, 1980; Bowen, 1981;
Cooper, 1984; Roldén 1985). Esta situacion ocurre por lo general algunas sema-
nas después de la emergencia de las plantulas mientras se produce la coloniza-
cién intrarradical y dura hasta que tiene lugar el crecimiento de las hifas en el
suelo y la planta hospedadora comienza a beneficiarse de los aportes nutriciona-
les del hongo micorricico {Gianinazzi-Person y Azcon-Aguilar, 1991). Los efectos
negativos prolongados en el crecimiento de la planta pueden originarse cuando la
fotosintesis esta limitada, o bien, cuando las plantas micorrizadas crecen en Si-
tios de alta fertilidad. En tal situacion, la raiz por si sola es capaz de absorber
nutrientes en forma adecuada para un buen crecimiento de la planta, mientras el
hongo micorricico sélo le significa costes metabdlicos para ésta (Gianinazzi-Per-
son y Azcon-Aguilar, 1991).




En cuanto a la morfologia de las micorrizas ésta varia entre las especies vegetales y
cada especie tiende a tener grupos caracteristicos de hongos capaces de formar mico-
rrizas (Pritchett, 1991). Esta situacion se evidencia especialmente en las ectomicorrizas,
en las cuales se manifiesta una clara especificidad en la simbiosis hongo-planta (Dighton
y Mason, 1985; Gardner, 1986; Miller, 1991; Molina et al., 1991). En cambio en las
micorrizas del tipo endotrdfica, la especificidad no es tan clara pudiendo, en algunos
casos, un propagulo colonizar un amplio rango de plantas hospedadaras, de esta forma
el mismo hongo puede estar formando simbiosis con una planta herbéacea y simultanea-
mente hacerlo con una lefiosa (Stribley y Snellgrove, 1985; Molina et al., 1991; Miller,
1991)

La accion beneficiosa de los hongos mutualisticos a sus macrosimbiontes y por tanto
la importancia de la simbiosis micorricica, se refleja en varios sentidos: aumento en la
absorcién de agua y nutrientes minerales, mayor crecimiento y supervivencia de la mayo-
ria de las plantas en campo, proteccion frente a infecciones de organismos patogenos y
estrés ambiental (Harley, 1959; Hacskaylo, 1967; Marx, 1971; Voigt, 1971; Trappe y
Fogel, 1977; Harley y Smith, 1983; Garcia-Garrido y Ocampo 1988a; Gianinazzi, 1991;
Trappe et al., 1991; Honrubia et al., 1992; Brundrett et al., 1996). Al mismo tiempo se ha
observado aumento en la movilizacion de los nutrientes por medio de la intemperizacion
biologica (Pritchett, 1991) y una mayor longevidad de las raices (Trappe y Fogel, 1977,
Harley y Smith, 1983).

2. IMPORTANCIA DE LAS MICORRIZAS EN LA SELVICULTURA

La importancia de las asociaciones micorricicas, se observé por primera vez, en
algunos programas de reforestacion realizados en diversas partes del mundo en los
cuales se plantaron arboles exoticos en ausencia de los hongos simbioticos naturales. En
estos casos las plantaciones fracasaban parcial o totalmente hasta que se introducian
los hongos micorricicos adecuados (Daniel et al., 1985; Pritchett, 1991). Al respecto
Hoffman y Mitchel (1986), sugieren que el éxito de la propagacion de Acacia saligna en
Sudafrica estuvo asociado con la escasa actividad micorricica. En este mismo sentido,
Honrubia et al., (1992), afirman que al utilizar especies vegetales dependientes de las
micorrizas, en programas de forestacion, estas fracasaran sino se introducen micorriza-
das con inoculos adecuados, cuando en el ambiente natural no existen los organismos
pertinentes.

Las razones del declive de la poblacion de hongos micorricicos puede ser diversa,
pero entre estas generalmente se encuentran procesos de degradacion, en muchos
casos asociados a condiciones de restricciones hidricas propias de zonas semiaridas y
aridas. Los cambios de vegetacion realizados en forma artificial (agricultura) y la aplica-
cion de fertilizantes y pesticidas pueden reducir ostensiblemente la poblacion de hongos
micorricicos originalmente existentes (Allen, 1991).

Otros procesos, estrechamente relacionados, a tener en consideracion son la dismi-
nucién de masas forestales y el aumento de la desertizacion (Roldan y Barea, 1987). Al




eliminar la cubierta vegetal se produce una desestabilizacion de la superficie edafica,
quedando sometida ésta a la erosion, en estos casos no sélo se pierden particulas
inertes de suelo sino que también propagulos de hongos. La restauracion de estos eco-
sistemas degradados no consiste Unicamente en el establecimiento de plantas, sino que
requiere una adecuada difusion de nutrientes, tanto horizontalmente, por influencia de las
raices superficiales, micorrizas y deposiciones edlicas, como en sentido vertical, por
accion de especies vegetales de raiz profunda con sus respectivas asociaciones nicro-
bianas (Allen y Allen, 1988). En la recuperacion de estos ambientes, en los cuales la
accion del hombre y/0 la naturaleza han eliminado los microorganismos del suelo, es
donde cobra mayor importancia la accion benéfica de las micorrizas (Daft y Nicolson,
1974; Zajicek et al., 1987; Jasper et al., 1989.

Desde un punto de vista evolutivo la presencia de micorrizas también es importante,
dado que estas inciden en la estructura y mecanismos de interaccion entre las plantas
(Allen, 1991). Alrespecto Herrera et al. (1993), afirman que el tipo de hongo micorricico
presente en el suelo pueden influir en la capacidad competitiva de las especies vegeta-
les. La ausencia de ellos podria condicionar que sélo aguellas especies vezetales que no
necesitan de la simbiosis micarricica para desarrollarse puedan crecer en este tipo de
ambiente. Allen (1984), senala que las micorrizas incrementan la diversidad de plantas en
comunidades sucesionales tempranas. Del mismo modo Janos (1981), indica como las
micorrizas incrementan la diversidad en las comunidades de arboles tropicales.

Las especies vegetales que usualmente constituyen los bosques suelen ser bastante
dependiente de las micorrizas para lograr un desarrollo adecuado (Janos, 1980a). Es
mas, de acuerdo con Janos {1980b), gran parte de las plantas por él estudiadas eran
micotroficas obligadas, siendo las micorrizas vesiculo arbusculares el tipo mas habitual
encontrado. Este tipo de micorrizas suelen ser muy poco especificas respecto a la planta
hospedadora (Harley y Smith, 1983; Molina et al., 1991; Miller, 1991), sin embargo, y
dado que cada especie vegetal se relaciona mejor con determinadas especies de hon-
gos se producen selecciones indirectas de los hongos micorricicos por parte de las
plantas que integran el bosgue (Janos, 1980a). Por el contrario, en las micorrizas ecto-
troficas el hongo suele ser especifico de una o muy pocos tipos de plantas (Dighton y
Mason, 1985; Gardner, 1986; Miller, 1991; Molina 1991). Estos hechos tienen una con-
siderable repercusion desde el punto de vista ecologico y evolutivo de los bosques en
relacién con las micorrizas Roldan y Barea, 1987; Allen, 1991).

3. TIPOS DE MICORRIZAS

En la actualidad se reconocen siete tipos diferentes de micorrizas (Tabla 1): Endo-
micorrizas, Ectomicorrizas, Ecto-endomicorrizas, Arbutoides, Monotropoides, Ericoi-
des y Orquideoides (Harley y Smith, 1983; Bagyaraj, 1989; Molina et al., 1991;
Honrubia et al., 1992; Brundrett et al. 1996). Pero, en general, por la importancia
relativa que presentan, se las agrupa en tres grandes tipos: Ectomicorrizas (micorri-
zas ectotréficas), endomicorrizas {micorrizas endotréficas), y ecto-endomicorrizas
(Ocampo, 1980a, Pritchett, 1991).




Tabla 1. Tipos de micorrizas de acuerdo con Harley y Harley, (1987), modificado por
Honrubia, et al., (1992).

MVA ECM Ectendo Arbutoides Monotropoides Ericoides Orquid%odEﬁ
Hifas septadas + + + + + + +
Hifas aseptadas + +
Hifas en el interior de las células - - - & § -t ¥
corticales
Presencia de manto fingico - + +0- + +
Red de Hartig - + + B +
Hitas en forma de tirabuzén (coils)
En el interior de las células + - + + - ¥ +
Haustorios dicotémicas +
Haustorios no dicatomicas - - - - + - +0-
Vesiculas en el interior +0- !
de las células
Hongos simbiontes Zigomic. Basidiomic. Basidiomic Basidiomic.  Basidiomic  Ascomic  Basidiomic
Ascomic
Zigomic.
Plantas hospedadoras Bridfitos.  Gimnosp. Gimnosp.  Ericales Monotrop  Ericales OrchidaceaeJ
Pieridof  Angiosp  Angiosp 5
Gimnosp.
Angiosp

Notas: + = Presencia; - = Ausencia; Zigomic. = Zigomicetos; Rasidiomic. = Basidiomicetos; Ascomic. = Ascomicetos, Gimnosp =
Gimnosperma; Monotro. = Monotropoides; Pteridof. = Pteridofitos; Angiosp. = Angiosperma.

3.1. Endomicorrizas

Este tipo de micorriza es el mas extendido en el planeta, se encuentra en todos
los climas gue permiten el desarrollo vegetal (Azcon-Aguilar y Barea, 1980; Gianina-
zzi-Pearson y Gianinazzi, 1986). De acuerdo con Nicolson (1975), este tipo de sim-
biosis es el mas antiguo. Segln registros fosiles, las plantas terrestres mas primiti-
vas presentaban estructuras similares a las actuales endomicorrizas.

Las endomicorrizas se encuentran tanto en suelos agricolas como forestales, y son
comunes en la mayoria de las familias de angiospermas y parte de gimnospermas (Prit-
chett, 1991). Se calcula que el 90% de las plantas tienen micarrizas endotroficas (Honru-
bia et al, 1992). Este tipo de micorrizas se caracterizan por |a presencia de hifas inter e
intracelulares en el cortex radical, las que penetran en éste, ramificandose desde el
punto de penetracion (Linderman, 1994). En este tipo de micorrizas no se producen
cambios morfologicos apreciables en la estructura externa de la raiz colonizada (Bagya-
raj, 1989), pero la fisiologia de |a planta hospedadora cambia significativamente. Para su
identificacion es necesario utilizar técnicas de tincion y microscopicas apropiadas (Az-
con-Aguilar y Barea, 1980; Perry et al., 1991; Honrubia et al., 1992; Linderman, 1994).




Foto 1. Colonizacion intercelular de endomicorrizas. Se observa presencia de hifas y de
vesiculas.

De acuerdo con Trappe (1987), se puede distinguir dos tipos de endomicorrizas
segun el simbionte que la establezca:

- Endomicarrizas formadas por hongos Zygomycotina
- Endomicorrizas formadas por otros hongos (Ascomycotina o Basidiomycotina).

Las primeras (formadas por hongos Zygomycotina), tienen hifas inter e intracelulares
aseptadas y desarrollan unas estructuras caracteristicas, los arbiisculos. En algunos de
estas asociaciones también se forman vesiculas, ademas de los arbusculos, por lo que
se les denominaba, hasta hace poco, como micorrizas vesiculo-arbusculares, o simple-
mente MVA, o VAM en la literatura inglesa; no obstante la tendencia actual es conocer a
estas asociaciones simplemente como micorrizas arbusculares o con sus iniciales MA en
espanol o en iengua inglesa como AM.

Por otra parte las micorrizas formadas por hongos Ascomycotina o Basidiomycotina
tienen hifas inter e intracelulares septadas y en algunos casos desarrollan alrededor de
las raices afectadas una envoltura miceliar semejante al manto de las ectomicorrizas
(Honrubia et al., 1992).

Las endomicorrizas formadas por hongos Zygomycotina, son las mas frecuentes
dentro de este grupo. Estas micorrizas arbusculares son las més extendidas en el plane-
ta, se han descrito frecuentemente en todos los continentes, incluyendo la Antartida




(Allen, 1991; Ocampo, 1997). La mayoria de las especies vegetales pueden desarrollar-
las en sus raices (Gerdemann, 1975; Ocampo, 1980a; Harley y Smith, 1983; Barea,
1991). En la actualidad se acepta que un 90% de las plantas superiores son susceptibles
de formar esta simbiosis (Roldan y Barea, 1987; Honrubia et al., 1992).

Las especies flingicas responsables de este tipo de simbiosis son unas 125 todas
pertenecientes al orden Glomales (subdivision Zygomycotina), y estan incluidas en los
siguientes géneros: Glomus, Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y
Scutellospora.

Clasificacion taxonomica de los hongos formadores de MA (Morton y Benny., 1990).

Division EUMYCOTA
Grupo: Zygomycotina
Orden: Glomales
Suborden: Glomineae
Familia: Glomaceae
Géneros:  Acaulospora
Entrophospora
Suborden: Gigasporineae
Familia: Gigasporaceae
Géneros:  Gigaspora
Scutellospora

Las hifas se desarrollan tanto fuera de la raiz como dentro de ella. Cuando
éstas se desarrollan dentro de la raiz pueden penetrar las células (intracelular-
mente) o discurrir entre células (intercelularmente), pudiendo ser enteramente de
uno u otro tipo, dependiendo de las caracteristicas de la planta hospedadora
(Gray, 1971; Gerdemann, 1975; Ocampo, 1980a). La hifa puede crecer en la
epidermis de la raiz, pero no forma un manto de hifas alrededor de ésta (Gray,
1971). El conjunto de hifas externas se extiende en el suelo a mas de un centime-
tro de la raiz, pudiendo alcanzar mas de ocho centimetros a partir de ésta; lo
cual incrementa el potencial del sistema radical, tanto en el aspecto nutricional
como en la absorcion de agua; contribuyendo ademas a mejorar la estructura del
suelo, favoreciendo con ello la aireacion e infiltracion de agua (Linderman, 1994;
Rhodes y Gerdemann, 1975).

Un tipo de orgéanulo caracteristico de esta simbiosis es el arblsculo, que son
ramificaciones dicotémicas que se producen a partir de una hifa intercelular que
penetra en una célula cortical, produciéndo el ensanchamiento de la hifa con su
posterior ramificacién (Gerdemann, 1975; Ocampo, 1980a; Harley y Smith, 1983).
Los arblsculos poseen un nicleo grande con nucleolos prominentes, presentan-
do abundantes granulos de polifosfatos almacenados en vacuolas individuales,
las cuales parecen conservar un tamano constante y formar una cadena central
en las ramas mas pequenas (Cox y Sanders, 1974; Ocampo, 1980a). Las hifas
extremas del arbusculo son muy finas (menores a 0,2 micrones de diametro),




pudiendo la estructura entera ocupar toda la célula (Tinker, 1975; Gerdermann,
1975). El arbusculo siempre suele estar rodeado por el plasmalema del hospeda-
dor (Cox y Sanders, 1974). En esta estructura es donde se produce el intercam-
bio de nutrientes entre las células de la planta y el hongo micorricico (Gray, 1971;
Azcén-Aguilar y Barea, 1980).

Otro elemento de esta simbiosis, son las vesiculas que son érganos de reser-
va de forma esférica, oval o globosa, de formacién intercalar o apical en la hifa
principal, que pueden estar localizadas intra o intercelularmente, dependiendo
ello, de su hospedador y condiciones nutricionales (Harley, 1959; Gerdemann,
1975). Se encuentran ubicadas en las diferentes capas de la corteza de la raiz,
aungue también se las puede encontrar en el micelio externo (Harley, 1959).

En el proceso de formacion de las micorrizas vesiculo arbusculares se reco-
nocen cinco hechos claves: a) activacion de los propagulos del hongo que persis-
te en el suelo; b) estimulacion rizosférica del micelio formado; ¢) unién de las
hifas colonizadoras a la superficie de la raiz y formacion de los primeros puntos
de penetracion del hongo; d) progreso de la colonizacién en la raiz y €) crecimien-
to del micelio externo en el suelo que la circunda. Los tres primeros constituyen
la fase de precolonizacion, mientras que los dos Gltimos constituyen a la fase de
desarrollo de la micorriza (Barea y Azcon-Aguilar, 1983; Roldan, 1985).

3.2. Ectomicorrizas

LLas ectomicorrizas tienen una distribucion mas limitada entre las especies vege-
tales y una mayor uniformidad morfologica (Pritchett, 1991). Sélo entre el 3y 5% de
los vegetales establecen este tipo de micorrizas (Trappe, 1987; Barea, 1991); sin
embargo, su importancia forestal es enorme no solo por las familias de plantas con
las que forman simbiosis, sino también, por los grupos flngicos que desarrollan esta
simbiosis (Honrubia et al., 1992). Los hongos ectomicorricicos se asocian con la
mayoria de las especies de coniferas y un gran nimero de especies de frondosas en
ambientes templados o mediterraneos, aunque también pueden existir en ambientes
tropicales o subtropicales tales como savanas y pluviselvas (Dightony Mason, 1985;
Brundrett et al. 1996). Excepcionalmente algunas especies de herbaceas de familia
de Cyperaceae y Polygalaceae también forman este tipo de asociacién (Brundrett et
al. 1996).

Como se ha indicado el porcentaje de plantas que forma este tipo de asociacion
no es cuantioso, sin embargo desde un punto de vista forestal si es de gran trascen-
dercia. Diversas familias con una gran cantidad de géneros de especies forestales
han mostrado que establecen este fipo de asociacidn. Entre las coniferas se pueden
destacar las familias de las Cupressaceae y de las Pinacea mientras que en las
frondosas se han enconfrado distintos géneros, con capacidad de formar este tipo
de micorrizas, en familias de Betulaceae, Casuarinacea, Fagaceae, Juglandacea,
Mirtaceae, Salicacea, Tiliaceae, Uimaceae, entre otros (Harley y Smith, 1983}




Ciertas especies son méas micotrdficas que otras en la medida que obtienen ma-
yores beneficio de las micorrizas. La dependencia de las plantas a las micorrizas se
define como el grado en que una planta depende de las condiciones de estar micorri-
zadas para producir su maximo crecimiento y rendimiento a un nivel dado de fertili-
dad de suelo {Gerdemann, 1975; Azcén-Aguilar y Barea, 1980).

El factor que contribuye fundamentalmente a la dependencia de las plantas a las
micorrizas, es su capacidad de captar el fésforo del suelo, que es el principal ele-
mento implicado en la efectividad y desarrollo de las micorrizas. Asi, las especies
forestales, menos eficientes en la captacion de fosfatos de la solucion edafica, o con
una demanda mas alta de fosforo, son las mas dependientes de la simbiosis (Azcon-
Aguilar y Barea, 1980; Menge, 1982; Roldan, 1985; Mosse, 1986).

La morfologia y geometria del sistema radical, asi como factores de tipo fisiolégi-
co 0 anatémico, también pueden influir en el grado de dependencia de las plantas a
las micorrizas (Roldan, 1985; Garcia-Garrido y Ocampo, 1986; Salamanca, 1991).
Sin embargo, el grado de dependencia de una planta a la micorrizacién puede estar
influida por factores como tipo de suelos, contenido de fosforo en éste, especie de
micorrizas, etc.

4.2. Especificidad

Como se ha sefalado anteriormente existen patrones de especificidad acerca de
grandes grupos de plantas en relacion con tipos de hongos capaces de establecer
simbiosis. Sin embargo los grupos de asociacion micorricica deben ser analizados
en forma independiente pues si bien es cierto en algunos de ellos la especificidad no
es un aspecto de consideracion en el establecimiento de la simbiosis (endomicorri-
zas) en otros si hay una estrecha relacion entre hospedador y hongo simbionte,
como es el caso de las micorrizas ectotroficas, arbutoides u orquidioides (Allen,
1991)

Los hongos formadores de MA presentan baja especificidad, encontrandose en
muchos casos gue un propagulo puede llegar a micorrizar un amplio rango de plan-
tas hospedadoras (Harley y Smith, 1983; Molina et al., 1991; Miller, 1991). Tedrica-
mente cualquier hongo formador de micorriza vesiculp arbuscular puede colonizar a
cualquier planta hospedadora, no obstante, existen grandes diferencias entre los
distintos endofitos, tanto en la morfologia de la colonizacién como en el grado de
micorrizacion, que inciden en la efectividad de las micorrizas vesiculo arbusculares
formadas en una planta determinada (Roldan, 1985).

Al respecto Janos (1980a) sostiene que cada especie vegetal parece compatibili-
zar mejor con determinados hongos, por ello, se suelen ir produciendo selecciones
indirectas de los hongos formadores de MA por parte de las plantas que integran las
comunidades vegetales. Es importante mencionar también que algunas propiedades
del suelo como pH, nivel de macro y micronutrientes asimilables, pueden influir en
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algin grado en la selectividad de los hongos formadores de micorrizas arbusculares
(Garcia-Garrido y Ocampo, 1986; Mosse, 1986).

A medida de que hay una mayor especializacidn en la asociaciéon micorricica,
comienza a aparecer una mayor relacién de especificidad (Allen 1991). Incluso en
algunos casos el hongo puede colonizar el cortex de determinadas plantas no hospe-
dadoras con un comportamiento parasitico. Esta situacion se ha descrito en plantas
de Eucalyptus colonizados por un hongo micorricico de pino que ha producido necro-
sis celular en las células corticales del hospedador, a pesar de que en condiciones
naturales con su hospedador compatible formaba una simbiosis normal (Malajzuk et
al. 1984),

4.3. Efectividad de la simbiosis

Si bien es cierto que la especificidad en la relaciéon micorricica es de muy baja
importancia en algunos tipos de asociaciones, la efectividad de la simbiosis depen-
derd en gran medida de la correlacién que exista entre el hongo micorricico y la
planta hospedadora (Roldan, 1985; Salamanca, 1991; Pereira, 1997).

La eficiencia de un hongo formador de micorrizas esta dada por la capacidad de
estimular la captacion de nutrientes, lo que se relaciona con la formacion de un
micelio extenso y bien distribuido en el suelo y la persistencia de sus efectos. Todo
esto se logra por la capacidad del hongo de producir colonizaciones extensivas en
las nuevas raices que se van formando, como también, por la eficacia para absorber
fosfatos y del tiempo que las hifas permanecen efectivas en el transporte de nutrien-
tes hacia la planta (Roldan, 1985; Garcia-Garrido y Ocampo, 1986).

4.4. Condiciones fisico-quimicas del medio

Cuando se analiza la formacion de micorrizas se debe tener en consideracion el
efecto de los nutrientes del suelo. Generalmente la colonizacién de plantas por hon-
gos micorricicos disminuye cuando se incrementa la fertilidad del suelo (Azcon y
Barea, 1980; Ocampo, 1980c; Brundrett et al. 1996). Niveles altos de nitrégeno y
fésforo en el suelo pueden llegan a reducir o inhibir el desarrollo de las micorrizas
(Mosse, 1973; Gerdemann, 1875; Azcon y Barea, 1980; Ocampo, 1980c; Aziz, et
al., 1987:; Barea, 1991; Honrubia et al., 1992).

Altas concentraciones de fésforo en las plantas no solo parecen hacerlas resis-
tentes a la colonizacién (Mosse, 1973; Amijee et al., 1989), sino que en algunos
casos, determinadas concentraciones de este elemento producen una reduccidn en
el crecimiento de las plantas micorrizadas (Ocampo, 1980c¢).

De acuerdo con Roldan (1985), mas que el nivel de fosforo en el suelo interesa la
concentracién de este elemento en la planta, ya que es el que controia el estableci-




miento y funcién de las micorrizas. Al respecto Jasper et al., (1989), sefalan que
cuanto més alta es la concentracion de fosforo en una planta, mas bajo es el conte-
nido en carbohidratos solubles de la raiz y de sus exudados y en consecuencia es
maés baja la frecuencia de puntos de entrada del hongo formador de micorriza vesicu-
lo arbuscular en la raiz.

Con respecto a la aplicacion de nitrogeno, al parecer este elemento inhibe la
colonizacion de por hongos micorricicos en plantas cultivadas en invernadero y en
campo, siendo su efecto depresivo mas marcado que el del fosforo (Ocampo y Hay-
man, 1981, Hayman, 1983).

Otro aspecto a observar es el pH del suelo. La acidez es un factor edafico que
puede influir en gran medida en la distribucion de las micorrizas (Sigueira et al.,
1984). Las especie de hongos micorricicos difieren en su tolerancia al pH del suelo
{Abbott y Robson, 1985; Allen, 1991; Honrubia et al., 1992; Brundrett et al, 1996).
Aquellas especies mas tolerantes a la acidez del suelo pueden jugar un papel impor-
tante en la adquisicion de P para las plantas, especialmente en suelos tropicales.

El pH del medio de crecimiento usado para la propagacion de las micorrizas
puede afectar la germinacion de esporas, crecimiento de las hifas y por ende el
desarrollo de algunos hongos micorricicos (Sigueira et al., 1984; Harley Smith, 1983).
Al respecto este (ltimo autor afirma que el pH puede tener un efecto directo o indi-
recto sobre la germinacion de las esporas ya que puede afectar la solubilidad de
elementos esenciales y de toxinas, ademas de incidir en el crecimiento de los tubos
de germinacion.

4.5. Factores biolégicos y ambientales

La presencia de microorganismos es un aspecto de notable incidencia en la ger-
minacion de las esporas de los hongos micorricicos, pudiendo tener efectos signifi-
cativos seglin el microorganismo involucrado (Azcén y Ocampo, 1981). Se ha obser-
vado que la reduccion en la efectividad en algunas asociaciones micorricicas en
campo, esta asociada a la presencia en estos suelos de microartropodos, especial-
mente del orden Collembola (Mc Gonigle y Fitter, 1988). Aunque generalmente estos
organismos se asocian desde un punto de vista positivo en relacion con los ciclos de
nutrientes del suelo, al parecer la continua ingestion del micelio micorricico puede
provocar una disminucién de las conexiones hifales, dando incluso origen a una pér-
dida de produccion de biomasa vegetal (Salamanca, 1991).

Entre los factores ambientales, la temperatura del suelo puede incidir en la forma-
cion de micorrizas (Harley y Smith, 1983; Van Nuffelen y Schenck, 1984). En general
al incrementar la temperatura en el suelo, el porcentaje de colonizacion aumenta
hasta alcanzar un méaximo alrededor de los 30°C para luego decrecer, inhibiéndose
por completo cuando la temperatura sobrepasa los 40°C (Harley y Smith, 1983).




La luz es otro factor que puede incidir en los procesos de formacion de fas mico-
rrizas. De acuerdo con Azcon y Barea (1980), cuando las plantas son colocadas en
ligera penumbra, la colonizacién no sufre alteraciones significativas, sin embargo
cuando la sombra aumenta, la colonizacion se reduce drasticamente. Es importante
mencionar también que este factor ambiental puede afectar en forma indirecta al
proceso de micorrizacion. En muchos lugares del mundo, entre estos israel, Austra-
lia, Egipto, México, Sudafrica y Espana, la solarizacién es una técnica frecuentemen-
te usada para el control de patégenos en el suelo (Baker y Cook, 1974, Borges,
1982). Altas temperaturas alcanzadas en los primeros 30 ¢cm de suelo (36 a 50°C)
por periodos prolongados afectan seriamente al proceso de micorrizacién. Al res-
pecto Harley y Smith, (1983) afirman que sobre los 40°C de temperatura en el suelo
la micorrizacion se inhibe completamente. Es importante destacar también que es-
poras de resistencias de los hongos micorricicos pueden sobrevivir a este tipo de
tratamientos.

5. EFECTO DE LAS MICORRIZAS SOBRE LAS PLANTAS

Los programas de repoblacion forestal, en general responden a paliticas terri-
toriales con horizontes de trabajo a largo plazo y en muchos casos que involu-
cran importantes superficies, por lo que se debe tratar de minimizar las posibles
causas de fracaso. En la actualidad estd cada vez mas aceptada la idea de incor-
parar criterios ecolégicos que van desde la seleccidn de especies autoctonas
por sus ventajas de adaptacion al medio. No obstante, la restauracion de ecosis-
temas no se realiza Unicamente con la incorporacion de plantas lenosas, sino que
en muchos casos se debe restaurar el ambiente microbiano del suelo. También
se debe considerar que las plantas usadas en la repoblacion forestal, sufriran
una serie de estrés por el efecto del fransplante del vivero a condiciones de
campo, por lo que surge la necesidad de desarroilar en vivero, los sistemas radi-
cales para la produccidn de plantas vigorosas, teniendo la micorrizacion de ague-
llas un importante papel a la hora de asegurar la supervivencia de los trasplantes
y la salud de las plantas.

5.1. Mejor aprovechamiento por las plantas los nutrientes disponibles

En muchas situaciones las plantas deben hacer frente a situaciones de estrés
causada por la infertilidad de los suelos. Tinker (1984), demostro que las micorrizas
vesiculo arbusculares ayudan a !a planta en la adquisicion de nutrientes del suelo,
especialmente aquellos de baja movilidad tales como P, Zny Cu; al igual que aquellos
jones mas moviles como, Ca, K, Fe, Mg, Mn, Cl, B y N. Para ello las plantas han
adaptado algunas estrategias tales como: (1) cambio en la capacidad de absorcion,
(2) modificacién de la relacion area radicular/area foliar y (3) interaccion rizosférica
(Barea, 1991). Al parecer las plantas que han evolucionado a héabitats infértiles, tie-
nen una baja capacidad de absorcién radicular, debido a la baja disponibilidad y lenta
difusion de los nutrientes (Chapin, 1980; Barea, 1991). De acuerdo a las observacio-




nes de Chapin (1980), en este tipo de ambientes, las plantas presentan alta tasa de
micorrizacion, la que al parecer, seria la responsable de la mayor longevidad de las
raices y de |la absorcion de nutrientes.

No se debe olvidar que el hongo proporciona un aumento de la superficie de
absorcion del sistema radical de la planta. El micelio fingico actia de manera
expansiva, a modo de extensiones que aumentan la superficie exploratoria que
constituye el sistema radical, constituyendo una superficie adicional de gran efi-
cacia en la absorcién de iones de lenta difusion en el suelo. Ademas estas exten-
siones son fisiologica y geométricamente méas efectivas que las propias raices.
Las hifas miceliares por su peculiar forma de nutricién, mediante la emision de
enzimas exogenos, incorporan rapidamente los minerales en su citoplasma y -
posteriormente los translocan hasta el propio sistema vascular del hospedador
(Trappe, 1981). Debido ademas a que el micelio de un Gnico individuo flngico
puede extenderse a través del suelo grandes distancias, nos encontramos con
que muchas plantas, sus micorrizas asociadas y las hifas extramatriciales estan
en estrecho contacto en el suelo (Allen, 1991), asi una comunidad de hongos
micorricicos puede fisica y fisiolégicamente conectar bajo tierra diversos hospe-
dadores a través de la red de hifas extramatriciales.

Los mecanismos bioguimicos involucrados en la absorcion de fésforo por ecto y
endomicorrizas y su consiguiente transferencia a las células del hospedador, no es-
tan plenamente esclarecidos. Bowen y Theodorou (1973) sugirieron que una de las
propiedades de las ectomicorrizas es su habilidad para incrementar la solubilizacion
de las formas insolubles de fosfato organico del suelo. Callow et al. (1978) demostra-
ron que grandes cantidades de ortofosfato tomadas por raices colonizadas por hon-
gos formadores de micorrizas vesiculo-arbusculares eran transformados en granu-
los de polifosfatos. Cox et al. (1980) sugirieron que estos granulos son rapidamente
translocados a través de las hifas del hongo por medio de corrientes citoplasmati-
cas. Callow et al. (1978) sugirieron que el polifosfato podria ser roto en los arbuscu-
los de VAM por una polifosfatasa, liberando fosforo inorganico, o una polifosfato
quinasa, liberando ATP. Los productos liberados por las enzimas son directa o indi-
rectamente usados en la translocacion de fosforo inorganico a través de la interface
arbusculo/hospedador.

También se ve incrementada la captacién de nitrégeno del suelo en plantas mico-
rrizadas en comparacion con las no micorrizadas. Trabajos de Barea, (1991), de-
mostraron gue las micorrizas utilizan formas de nitrégeno dificimente utilizables por
plantas no micorrizadas. Ademas con °N se ha evaluado el efecto de las micorrizas
favoreciendo indirectamente la fijacion de N,. Los hongos ectomicorricicos pueden
emplear los recursos de nitrageno del fondo comtn (pool) del suelo tanto en forma
de nitrégeno orgénico incluyendo proteinas y amino acidos libres (Alexander, 1983),
como en forma de nitrégeno inorganico incluyendo amonios y nitrato (Alexander,
1983). También tienen la habilidad de convertir el nitrégeno absorbido a formas mas
rapidamente metabolizables por el hospedador y de transportarlo a través de consi-
derables distancias.




5.2. Mejor aprovechamiento de recursos hidricos

Diversos estudios han puesto de manifiesto que las micorrizas mejoran la
relacion hidrica de las plantas (Cooper, 1984; Augé et al., 1987; Zajicek et al,,
1887; Faber et al., 1991). De esta forma una planta micorrizada responderia de
mejor manera al estrés hidrico del suelo (Gerdemann, 1975; Ellis et al., 1985;
Safir y Nelsen 1981; Augé et al., 1987; Barea, 1991). Al parecer existe un efecto
de las micorrizas en la morfologia de la raiz (ramificacién radicular, nimero de
meristemas apicales) y anatomia de ésta (lignificacion) (Gerdemann, 1975; Mars-
chner, 1995). Ahora bien, este cambio en el balance hidrico de la planta micorri-
zadas, puede también, ser consecuencia hormonal y de cambios estructurales
en la planta hospedadora (Marschner, 1995).

De acuerdo con Cooper, (1984) se puede afirmar que las micorrizas inducen
una disminucion de la resistencia al transporte de agua en las plantas, es decir,
existe un aumento de la conductividad hidrica bajo condiciones de deficiencia de
fosfato. Tales efectos pueden estar asociados con cambios en otros parametros
inducidos por las micorrizas, como el mantenimiento de un potencial de agua
mas elevado en la planta, unos ritmos de transpiracién superiores, resistencia
estomatica méas baja, etc. (Gianinazzi- Person y Azcon-Aguilar, 1991). Sin embar-
go, la adicion de P produce efectos similares a las micorrizas, lo que sugiere que
los efectos pueden deberse simplemente al mejor estado nutricional de las plan-
tas inducido por la simbiosis (Gianinazzi-Person y Azcon- Aguilar, 1991). Por otra
parte, se ha probado que en plantas de no lenosas (micorrizadas y no micorriza-
das) con similares estatus nutricional, se producen diferencias en el comporta-
miento al estrés hidrico (Augé y Stodola, 1990). Al respecto Hardie y Leyton
(1981), muestran que la conductividad hidrica y los flujos de agua en raices de
herbédceas son superiores en plantas micorrizadas que en controles a los que se
les adiciond fosfatos.

Un aspecto clave en los efectos de las MVA en suelos con bajo potencial de
agua en el suelo, es aquel basado en la capacidad de las hifas externas del
hongo para captar agua mas lejos de la zona de deficiencia que normalmente
rodea la raiz en condiciones de sequia. De esta forma las hifas sobrepasarian ese
vacio hidrico y conectarian a la planta con el suelo menos deficitario en agua. No
obstante, los flujos de entrada de agua a las hifas se han calculado que no sobre-
pasan los 2,8x105 mg/seg (Allen, 1982), lo que al parecer no justificaria un
efecto directo de las micorrizas en la captacion de agua (Gianinazzi-Person y
Azcon-Aguilar, 1991). Faber et al. (1991), han observado transporte de agua en
las hifas extrarradicales de MVA, sin embargo, el pequeno diametro de las hifas
(aproximadamente de 2 a 14 micrometros) requeriria una alta masa de flujo de
agua (impracticable) hacia la raiz para hacer una contribucién sustancial para
satisfacer la transpiracion de la planta hospedadora (Marschner, 1995). Tales
masas de flujo no sélo serian impracticable, sino que serian incompatibles con la
necesidad en el transporte bidireccional que se observan en las hifas.




5.3. Situacion de estrés por exceso de salinidad

Es conocido que un exceso de sales solubles en los suelos es un problema,
especialmente si se une a esto condiciones de aridez y semiaridez. La consecuencia
principal de las plantas que crecen en este tipo de ambiente, es la presencia de
sintomas de toxicidad especificos, deficiencias y desbalances nutricionales causan-
do a la vez, dificultades en la captacion de agua (Barea, 1991; Gianinazzi-Person y
Azcon-Aguilar, 1991). El exceso de Cl por ejemplo disminuye la capacidad de la
planta para captar el NO, y PO, un exceso de Na* provoca desbalances en la asimi-
lacion de Ca~y Mg*, lo cual se fraduce en una disminucion de las tasas de fotosinte-
sis (Plaut y Grieve, 1988).

Debido a las consecuencias que tiene una elevada salinidad sobre la captacién de
nutrientes, actividad fotosintética y balance hidrico del vegetal, es importante consi-
derar el posible papel de las micorrizas vesiculo arbusculares en este contexto (Gia-
ninazzi-Person y Azcdn-Aguilar, 1991). De acuerdo con Hirrel y Gerdemann (1980) y
Safir (1994), las micorrizas incrementan la tolerancia de la planta a la salinidad. Esto
podria ser explicado en parte al incrementar las plantas micorrizadas la concentra-
cion de K+, (Allen y Cunningham, 1983). En este tipo de plantas se encuentra una
relacién de K+ / Na + mas alta que las plantas no micorrizadas, lo que resultaria en
una proteccion frente a este tipo de estrés (Gianinazzi-Person y Azcon-Aguilar, 1991)

5.4. Mayor resistencia a concentraciones de metales pesados

La contaminacion de metales pesados, lluvias acidas y biocidas, puede causar
problemas de estrés en el ecosistema planta suelo (Barea, 1991). De acuerdo con
Gildon y Tinker (1981, 1983), altas concentraciones de metales pesados (Zn, Cu, Ni,
y Cd) en el suelo puede reducir o inhibir completamente la colonizacion micorricica
de las raices de las plantas. Sin embargo, las micorrizas vesiculo arbusculares pue-
den desarrollar razas capaces de adaptarse a este tipo de ambiente (Mosse et al.,
1981; Abbott y Robson, 1991; Sylvia y Williams, 1992). Existe poca evidencia sobre
los mecanismos involucrados en la tolerancia de las plantas a este tipo de ambiente.
Al respecto Arines et al. (1989) y Linderman (1994), sostienen que los materiales
toxicos son excluidos selectivamente o son modificados de alguna manera para im-
pedir el efecto toxico sobre el crecimiento de las plantas. Recientemente, Pereira y
Herrera (1997) han sefalado la resistencia a altas dosis de Cu que le proporcionan
las micorrizas a plantas de Eucalyptus.

De acuerdo con Killham y Firestone (1983), las micorrizas vesiculo arbusculares
pueden mejorar la toma de elementos tales como el zinc. Esto tedricamente podria
suponer que las MVA aumentarian la toxicidad para la planta hospedadora. Sin em-
bargo, la alta efectividad de las MVA en |a adquisicién y entrega del zinc para la planta
se produce en suelos deficitarios de este elemento (Faber et al., 1990: Kothari et al.,
1990). Por el contrario, cuando ésta crece en sitios con un alto suministro externo
de zinc las MVA inducen bajas concentraciones de este metal en la parte a,rea de la
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planta, observandose ademas beneficios en el crecimiento de la planta hospedadora
(Gildon vy Tinker, 1983; Dueck et al., 1986: Hetrick et al., 1994).

En cuanto a los incrementos en la tolerancia del cobre en plantas inoculadas con
MVA es probable que ésta se relacione con una alta retencion del Cu en el micelio
externo de [as raices de Ia planta hospedadora (Li et al, 1991).

5.5. Mejora de condicion sanitaria

El ataque de organismos patogenos a las plantas puede también ser considerado
como una situacion de estrés para el desarrollo de éstas. Numerosos estudios han pues-
to de manifiesto que las micorrizas vesiculo arbusculares pueden disminuir la severidad
de enfermedades causadas por hongos patdgenos, bacterias y nematodos en fas raices
de las plantas (Trappe y Fogel, 1977; Ocampo, 1980c; Garcia-Garrido y Ocampo, 1988;
Garcia- Garrido y Ocampo, 1989; Gunjal y Paril, 1992; St-Arnaud et al, 1997). Ello puede
ser gjercido mediante distintos mecanismos: a) Balance nutricional: la planta micorrizada
alincrementar la absorcion de nutrientes se encuentra en mejor situacion fisiclégica para
hacer frente al ataque de organismos patdgenos (Graharn y Menge, 1982; Graham vy
Egel, 1988). b) Proteccion radicular: Cuando se preduce una buena colonizacion de la
planta hospedadora, la micorriza puede actuar directamente protegiendo el sistema rads
cular. Al respecto Ocampo (1980c) y Garcia-Garrido y Ocampo (1988b), afirman que las
MVA estan en una posicion ecolégica Unica, pues se encuentran tanto dentro de la raiz
como fuera de ella. Por lo tanto pueden reforzar las defensas naturales de la raiz frente a
la invasion de organismos patogenos compitiendo con ellos para ocupar el nicho ecologi-
€O que representa la raiz de la planta hospedadora. Los posibles mecanismos implicados
son la competicion por sitios de colonizacién, disminucién de azlcares en la raiz, incre-
mento de actividades enzimaticas oxidativas, asi como la produccion de metabolitos
secundarios tales como lignina, fenoles, fitoalexinas, etileno, etc. (Ocampo, 1993).

Algunos de los anteriores mecanismos, o combinaciones de ellos, pueden estar
implicado en la disminucion de enfermedades radicales en las plantas micorrizadas.
Los efectos de las micorrizas sobre otros grupos microbianos varian segun las espe-
cies del micosimbionte. Las hifas extrarradicales de hongos endomicorricicos exu-
dan compuestos organicos que son sustratos para bacterias y otros microbios del
suelo. Estas asociaciones microbios-hifas producen frecuentemente materiales go-
mosos que cambian la estructura del mismo por formacion de pequenos agregados,
afectando a la aireacion, percolacion y estabilidad del suelo. La formacién de micorri-
za en cierto grado altera la presion selectiva de las poblaciones de microorganismos
del suelo, algunos de los cuales pueden ser antagonistas de patdgenos de las rai-
ces. Harley y Smith (1983) describen diferentes ejemplos, en los que hongos micorri-
cicos o asociaciones micorricicas pueden jugar un importante papel en la reduccion
de problemas patoldgicos radiculares.

Gran parte de los trabajos en micorrizas arbusculares se han centrado en el
estudio sobre la interaccién entre la micorriza y nematodos, hongos v virus fitopaté-
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genos, también se ha estudiado la interaccidn entre hongos endamicorricicos y bac-
terias beneficiosas para la planta como Rhizobium cuya colonizacion de las raices se
ve favorecida por la colonizacion de estos hongos (Salamanca, 1991), sin embargo
hay pocos trabajos sobre la interaccion entre bacterias fitopatogenas y micorrizas
(Bagyaraj, 1984; Garcia-Garrido y Ocampo, 1987).

5.6. Cambios morfologicos y fisiologicos en las raices y tejidos
radicales

Las micorrizas son el resultado de la interaccion de ambos simbiontes, en el caso de
las ectomicorrizas la sincronizacién entre el crecimiento radical y la diferenciacion fungi-
ca dan como resultado, en muchos casos, una modificacion del sistema de ramificacién
radicular. Este nuevo patrén de desarrollo, consiste en raices con un crecimiento restrin-
gido (raices cortas) que tienen la caracteristica de estar micorrizadas y que estan dis-
puestas sobre raices de mayor envergadura tanto en grosor como en longitud. El creci-
miento mas lento de parte de las raices al parecer estaria determinado por la dificultad
que tiene el hongo de colonizar tejidos en rapido crecimiento (Brundrett et al., 1996).

Un caso particular sucede con diversas especies del género Pinus, en el que las
raices no solamente sufren el anterior comportamiento, sino que tienen un crecimiento
dicotémico tipico, con ramificaciones apicales perpendiculares al eje principal de la raiz.

Otra estructura muy conocida en las ectomicorrizas es la denominada red de Hartig,
gue esta constituida por un entramado de hifas que rodean el cortex radical permitiendo
una enorme superficie de contacto entre ambos simbiontes (Harley y Smith, 1983).

6. Técnicas de estudios de micorrizas

Diversos parametros pueden ser evaluados con objeto de aproximarse al entendi-
miento de este tema. Brundrett et al. (1996), entre ellos destaca la medicion del
peso fresco o seco de las raices (g/planta); longitud radicular (m/planta); densidad
de raiz (m de raiz/ de suelo); largo especifico de raiz (m de raiz/g de raiz); drdenes
de ramificaciones y frecuencia de ramificaciones laterales; longitud de pelos radica-
les (mm); frecuencia de pelos radicales (nimero de pelos radicales/mm de raiz);
tasas de crecimiento (mm/dia); fenologia (cambios de actividad estacionales); perio-
dos de vida (semanas, afos); longitud total de raices micorrizadas {m/planta; m/1 de
suelo); proporcién de raices micorrizadas (%); biomasa micorrizadas (% de biomasa
radicular; mg/kg de suelo); contenido de nutrientes.

6.1. Toma de muestras de raices micorrizadas

Las raices a ser analizadas pueden tener diferentes procedencias siendo las méas
frecuentes de vivero o directamente del campo. En general se considera mas ade-




cuado tomar muestras compuestas por una serie de pequenas submuestras de dife-
rentes sectores, mas que a tomar una gran cantidad de un solo lugar. En primer lugar
se debe realizar una cuidadosa separacion del suelo de las raices, con objeto de
minimizar la pérdida de raices secundarias. En algunos casos esta tarea es de facil
gjecucion como sucede en suelos arenosos, no obstante en suelos arcillosos se
debe extremar el procedimiento. La pérdida de raices finas constituird una fuente de
reduccion en la fiabilidad de la posterior evaluacion.

6.1.1. Limpieza de raices

Los procedimientos de limpieza deberan ajustarse a los parametros que se de-
sean evaluar y la importancia relativa que tendrd mantener mas o menos intacto la
raiz. En general el procedimiento de lavado de raices, que se describe a continuacion
deberia ser suficiente.

- Inmersion de los sistemas radicales intactos en un vaso de precipitado o cubo
con agua, de acuerdo al volumen de la muestra. Se debera agitar suavemente
con objeto de conseguir la separacion del suelo de las raices.

- Sise necesitan algunas muestras con un mayor grado de limpieza, 1as raices
libres de partes gruesas de suelo, depositadas sobre un tamiz adecuado pue-
den ser lavadas con cierta presion de agua.

En el caso de plantas con raices laterales finas, que pueden darse en las
especies portadoras de ectomicorrizas, se debe prestar una atencion particu-
lar para evitar su deterioro. Se recomienda lavar cuidadosamente estas raices
sobre un fino tamiz, para evitar las pérdidas de raices finas que en muchos
casos tienen parte importantes estructuras micorricicas.

- Después de haber eliminado el suelo de las raices, estas muestras limpias
pueden ser mantenidas, por varios dias si fuese necesario, en condiciones de
humedad dentro de bolsa plasticas a baja temperatura (4 — 5°C). Si se desean
conservar se pueden mantener preservadas por meses en viales adecuados
en una solucién de etanol al 50%.

6.1.2. Extraccion de raices del suelo

En muchos casos los estudios de micorrizas se realizan en condiciones controla-
das, ya sea invernaderos o camaras de cultivos, para evitar o reducir los riesgos de
contaminacion con otros microorganismos. Sin embargo en otros casos, se usan
muestras que proceden de plantas cultivadas en campo, de plantaciones forestales
o de ecosistemas naturales. En estos casos los aspectos de mayor importancia son
poder colectar material radicular que sea lo suficientemente joven para tener micorri-
zas y por ofra parte que no esté contaminado por raices de otras plantas.
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Dentro del protocolo de actuacion en la toma de muestras de raices de Brundrett
et al. (1996) se destacan las siguientes etapas.

- Se debe realizar una excavacion con especial cuidado de gue no se pierdan
las raices finas de la especie de interés. Asimismo, se deben eliminar los
sistemas radicales de otras especies que estén en la muestra de suelo. Fre-
cuentemente al tomar muestras de arbustos o arboles se deben realizar ex-
ploraciones del suelo de cierta profundidad para conseguir raices finas.

- Se deberian tomar muestras de diferentes individuos de la misma especie con
objeto de apreciar posibles diferenciaciones entre grados de colonizaciones
micorricicas. Si es posible, incluso seria diferenciar las mustras si se han
tomado de habitats diferentes.

- Se debe realizar una adecuada determinacion de la especie analizada, incluso
senalando que tipo de referencia para determinar la especie se utilizo.

- Se recomienda realizar tomas de muestra a lo largo de diferentes estaciones
del ano. Se han observado fluctuaciones en la presencia de determinadas
estructuras de las micorrizas a lo largo del afio.

6.2. Aclarado y tincion de las raices micorrizadas

En muchos casos algunas de las estructuras de las micorrizas pueden ser
observadas directamente con las muestras en condiciones naturales. Esto suce-
de con las estructuras externas de las ectomicorrizas, no sucede lo mismo con
las estructuras micorricicas internas que se dan tanto en las micorrizas arbuscu-
lares como en las ectomicorrizas. Se han probado diferentes métodos de aclara-
do de raices, que tienen como objetivo la eliminacion de contenidos celulares y
de pigmentos de la pared celular de la planta, por medio de agentes quimicos.
Después de realizada esta actividad es posible a través de la aplicacién de una
tincion diferencial apreciar las diferentes estructuras tanto fingicas, de la planta
como simbidticas.

6.2.1. Aclarado de las raices micorrizadas

Las raices que van a ser aclaradas deben estar libres de suelo por lo gque deben
de haber pasado la etapa de lavado. Se debe tener en consideracion que la solucion
de aclarado, normalmente una solucién de KOH, debe estar en un volumen tal que
sea suficiente para que las raices estén sumergidas. Las raices no deberian estar
formando una trama espesa en la solucién de aclarado. También para facilitar la
tarea en muchos casos las raices antes de ser aclaradas son cortadas en secciones
gue normalmente van de 2 a 5 cm. Se debe tener especial atencion al uso del KOH
por su efecto caustico en contacto con la piel.




En resumen, las fases del aclarado son las siguientes a pesar de que frecuente-
mente se deben realizar pequenas modificaciones, especialmente respecto a tiem-
pos de aplicacion del tratamiento, de acuerdo a las especies involucradas.

Se sumergen las raices cortadas, libres de suelo dentro de un tubo de ensayo,
0 cualquier otro tipo de contenedor que resista alta temperatura. Las raices
se cubren con una solucién de KOH al 10%. Normalmente las masas de raices
que se decoloran en forma eficiente no pasan de 1 a 2 g. Si se dispone de
mayor material se deberia utilizar un segundo contenedor. Es fundamental que
cada muestra este perfectamente identificada para evitar posibles confusio-
nes en las etapas siguientes.

Las muestras se someten a ebullicidon en bano maria. Los tiempos de perma-
nencia normalmente son entre 60 a 90 minutos, dependiendo esto de la ligni-
ficacion del material. Como una alternativa al bano maria se ha utilizado con
buenos resultados autoclaves en los que se dejan las muestras entre 15 a 20
minutos a 121° C.

En algunas especies a pesar del tratamiento con KOH pueden permanecer
algunos pigmentos fendlicos. En estos casos se realiza un segundo aclarado.
Una vez que a las muesiras se les ha sometido a un lavado con agua para
eliminar los restos de KOH, se les aplica agua oxigenada (H,0,). EI H,0, utiliza-
da tiene una concentracion al 10% (v/v). Normalmente una aplicacion de H,0,,
a bano maria por 30 minutos es suficiente en la mayoria de las especies.
Después de este tiempo las raices son lavadas en agua y estan en condicio-
nes de ser tenidas.

6.2.2. Tincion de las raices micorrizadas

Existen diversas tinciones diferenciales utilizadas en el estudio de las micorrizas.
Se describird una de elias, que ha sufrido algunas modificaciones, dada la toxicidad
de algunos de los componentes iniciales: La tincidn descrita corresponde a la utiliza-
cion de Azul Tripan modificada de Phillips y Hayman (1870). En este caso, al igual
que en el anterior se debera disponer de tubos de ensayos o de recipientes de vidrio
resistentes a altas temperaturas.

Las raices que proceden del aclarado y que han sido lavadas en agua se
sumergen en una solucién de HCI (0,1N), a temperatura ambiente, por 3 a 5
minutos. En algunos casos este tiempo puede ser de hasta 7 minutos si la
muestra esta muy lignificada.

Después de este tiempo, se elimina el HC!, sin enjuagar las raices.

A las raices, que no se han enjuagado, se les aplica una solucion de Azul
Tripan (0,05% diluido en Acido lactico), en suficiente cantidad para que cubra




a las muestras. Estas muestras se llevan a ebullicién, en condiciones de bano
maria, durante 10 minutos, a pesar de que el tiempo final recomendado para
cada caso estara en relacion directa con la especie involucrada.

- Una vez tenidas las raices estas pueden observarse al microscopio, pudiendo
mantenerse en buenas condiciones en acido lactico.

6.3. Evaluacion de las colonizaciones micorricicas

Frecuentemente es necesario evaluar los niveles de colonizacion de micorricica,
tareas qgue se realizan, a nivel microscopico después de haber aclarado y tefido las
raices. Conforme a las caracteristicas diferenciales de las micorrizas arbusculares y
ectomicorrizas se describiran brevemente sistemas de evaluacion para cad uno de
estos dos casos.

6.3.1. Evaluacion de las micorricicas arbusculares

- Normalmente una de las primeras mediciones que se llevan a cabo esté
basado el método descrito por Giovannetti y Mosse (1980). En este méto-
do se lleva a cabo la evaluacion sobre una placa de Petri, provista en su
base de un sistema de cuadriculas. Las raices se colocan en la cuadricula
y se cuentan las intersecciones establecidas entre las raices y los ejes de
las cuadriculas.

- La proporcion de raices micorrizadas respecto a las no colonizadas se puede
establecer comparando el nimero de intersecciones en une y otro caso. Para
establecer la longitud de raiz, debe aplicarse un factor de correccion derivado
de la longitud total de las cuadriculas y la superficie de la placa.

- Los autores del método recomiendan gue se realicen varias mediciones de
cada una de mds muestras para obtener un dato medio representativo.

- También se ha sugerido la utilizacién de tramos de colonizacion, que pueden
estar representados por diferentes niveles de porcentajes de colonizacidn. No
obstante este sistema esta sujeto a fuertes niveles de subjetividad.

6.3.2. Evaluacion de las ectomicorrizas

En este tipo de asociacion diversas caracteristicas micorricicas pueden obser-
varse sin necesidad de tincion. Entre estas el color, textura, grosor, ramificaciones
pueden diferenciar una raiz micorrizada de otra que no lo esté. No obstante estructu-
ras internas no son posibles de observar a no ser de una tincion especial, este es el
caso de la Red de Hartig.




Entre las evaluaciones que se pueden llevar a cabo se encuentra las siguientes:

- Evaluacion de longitud de raiz micorrizada y no micorrizada. En este caso se
puede usar el método de la gradilla antes indicado o simpiemente midiendo la
raiz asociando a esta medida el nimero de zonas micorrizadas presentes.

En algunas especies como puede suceder en las del género Pinus, en donde
hay grandes variaciones en la produccién de ramificaciones radiculares, es
necesario aplicar algun factor de correccién como el indice de densidad de
ramificacion.

Las raices de ectomicorrizas frecuentemente se evaluan contando los apices
radicales modificados. Este valor se expresa normalmente por longitud de
raiz o por volumen de suelo.

7. ESTUDIO DE MICORRIZAS EN ALGUNAS ESPECIES DE INTERES
PARA REFORESTACION DE TIERRAS AGRARIA

Se hainiciado en el Departamento de Ingenieria Rural, de la Universidad de Cordo-
ba, una serie de estudios con objeto de poner a punto la tecnologia de micorrizas
para especies de interés en la repoblacion de tierras agrarias en Andalucia.

Con este objeto se han tomado plantas de distintos viveros forestales de Andalu-
ciay se ha tratado de evaluar la condicion micorricica. Las plantas se mantuvieron en
las mismas condiciones de produccion que tenian en el vivero hasta el momento de
la preparacion para su analisis.

Dentro de las frondosas se analizo tanto ejemplares de encina como de alcorno-
que. Sobre estas plantas no es de gran utilidad la utilizacion de aclarado y posterior
tincion, por que se sometio a un analisis de superficie. Estas especies forman ecto-
micorrizas y se analizaron del siguiente modo.

El cepellon completo de las plantas se colocd bajo un esteromicroscopio para
observar el desarrolio del micelio en las raices y otras estructuras micorricicas como
las caracteristicas alteraciones morfoldgicas que presentan las raices infectadas o
la ausencia de pelos radicales absorbentes. Se tuvo especial cuidado de estudiar la
totalidad del cepelldn. Las observaciones se evaluaron mediante un sistema de pun-
tuacién con el que, aungue de manera subjetiva, obtener un porcentaje de micorriza-
cion.

En un principio se dividieron las categorias de uno a cinco, de menor a mayor
grado de desarrollo de la colonizacion, pero a medida que avanzaba el estudio se ha
creido tal vez de mayor operatividad, dividir la clasificacion sélo en tres niveles, de
esta forma a pesar de tener una menor desagregacion de efectos de la micorriza-
cion, la transmision de |a tecnologia podria ser de mayor facilidad para el viverista.




A continuacion se describen algunas variaciones a los métodos de aclarado y
tincién

- Las raices de acebuche y las raices gruesas de algarrobo se mantuvieron
al bano maria en KOH durante una hora y media, las raices finas de algarro-
bo solo durante una hora.

Las raices de algarrobo se sumergen en H,0, al 10% durante 30 minutos al
bafno maria.

- Se anade HC! 0,1 N durante 7 minutos a temperatura ambiente en ambas
especies.

La cuantificacion del grado de infeccion en ambas especies se llevo a cabo
por medio del método no sistematico del portaobjeto v del método sistematico
del transecto lineal que se describen a continuacion:

En el Método del portaobjeto, se seleccionan al azar segmentos de raices de
la muestra ya tenida y se disponen en grupos de a 10 sobre un portaobjetos para
ser observados en el microscopic. No se ufilizaron menos de 30 segmentos de
raices para cada muestra. En estos casos los que se evalla es presencia ¢ au-
sencia de colonizacion.

El método del transecto lineal de las cuadriculas, se aplica de parecida forma
a como se ha descrito anteriormente, no obstante en este caso fa informacion es
fundamental para poder evaluar objetivamente la colonizacién en las micorrizas
arbusculares. Esta es la razén por la que aparece, este método, como un ele-
mento imprescindible en el analisis de la MA.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS DE LAS MICORRIZAS

La asociacion micorricica ha sido ampliamente estudiada en las ultimas déca-
das. Sin embargo a pesar de ser una asociacion conocida desde hace mas de
cien anos y de las investigaciones realizadas, todavia tiene una serie de aspectos
no bien desarrollados. Uno de estos aspectos es la transferencia de los resulta-
dos de las investigaciones hacia la aplicacién en el campo. Se estan dando pasos
en esa direccion aunque todavia se debe avanzar mas. Las micorrizas no son la
solucion a los problemas de la forestacion, sin embargo pueden contribuir en
muchos casos a optimizar los resultados de ambiciosos programas forestacion
gue son frecuentemente de alto coste por los grandes espacios que ocupan y
por dilatados periodos de tiempo que emplean.
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