TP N°7: Micorrizas
Objetivos

» Conocer hongos asociados con plantas herbaceas y arboles.
» Conocer técnicas de aislamiento, cultivo en placa y la preparacion de un
inoculante sobre especies de plantas de interés en la region.

Las plantas parecen totalmente autonomas, pero la mayoria estan asociadas con
hongos, en sus raices formando micorrizas o, endofitos dentro del tallo. Una de las
funciones mas importantes de las micorrizas (asociaciones entre hongos y plantas)
es absorber los elementos minerales menos méviles del suelo (fosfatos, cobre, zinc)
y transferirlos a la planta hospedadora, asi como amonio. La planta proporciona
azucares al hongo. Se conoce con el nombre de micorriza a la asociacién mutualista
establecida entre las raices de la mayoria de las plantas y ciertos hongos del suelo.
Se trata de una simbiosis practicamente universal, no so6lo porque casi todas las
especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas sino también porque
puede estar presente en la mayoria de los habitats naturales. Los hongos
micorrizicos son uno de los microorganismos beneficiosos mas estudiados y
empleados en la actualidad.

Los tipos de micorrizas son las siguientes:

Endomicorrizas: Cuando el hongo penetra en el interior de las células de la raiz,
formando minuUsculas arborescencia y vesiculas, se las llama Endomicorrizas
vesiculo-arbusculares. Los arbusculos suelen tener una vida efimera, de algunos
dias a pocas semanas, siendo luego digeridos por el hospedador. Los hongos de
este tipo de micorrizas, generalmente presente en la vegetacion herbacea,
pertenecen a la familia de la endogonaceas.

Orquidoides o micorrizas de ovillo: Son micorrizas de orquideas. Forman ovillos
intracelulares en las orquideas, los cuales son imprescindibles para su desarrollo y
vida juvenil. Una vez que la planta crece y fotosintetiza, cuando esta en la fase
adulta generalmente se independiza del hongo.

Ectomicorrizas: Se caracterizan porque el hongo rodea la raiz con un manto de
filamentos y una red miceliar del hongo no penetran en el interior de las células de
la raiz, si no que se ubican sobre y entre las separaciones de éstas. Los hongos
gue forman ectomicorrizas en arboles son macrocarpicos y tipicamente
basidiomicetos superiores, por ejemplo, Amanita, Boletus, Pisolithus, Suillus. Mas
raramente los ascomicetos forman micorrizas, por ejemplo, Tuber. Es poca la
especificidad de estas asociaciones ya que varios arboles pueden formar micorrizas
con un hongo dado y viceversa. Algunas especies de arboles, por €j. los eucaliptos,
poseen a la vez ecto y endo-micorrizas. Se pueden observar a simple vista.
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Fig. 1: Colonizacién de ectomicorrizas a la izquierda, Endomicorrizas (micorrizas
vesiculo-arbusculares). A la derecha.

Inoculacion

La falta de micorrizacion acarrea problemas en el trasplante de las plantulas de
arboles y plantas ornamentales, excepto en los casos en que el suelo contenga
especies fungicas. Para inocular con cultivos puros, el substrato (suelo, turba) debe
ser previamente pasterizado con el fin de disminuir la poblacion fungica nativa
competitiva. Los hongos son incorporados al substrato de siembra como trozos de
raices micorrizadas, pedazos de ascoma o basidioma, o micelio obtenido in vitro. El
agregado de micelio ofrece mayores garantias en el caso de hongos que se
desarrollan bien en cultivo axénico. El primer paso de toda inoculacién consiste en
la seleccidn del hongo.

Ventajas y beneficios de las micorrizas

Gracias a las micorrizas, la planta es capaz de explorar mas volumen de suelo del
gue alcanza con sus raices, al sumarse en esta labor las hifas del hongo; también
capta con mayor facilidad ciertos elementos (fésforo, nitrégeno, calcio y potasio) y
agua del suelo. La proteccion brindada por el hongo hace que, ademas, la planta
sea mas resistente a los cambios de temperatura y la acidificacion del suelo
derivada de la presencia de azufre, magnesio y aluminio.

Observacién de micorrizas
Para ello se debe realizar el siguiente procedimiento:

e Lavar laraiz de alguna planta herbacea, con agua corriente.
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e Cortar trozos de un centimetro de largo y colocarlos en solucion de
hidroxido de sodio o potasio al 10% pl/v.

e Calentar a 90°C durante 30 minutos 0 mas si es necesario.

e Cuando el material es obscuro sumergirlo en agua oxigenada de 10
volumenes durante 15 minutos, sino omitir este paso.

e Lavar 4 veces con agua corriente.

e Poner los trozos en solucion de acido clorhidrico 0,1 N durante 10
minutos.

e Colorear con azul-lactofenol a 90°C por 5 minutos.

e Pasar a lactofenol.

e Colocar un trozo de la raiz tratada entre dos portaobjetos y aplastarla.

e Observar al microscopio entre porta y cubreobjetos.

e Dibujar lo observado, aclarar el aumento utilizado.

Determinacion del porcentaje de colonizacion

Con ayuda de las pinzas coloque las raices tefiidas en cajas de Petri con agua
corriente para evitar que se desequen. En un portaobjetos y auxiliandose de
una aguja de  diseccién coloque cuidadosamente 10 segmentos de
aproximadamente 1 cm de longitud, paralelamente unos a otros. Debe observar al
menos tres preparaciones por cada planta. Adicione unas gotas de agua
sobre las raices y cubra con el cubreobjetos, cuidadosamente evitando la
formacion de burbujas. Para realizar la evaluacion observe en el aumento de 40X
(en algunos casos es necesario el aumento de 100X, depende del tipo de raiz
utilizada).

Al revisar un campo Optico donde se encuentra un segmento que contiene hifas,
vesiculas y/o arbusculos independientemente de la intensidad de la micorrizacion
se da el valor de uno para la evaluacion total y por estructuras.

Para obtener el porcentaje de colonizacion, realice los calculos partiendo
de las siguientes formulas:

Porcentajede _ Nim. de sesmentos colonizados X100

colonizaciéntotal  NUM.de segmentos totales
chservados
Forcentajede _ \urrt:de segmentos convesiculas y 144
colonizacién por NUm. de segmentos totales
vesiculas ocbservados
Porcentajede  _ Nam. ij segmentos conarbusculos y 104
colonizacion por MNidm. de segmentos totzles
arbusculos 0DsSEervacos
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Fig. 5: Procedimiento para calcular el porcentaje de colonizacion.
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