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Introduccioén

El presente trabajo se centrd en la busqueda y estandarizacion de una técnica para
la identificacion de micorrizas en cultivos de interés agrondmico, que sea accesible
para todos y en condiciones de campo. Dicha técnica hara uso de productos
adquiridos de manera facil, econdmicos, procurando la menor contaminacion.

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) es una asociacion endosimbidtica que
se encuentra en casi todas las plantas, los hongos que participan en esta “relacion”
son simbiontes obligados y pertenecen al reino Glomeromycota (Ramos et al, 2011).
Generan diversas ventajas que se pueden aprovechar con la finalidad de fertilizar
el suelo y mejorar la absorcion de nutrientes por las plantas, ademas de encontrarse
en casi todos los suelos, no generan un impacto ambiental por ser biodegradables
y presenta la capacidad de extraer y solubilizar el fosforo del suelo, convirtiéndolo
en formas asimilables para las plantas (Liang et al. 2021). Coadyuva al crecimiento
y desarrollo de las plantas ante el estrés al aumentar el rango de exploracién de
raices para absorber nutrientes y agua. Este sistema de mejoramiento de suelo
conserva la diversidad microbiana de los suelos, la cual mantiene el equilibrio, salud
y productividad del sistema (Martinez, 2015).

Actualmente, con la creciente de demanda en alimentos, recursos naturales y la
busqueda de nuevas formas de producir mas y en menor tiempo, y sumando la
escasez de alimentos provocados por fendmenos naturales, sociales como son las
guerras o conflictos politicos (Saldivar, 2023), es importante hallar una forma
sustentable y accesible de producir alimento, por lo que el medir la calidad del suelo
y saber los recursos con los que contamos es de suma importancia, en este caso
las micorrizas pueden ser un gran aliado para acceder a todos los nutrientes
disponibles del suelo para los cultivos. De igual manera significando una reduccion
del uso de fertilizantes.

Toda persona con el interés de generar una mejora en sus cultivos y utilizar de la
mejor manera los recursos de los que puede disponer, asi como monitorear la
calidad del sistema agricola, puede hacer uso de la técnica que se presenta en este
trabajo, debido a su bajo costo y facilidad metodolégica, de igual manera para
conocer la calidad de sus suelos dedicados a la agricultura.

Justificacion

En la actualidad con el creciente aumento de poblacion, el aumento del precio de
los fertilizantes, y una menor accesibilidad al agua, genera una mayor demanda



para la produccién agricola en alimentos y productos de origen vegetal, por lo tanto,
se buscan nuevas formas de producir mas con menos. Por lo que las micorrizas
juegan un papel de suma importancia, ya que representan un beneficio para el
desarrollo de los cultivos, pero también son indicadoras de la calidad del suelo, por
ello medirlas en el tiempo sirven para monitorear como un sistema va cambiando
acorde a las practicas que se van realizando y asi designar las mejores practicas
agricolas para una produccion viable y hasta reduciendo costo por el menor uso de
fertilizantes.

El conocer, utilizar y desarrollar nuevas técnicas de identificacion de micorrizas que
sean accesibles para los agricultores y pueda aplicarse en campo, representa una
estrategia para medir la calidad del suelo acorde al manejo agricola y en base a
esto tomar decisiones en beneficio al cultivo. Se busca el uso de reactivos y técnicas
mas accesibles para el agricultor, menos nocivas para el medio ambiente y con un
costo menor. Todo bajo un analisis cientifico y con la debida experimentacion.

Es importante medir los HMA, debido a que son fundamentales para el ciclo de los
ecosistemas, ademas de promover un reciclaje eficiente de energia, lo cual influye
en el mantenimiento de la diversidad vegetal porque evita la competencia por
recursos.

Aporte a la sociedad

El uso de micorrizas es una alternativa positiva y organica de proporcionar los
nutrientes necesarios a nuestros cultivos. Asi que el desarrollo de una técnica
sencilla para la identificacion de micorrizas en campo abre nuevas posibilidades
para medir la calidad de su sistema agricola, que cualquier persona con interés
pueda aplicarlo donde sea y cuando sea sin necesidad de un laboratorio en
cualquier cultivo. Ademas, cabe resaltar que, al cambiarse los reactivos usuales por
reactivos con mayor accesibilidad de compra facilita aun mas su elaboracion.

El uso adecuado de HMA es muy importante, ya que trae consigo ventajas muy
importantes como la reduccién del uso de fertilizantes sintéticos, estas asociaciones
simbidticas reducen la necesidad de aplicar fertilizantes fosfatados sintéticos, ya
que permiten aprovechar al maximo el fésforo presente naturalmente en el suelo.
Debido a su capacidad para aumentar la disponibilidad de fosforo en el suelo, el
cual es un nutriente esencial para las plantas, pero a menudo se encuentra en
formas insolubles en el suelo, lo que dificulta su absorcidn por parte de las raices
(Liang et al. 2021).

Por otro lado, es importante resaltar los dafios que se originan en el medio ambiente
por el uso de fertilizantes sintéticos. Estos productos quimicos contienen altas
concentraciones de nutrientes, como nitrégeno y fésforo, que son distribuidos en el



suelo durante la aplicacion. Pero una gran parte de estos no son absorbidos en su
totalidad y se convierten en contaminantes. Segun un informe de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2018), los
fertilizantes sintéticos contribuyen a la eutrofizacién de cuerpos de agua, reduciendo
el oxigeno presente. Ademas, los fertilizantes sintéticos también pueden danar la
estructura del suelo y reducir su capacidad para retener agua. Chen et al. (2019)
menciona que el uso excesivo de fertilizantes puede alterar la composicidon
microbioldgica del suelo, disminuyendo asi su calidad y fertilidad. Por otro lado, un
estudio realizado por Galloway et al. (2013), los fertilizantes nitrogenados sintéticos
también contribuyen a la emision de gases de efecto invernadero, como el oxido
nitroso, que tiene un potencial de calentamiento global mucho mayor que el didxido
de carbono. Al conocer las micorrizas que se encuentran en nuestro suelo del
cultivo, se abren nuevas posibilidades de manejos para mejorar, aprovechar y
optimizar las condiciones que propicien el desarrollo de las HMA, significando una
reduccion del uso de fertilizantes.

Marco teodrico

Hongos micorrizicos arbusculares

Las micorrizas provienen del griego myces, hongo y rhiza, raiz, estas representan
una asociacion entre las raices de las plantas y los hongos micorricicos
arbusculares, donde existe un mutuo beneficio y ventajas, mejorando la produccion
agricola y utilizando con mayor eficiencia los recursos disponibles. Se trata de
simbiontes obligados, que pertenecen al reino Glomeromycota. Estas pueden
presentarse de tres formas diferentes: ectomicorriza, ectendomicorriza y
endomicorriza. Siendo este ultimo el mas abundante en la vegetacién (Ramos et al.,
2011). Los hongos son estrictamente dependientes de la planta, aportando agua y
nutrientes, entre algunos beneficios, a cambio de azucares derivados de la
fotosintesis. La simbiosis micorrizica ha sido una resolucién y adaptacion de la
naturaleza dada durante mucho tiempo para perdurar y perpetuarse en diferentes
entornos (Martinez, 2015).

Tipos de micorrizas

Endomicorrizas: se introducen las hifas de estos hongos dentro de las células de
las raices de la planta. Formando arbusculos, en estas estructuras se lleva a cabo
el intercambio de sustancias nutritivas por carbono, entre el hongo y la raiz
(Symborg, 2023).

Ectomicorrizas: se establece una especie de manto con sus hifas (filamentos
microscopicos, ramificados o no, que forman el cuerpo del hongo, el micelio)
alrededor de las raices mas delgadas de la planta, sin penetrar en sus células. Se



ubican y se desarrollan en las cavidades intercelulares de la corteza de las raices
(Lépez y Barceld, 2010).

Ectendomicorrizas: Los hongos que las producen colonizan de forma dual las
raices, esto quiere decir, que vamos a encontrar de manera externa que forman un
manto cortical y de forma interna penetran intracelularmente en el cortex (Lopez y
Barcel6, 2010).

Simbiosis

La interaccion de las plantas con los hongos micorricicos es provocada por distintas
sefales bioquimicas que son especificas para ello, se encuentran presente en todas
las fases del desarrollo de la simbiosis del hongo, realizando tareas tales como,
reconocimiento, colonizacion y el intercambio de nutrientes (Bonfante, 2019). El
ciclo de vida de los HMA consta de diferentes facetas, en las cuales la etapa de
reconocimiento, sefializacion y comunicacion entre la planta y el hongo y el proceso
completo de colonizacidén; es estrictamente con la presencia de una planta
hospedante, en cambio la parte de la germinacion de las esporas y el crecimiento
inicial de las hifas no es necesario de la presencia de una planta para que lleven a
cabo su funcion (Nazareno et al., 2020).

Las plantas que no cuentan micorrizas envian sefales bioquimicas al hongo para
establecer una simbiosis, es mas probable que esta envie una sefal si la planta esta
creciendo en un ambiente que carece de fosforo, de igual manera si se encuentra
bajo mucho estrés hidrico o con deficiencia de algun otro nutriente. Lo anterior
abarca parte de la fase presimbidtica o asimbidtica, aqui existen diferentes sehales
bioquimicas, las cuales estan enlazadas con compuestos volatiles formando parte
de los exudados de las raices, como el CO,. Intervienen factores como el entorno
rizosférico, la presencia de microorganismos del suelo, el contenido de flavonoides,
que pueden inducir la germinacién de las esporas. Dependiendo de los exudados
de la raiz se puede ver afectado el grado de ramificacion de las hifas sobre la raiz,
y a estas a su vez son importantes en las interacciones que implican a la planta y
los microorganismos en la rizosfera (Karin et al., 2013).

Cuando la espora de un hongo germina, se comienza a ramificar en distintas
direcciones la hifa germinal, con el proposito de aumentar las posibilidades y
encontrar una raiz con la cual establecer simbiosis. Sin hospedante, la espora
germinada tiene un periodo de vida de 20 a 30 dias de acuerdo al entorno en el que
se encuentre (Nazareno et al., 2020).

Los flavonoides (naringenina, quercitina, apigenina y las isoflavonas entre otros)
inician y estimulan la interaccion de las células en las primeras fases de la simbiosis



del hongo con la planta. Al desarrollarse el micelio presimbidtico se inicia la
colonizacion de las raices por parte del hongo, teniendo una respuesta inicial hacia
las estrigolactonas (ES), en la cual empieza una actividad mitocondrial muy intensa
y aumento de respiracion para la ramificacion de hifas (Nazareno et al., 2020).

Es de suma importancia el estimulo que se le da a las ES para la produccion de los
factores “Myc” y la activacion de la expresion de genes ENDO11. De igual manera
participan receptores DMI2/SYMRK y factores Nod para la simbiosis del hongo-
planta.

Al momento de encontrarse la planta y el hongo se finaliza la interaccion
presimbidtica, esto ocurre cuando el extremo o apice de la hifa alcanza una parte
de la raiz. La planta logra localizar las células en las que la hifa hizo contacto por la
activacion de la expresion de algunos genes por parte de los HMA, posteriormente
se comienza con la formacion del apresorio y la penetracidn de la hifa en las células
de la planta. Las hifas son intracelulares, hay enrollamientos y formacién de
arbusculos esto dando paso a la colonizacion de las raices. Estos ultimos son las
estructuras principales donde se realizara el intercambio de nutrientes, tienen una
vida util de 4 a 7 dias. Existen otras estructuras como las vesiculas, se utilizan como
almacenamiento de reserva, por lo general contienen lipidos en su interior, son de
forma ovoide (Nazareno et al., 2020).

Posteriormente las hifas exploradoras comienzan a extenderse en el entorno en
distintas direcciones, dando lugar a estructuras ramificadas de absorcion (ERA), las
cuales son semejantes a los arbusculos intrarradicales. Su funcidn es incrementar
el volumen explorado por las hifas, lo que le facilita a la planta la captaciéon de
sustancias nutritivas y agua del suelo (Nazareno et al., 2020).

Uso agricola

Se ha observado que las plantas asociadas a hongos micorrizicos tienen algunas
ventajas como: mayor captacion de nutrientes, porque mejoran la absorcion de
macro y micro elementos; por lo que tienen una mayor proteccion contra patégenos
o contra la falta o exceso de agua; mayor resistencia a metales pesados y
contaminantes ambientales, mejor crecimiento y reproduccion debido al aumento
en la absorcion de P, es el principal beneficio que obtiene del hongo. Mejoran la
adquisicion de nitrogeno a través de efectos indirectos, mayor eficiencia del uso del
agua, aumento de la produccion de clorofila, estabilizacion de lipidos en la
membrana, incrementa la translocacion de fotoasimilados, mejorar la conductancia
estomatica, el intercambio gaseoso y conductividad hidraulica de las raices
(Nazareno et al., 2020).



Desde el punto de vista ecoldgico, los HMA son necesarios para el ciclo de los
ecosistemas, evita la competencia por recursos, son biodegradables y se
encuentran de manera natural en los suelos. Viéndolo desde lo economico, las
plantas al asociarse con estos hongos, obtienen mejoras para un establecimiento
exitoso, supervivencia a un mayor nivel y aumento en la produccion, por lo que hay
menos bajas de plantas productivas, siendo un ahorro para el agricultor, y ayudando
a cumplir con los requerimientos que se exigen de produccion. Es muy importante
para tener una agricultura sustentable en el campo (Ramos et al., 2011).

Las investigaciones hechas por el INIFAP sobre el uso de HMA como biofertilizante
en plantas, promueve el uso de microorganismos benéficos o “biofertilizantes
microbianos”, siendo una opcion para que el agricultor aumente su productividad,
una mejor nutricion de sus cultivos y reduzca costos de produccion, ademas de
reducir la contaminacion en suelos y de mantos freaticos por la aplicacién de
fertilizantes quimicos (SADER, 2020).

Las micorrizas como indicadores de calidad

La calidad del suelo se puede interpretar como la habilidad que posee un suelo para
mantener de manera sostenida plantas productivas y en crecimiento continuo. Se
considera saludable cuando tiene un ecosistema activo y productivo, favorece la
calidad del aire y del agua.

Por lo que los indicadores son muy importantes, ya que son herramientas que
simplifican la informacion sobre el estado del suelo, permitiendo evaluar su calidad
y funcionamiento, por lo que deben ser confiables, econdmicos, sensibles a los
cambios en el suelo, el clima y las practicas agricolas, y proporcionar informacion
verificable. Con esta informacion, podemos desarrollar estrategias y evaluar
practicas agroecologicas (Jaizme, 2023).

Dentro de los indicadores de calidad del suelo, las micorrizas arbusculares son
especialmente importantes. Estas asociaciones simbidticas entre hongos y raices
de plantas son indicativos de la salud del suelo. Las micorrizas ayudan a las plantas
a obtener nutrientes esenciales y mejoran la estructura del suelo, facilitando la
retencion de agua y la resistencia a enfermedades. Por lo tanto, su presencia y
estado pueden ofrecer informacion valiosa sobre la calidad del suelo (Jaizme, 2023).

Estas mismas determinan propiedades y procesos fisico-quimicos del ecosistema
edafico, afectando la productividad, salud y funcionalidad del suelo. Los principales
usuarios de estos microambientes son los organismos del suelo en sus diferentes
etapas de desarrollo y los microorganismos, como los hongos micorricicos (Jaizme,
2023).



Medir las micorrizas de manera peridédica o estacional podria establecer patrones
de cambio en la salud del suelo a lo largo del tiempo. Esta medicion permite
identificar cambios en la calidad del suelo y ajustar las practicas agroecoldgicas
para mantener un entorno sostenible y productivo (Jaizme, 2023).

Técnica formal de referencia para identificacion de micorrizas

La técnica formal de referencia fue la estipulada por Phillips y Hayman (1970). La
cual consiste en recolectar las raices y lavarlas con agua corriente para eliminar el
resto de suelo e impurezas. Se seleccionan de manera aleatoria las raices mas
blandas y no lignificadas, para mejorar la penetracion de los reactivos. Después se
clarifican con de KOH al 10% en la autoclave por 10 minutos a 10 libras de presion.
Se continua lavando las raices con agua y se aplica H202 por 15 minutos.
Posteriormente se enjuaga con agua destilada y se agrega HCI al 3% por 5 minutos.
Finalmente se tifien con azul de Tripano al 0.05% y lactoglicerol, con una proporcion
70/30, se deja reposar por 1 hora. El colorante tifie de color azul las estructuras del
hongo que contienen quitina, principal componente de las paredes celulares de los
HMA. Luego las raices son enjuagadas y posteriormente montadas en un
microscopio para ser observadas.

Objetivo General

Desarrollar una técnica de campo para la identificacion de micorrizas a partir
de una técnica convencional.

Metodologia

Lugar de realizacion: Laboratorio de suelos y aguas, perteneciente al area de
Ciencias biolégicas y de la salud de la Universidad Autonoma Metropolitana unidad
Xochimilco.

Fecha de inicio y finalizacion: Del 13 de junio 2023 al 13 de diciembre de 2023.

Actividades realizadas

Recopilacion y analisis sobre informacién de hongos micorricicos arbusculares,
técnicas de cuantificacion e identificacion de micorrizas en cultivos de interés
agrondémico, con dicha informacion se realizo fichas y resumenes con la finalidad de
conocer a profundidad los HMA, agilizar los procedimientos de laboratorio, técnicas
e identificar con mayor rapidez los HMA.



Estudio y repaso de los diferentes reactivos y manuales del laboratorio, en
especifico los que se usan para llevar a cabo la técnica de referencia para la
identificacion de micorrizas y sus diferentes formaciones fisicas (arbusculos, hifas,
esporas, vesicula).

Preparacion de suelo extraido de Oaxaca en el cual hay micorrizas, esto con la
finalidad de garantizar dichos hongos en nuestro cultivo a sembrar, la preparacion
consistio en humedecer el suelo, retirar fragmentos de rocas y conseguir una
estructura del suelo con un buen drenaje, para el cual se ocup6é una base de
tezontle. Posteriormente elegida la maceta y teniendo el suelo listo se sembraron
semillas de trébol, se escogié este cultivo debido a su rapido crecimiento, la
estructura y composicion de sus raices son idéneas para la visualizacion de HMA,
ademas de ser recurrente la presencia de micorrizas en estos (citaNoda, 2009), de
igual manera se utilizé esta planta para contabilizar HMA con la técnica de
referencia.

Monitoreo y cuidado del cultivo de trébol para experimentacion, se realizaron
inspecciones sobre el cultivo, esto para mantener un control sobre su salud. Se
hicieron riegos semanales y retiro de arvenses (Figura 1).

& . ,

Figura 1. Trébol con un mes de crecimiento.

Preparacion de reactivos para la técnica de referencia en laboratorio, para ello se
desarrollaron las siguientes composiciones: KOH al 10%, H2O2 HCL al 3%, azul de
tripano al 0.05%. Asi como tener lista el agua destilada para los enjuagues,
plumones para el etiquetado y autoclave acondicionada.

Deteccion y cuantificacion con técnica de referencia, utilizando raices de treboles
con micorrizas, para esto se extrajeron con una pala recta una seccidn de plantas
con la mayor cantidad posible de raiz. Se enjuagaron con agua corriente y con la
ayuda de una tijera se cortan para mantener una cantidad homogénea en cada
frasco donde se conservaron y se etiquetaron.
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Cada uno de los frascos se llené con KOH al 10% hasta tapar las raices.

Todos los frascos con las raices son introducidos en la autoclave por 10 minutos a
una presiéon de 10 libras.

Terminando este paso se enjuagan todas raices con agua destilada, posteriormente
se le agrega H202 al 3% por 15 minutos y se enjuaga.

Se agrego HCL al 3% por 5 minutos y se escurrieron pasando este tiempo sin
enjuagar.

Se anadio el azul de tripano al 0.05 % y lactoglicerol en una proporcion 70/30, y se
dejo reposar por una hora.

Se enjuagdé con abundante agua y estuvieron listas para ser seleccionadas y
montadas para verse en el microscopio. Para este paso se seleccionaron 15
segmentos de raices, las cuales fueron puestas en el portaobjetos de manera
vertical, se agregd glicerina y se coloco el cubreobjetos.

Esta técnica se realizd siempre con un testigo para comparar los resultados de la
técnica.

Se utilizé el programa y libro “Mycorrhizal Manual” para estimar la colonizacion de
micorrizas en las raices analizadas. Para esto se hizo uso de la técnica de referencia
en varias series de raices previamente extraidas y procesadas. Donde se
registraron en tablas los diferentes estados de colonizacion.

Para el reemplazo de reactivos de laboratorio por reactivos que son encontrados a
la libre venta y cumplan con el mismo funcionamiento. Se realizaron diferentes
busquedas bibliograficas y con lluvias de ideas entre el personal del laboratorio,
terminando en discusiones para determinar qué reactivos serian mas eficientes para
tener un resultado ideal.

Resultados

Se inici6 con el reemplazo del KOH, tomamos en cuenta su nivel de concentracion
y composicidn, asi como la funcion que cumple en la técnica de referencia, la cual
es eliminar restos organicos y debilitar la pared celular para facilitar la tincién. Se
realizaron pruebas con cloro e hidroxido de sodio (NaOH) a diferentes
concentraciones, al 20%, 10% y 5%, se tomaron otros factores como tiempo y
temperatura.

Hay que destacar que siempre se realizo la técnica de referencia para comprobar la
existencia de micorrizas y la visibilidad de estas.

Con base en los resultados se determind que el NaOH al 10% sometido a calor por
10 minutos a 10 libras de presion fue el mejor para reemplazar el KOH. Estas
pruebas se realizaron sobre cultivo de trébol, evo y maiz.
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Sustitucion del HCL al 3%, siendo su funcién el acidificar las raices, para este punto
se probo la utilizacion de acido citrico concentrado, acido acético (vinagre) y acido
muriatico Sultan poder limén. Se hicieron 5 repeticiones con cada uno de los
reactivos antes mencionados, con tiempos de 5, 10 y 15 minutos. Teniendo mejores
resultados con el acido muriatico Sultan poder limén, debido a que se trata del
mismo acido, pero en su version comercial. Estas pruebas se hicieron en raices de
lechuga, evo, maiz, chile y trébol. Dejando una concentracion de 13 ml de acido
muriatico Sultan poder limén por cada 50 ml.

Para el reemplazo del azul de tripano se tomaron con posibles sustitutos al azul de
metileno, violeta de genciana y la tinta de lapicero Parker Quink azul sin aceites. Se
probd con concentraciones similares a las del azul de tripano, determinando como
mejor tincion a la la tinta de lapicero Parker Quink (Figura 2) a una concentracion
de 1.25 ml por cada 50 ml. El cual cumple con la funcién de tintar las raices, para
lograr la visualizacion de las diferentes formas de la micorriza.

PARKER

EST. 1888

QUINK

- 57m'

bottle
bouteille

Figura 2. Tinta Parker Quink.

Cabe destacar que tanto la tinta como el acido muriatico por si solos no generaban
resultados totalmente satisfactorios, por o que se opt6 por juntarlos y someterlos
por un tiempo determinado en calor, especificamente a bafio Maria. Se realizaron 6
pruebas experimentales donde vario el tiempo y temperatura, de 30, 15 y 10
minutos, en cuestion a temperatura de hizo a 70°C y 80 °C, sin llegar a la ebullicion.
Obteniendo el mejor resultado a una temperatura de 70°C con un tiempo de 15
minutos.

Con base en lo anterior se propone la siguiente técnica:

Técnica definitiva para la identificacion de micorrizas en campo

Extraccidn de raices de un cultivo de interés con raices no lignificadas (entre un mes
y mes y medio de crecimiento), tratar de obtener raices no dafadas por la
manipulacion (Figura 3).
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Figura 3. Recoleccion de raices de trébol.

Enjuague de las raices con agua corriente con la intencion de eliminar el suelo y
cuerpos extranos (Figura 4).

Figura 4. Seleccion y enjuague de raices.

Seleccioén de raices delgadas y blandas, con la ayuda de una tijera se corta la raiz
de la base del tallo.

Se colocan las raices en frascos previamente etiquetados, estos deben ser de vidrio
y con tapa.

Se prepara una solucion del hidroxido de sodio (NaOH) o también conocido como
sosa caustica que consta de 5 gr por cada 50 ml de agua destilada. Se agrega a
cada frasco hasta tapar todas las raices existentes.

Se colocan los frascos de las raices con el NaOH ligeramente sellados en bafio
Maria, en un periodo de tiempo de 20 minutos a una temperatura de 70°C, evitando
que hierva.
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Posteriormente se retiran los frascos con la ayuda de guantes o piezas, se enjuagan
con agua destilada para eliminar cualquier rastro del NaOH.

Se agrega el agua oxigenada (H202) a las raices, se deja reposar durante 15
minutos. Pasado este tiempo se enjuagan con agua destilada para eliminar el H202.

Para la preparacion de la solucion de tinta Parker Quink, acido muriatico y agua
destilada. Seran necesarios 1.25 ml de tinta, 13 ml de acido muriatico y 50 ml de
agua destilada. Todo debe ser homogéneo, el resultante de la solucion es agregado
a las raices y se deja reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se llevaran los frascos con la solucion a bano Maria durante 15
minutos a 70°C. Es importante que el agua del bafio Maria esté a 70°C al momento
de introducir nuestros frascos (Figura 5).

Figura 5. Frasco con solucion de
tinta Parker Quink, agua destilada y
NaOH a bafo Maria.

A continuacion, se retira el frasco pasado el tiempo establecido y es inmediatamente
enjuagado de preferencia dos veces con agua destilada, con la intencién de retirar
el exceso de tinta (Figura 6).

Figura 6. Raices después de ser enjuagadas.
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Finalmente se agrega agua y unas gotas de glicerol para la conservacion de las
raices previamente tratadas. Estan listas para ser montadas y seleccionadas para
verse en el microscopio optico o puede usarse un microscopio de clip celular, para
esto con la ayuda de pinzas de diseccion vamos a cortar las raices o cualquier tipo
de pinzas finas (Figura 7).

Figura 7. Seleccion y corte de raices de trébol.

Se extrajeron 15 segmentos de raices, las cuales son puestas en el portaobjetos
(Figura 8) de manera vertical, se agrega glicerina y se coloca el cubreobjetos.
Recomendado utilizar los aumentos 10x y 40x para observar las micorrizas.

Figura 8. Raices montadas en el portaobjetos.

Se logran apreciar las micorrizas tanto en la técnica de referencia (figura 9) como
en la técnica de campo (figura 10 y figura 12). Se perciben estructuras como
vesiculas e hifas. Logrando el objetivo de tener resultados observables para la
identificacion de micorrizas en campo.
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Figura 9. Hifas de HMA en raiz de trébol con lente
10x de microscopio 6ptico, tratamiento de técnica
de referencia.

Figura 10. Hifas de HMA en raiz de trébol con
lente 10x de microscopio 6ptico, tratamiento de
técnica de campo.

Figura 11. Vesiculas en la raiz de trébol con
lente 10x de microscopio 6ptico, tratamiento
de técnica de referencia.

Vesicula
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Vesicula
Figura 12. Vesiculas en la raiz de

trébol con lente 10x de microscopio
Optico, tratamiento con técnica de
campo.

Discusion

Comparando la técnica formal de referencia y la técnica de campo propuesta, existe
una serie de ventajas de una sobre la otra, la técnica de campo al utilizar reactivos
sencillos y de facil acceso logra que cualquier persona pueda llevarla a cabo.
Ademas de tener en su mayoria reactivos econdmicos y que se encuentran en casi
todos los hogares, y de poder adquirirlos en bajas cantidades de manera individual.
Y teniendo opciones de usar un microscopio o clip celular dadas las condiciones
en las que se encuentre el ejecutor de la técnica.

La técnica formal de referencia al ejecutarse en laboratorio y contar con
instrumentos mas especificos y exactos como, la autoclave, vasos de precipitado,
pipetas, matraz, entre otros, se puede medir y calcular con mayor especificidad y
tener un mayor control sobre los reactivos, permite obtener un resultado mas exacto.
Cabe destacar que al no contar con un laboratorio como se tiene previsto para la
técnica de campo, se pueden obtener las medidas para los diferentes reactivos
consiguiendo algun utensilio que nos lo permita, ya sea adquiriendo o adaptandolo,
haciendo uso de la estufa, olla a presion, entre otras herramientas que nos
proporcione un medio adecuado para la técnica.

Referente al tiempo que se emplea para ambas técnicas, es menor para la técnica
de campo, ya que se necesita de menos tiempo de reposo para los pasos de tincion
de las raices.

En cuanto al procedimiento, la técnica de campo cuenta con mas pasos para poder
tefirlas. Cabe resaltar que ambas técnicas cumplen con el propdsito de visualizar
micorrizas, y depende de quien la aplique y con que cuente para hacer el
procedimiento mas sencillo y rapido. Pero la técnica de campo tiene un numero
mayor de factores que se interponen para obtener una visualizacion correcta, sin
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embargo, con el debido seguimiento y responsabilidad no habra problema en
visualizar las micorrizas. Por otro lado si es de interés el cuantificar las micorrizas

vistas a través de la técnica de campo se puede utilizar de igual manera como con

la técnica formal el Micorrhiza Manual propuesto por Dodd J y Clapp J (2001).

Conclusion

Los resultados que se obtuvieron con la técnica de campo desarrollada para la
identificacion de micorrizas fueron satisfactorios, ya que se cumplié con el objetivo
del trabajo. Logrando visualizar en tiempo y forma las estructuras micorrizicas como
vesiculas, arbusculos e hifas en las raices.
Dando una nueva forma de observar y conocer si nuestro cultivo de interés cuenta
con HMA y en qué cantidades, dando paso a poder aplicar un manejo adecuado
para el desarrollo 6ptimo de las micorrizas en el cultivo, de igual manera hacer uso

de distintas herramientas para cuantificar y estimar parametros de colonizacién
micorrizica.

Con el reemplazo de los reactivos de laboratorio se consiguié una forma accesible

y sencilla para estudiantes, productores, técnicos e investigadores de aplicar una
técnica de campo para identificar micorrizas. Ademas de ser econdmica y
accesible por el tipo de materiales usados en esta nueva técnica. Generando un
beneficio para cualquier persona interesada en los HMA ypara su cultivo. Logrando

ser aplicada en cualquier lugar sin la necesidad de un laboratorio y los insumos de
este.
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