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RESUMEN 

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo responsables 

de la simbiosis mutualista que se establece entre hongos del Phylum Glomeromycota 

y la mayoría de plantas vasculares,  es de gran importancia en los sistemas agrícolas 

porque tiene la capacidad de incrementar la absorción de nutrientes, principalmente 

fósforo y beneficios como: estimulación del crecimiento, resistencia al ataque de 

plagas, tolerancia a estrés hídrico y contribuye a mejorar la estructura del suelo. Las 

plantas de Cinchona producen un metabolito conocido como “quinina”, que ha 

demostrado propiedades antimaláricas. En el presente proyecto se basóen el diseño 

experimental en la inoculación de  las cepas: MUCL 46238 Rhizophagusclarus y 

MUCL 43204 Rhizophagus irregularis en Cinchona officinalis. Al final evaluamos 

porcentaje de colonización micorrízica, mortalidad y variables morfológicas como 

coloración de la raíz. Los resultados mostraron efectos positivos en tratamientos con 

HMA. La asociación Cinchona officinalis inoculadas las dos cepas (MUCL43204 y 

MUCL 46238) demostró un porcentaje de colonización del (74%), donde se reveló el 

efecto que estos tienen sobre el crecimiento y desarrollo de plántulas de Cinchona 

officinalis en condiciones in vitro. 

 

Palabras clave: Cinchona officinalis, hongos micorrízicos arbusculares, inoculación, 

cultivo in vitro. 
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ABSTRACT 

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are soil organisms responsible for mutualistic 

symbiosis established between fungi of the phylum Glomeromycota and most vascular 

plants, is of great importance in agricultural systems because it has the ability to 

increase the absorption of nutrients, mainly phosphorus and benefits: stimulating 

growth, resistance to pests , tolerance to water stress and helps to improve soil 

structure . Cinchona plants produce a metabolite known as "quinine" , which has 

proven antimalarial properties. This draft was based on the experimental design in the 

inoculation of the strains: MUCL MUCL 46238 and 43204 Rhizophagus clarus 

Rhizophagus irregularis in Cinchona officinalis. Finally we evaluated percentage of 

mycorrhizal colonization, mortality and morphological variables as color of the root. The 

results showed positive effects in treatment with HMA. The association Cinchona 

officinalis inoculated both strains (MUCL43204 and MUCL 46238) showed a 

percentage of colonization (74 %), where the effect these have on growth and 

development of seedlings of Cinchona officinalis in vitro conditions was revealed. 

Keywords: Cinchona officinalis, arbuscular mycorrhizal fungi, inoculation, cultivation in 

vitro. 
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FIN, PROPÓSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO 

Fin del Proyecto: 

 Dilucidar el efecto de las comunidades de HMA asociados a Cinchona 

officinalis en etapa in vitro. 

 

 Aportar información para desarrollar, utilizar y aplicar técnicas y/o métodos 

para el cultivo in vitro de HMA con el fin de incentivar su uso en el campo 

agrícola como biofertilizantes de primera elección. 

 

Propósito del Proyecto “Inoculación in vitro de hongos micorricicos (MUCL 

43194; MUCL 46238; MUCL 43204) en Cinchona officinalis.” 

 Evaluar la inoculación de HMA en plántulas in vitro de Cinchona officinalis. 

 

 Fortalecer estudios ya realizados en la universidad, dentro del departamento de 

Ciencias Naturales en el campo de las micorrizas y Cinchona officinalis. 

 

Componentes del Proyecto (productos). 

Los resultados que se esperan son: 

 Co-cultivar in vitro Cinchona officinalis y HMA (cepas MUCL). 

 

 La factibilidad de Inoculación in vitro de Cinchona Officinalis con esporas de 2 

cepas de HMA:  

 MUCL 46238 Rhizophagus clarus (Cuba). 

 MUCL 43204 Rhizophagus irregularis (Canadá). 

 Evaluar la inoculación de HMA en Cinchona officinalis. 
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INTRODUCCIÓN 

Las quinas o cascarillas son especies del género Cinchona, se distribuyen a lo 
largo de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes desde los 12º 
de latitud norte hasta los 20º de latitud sur (Andersson y Taylor, 1994). Dentro 
de este género existen especies endémicas localizadas en pequeñas áreas 
geográficas, como Cinchona officinalis que sólo se encuentra en el valle de 
Loja, al sur de Ecuador. (Garmendia, 2005) (Andersson y Taylor, 1994). 

 

Sus hojas son de color verde con pequeñas flores, productoras de semillas y 
pueden alcanzar una altura que puede llegar los 25 metros (Garmendia, 2005). 

 
Las plantas de Cinchona producen un metabolito conocido como “quinina”, que 
ha demostrado propiedades antimaláricas; además se le atribuye su uso para, 
estimular el apetito, tonificar el organismo, para casos de estrés psíquico y 
físico y en convalecencias, arritmias cardiacas, estimular el crecimiento del 
cabello y evitar su caída (Garmendia, 2005); por lo tanto es de gran importancia 
dentro de la industria farmacéutica. (Mahecha et al. 2004). 

 

En los bosques de Cajanuma y Uritusinga ubicados en la provincia de Loja se 
explotó la cascarilla hasta el siglo XIX, debido a sus propiedades medicinales 
por el contenido de metabolitos secundarios (alcaloides) en su corteza (Nieto, 
2000). 

 

Las poblaciones naturales de esta especie se están reduciendo principalmente 
por prácticas de quema en agricultura migratoria y explotación de la madera 
(Mejía et al.2012). 

 

Todos estos antecedentes resaltan la necesidad de aplicar técnicas de 
propagación asexual y sexual en condiciones de cultivo in vitro, como una 
herramienta para la conservación y rescate de las especies útiles (Gonzálezet 
al.2002). 
 

El término micorriza deriva del griego: mico (hongos) y rhyza (raíz), que es una 
simbiosis entre las raíces de la mayoría de las plantas y ciertos hongos del 
suelo (Hernández et al. 2000), (Read et al. 1999). La micorriza arbuscular (MA) 
es el microorganismo del suelo responsable de la simbiosis mutualista que se 
establece entre hongos del Phylum Glomeromycota y la mayoría de plantas 
vasculares (Schübler et al. 2001); (Smith y Readet al.2008), es de gran 
importancia en los sistemas agrícolas (Gosling et al 2006), y tiene capacidad de 
incrementar la absorción de nutrientes poco móviles, principalmente fósforo (P) 
(Sanders y Tinkeret al1971) (Nakano et al. 2001). 

 

Además, la Micorríza Arbuscular confiere a la planta otros beneficios, tales 
como: estimulación del crecimiento, resistencia al ataque de plagasy 
enfermedades, tolerancia a estrés hídrico, y contribuye a mejorar la estructura 
del suelo (Bethlenfalvay y Lindermanet al.1992);(Varmaet al.2008). 

 
El cultivo monoxénico, es una técnica que ha logrado producir cultivo in vitro de 
raíces, a las cuales se les ha inoculado esporas de hongos MA previamente 
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desinfectadas, de tal forma que se la asociación micorrízica in vitro sin la 
necesidad de contar con una planta hospedera completa (Bago et al .2000).  
 
Esta técnica ofrece propágulos puros, estériles, libre de contaminantes, que 
hasta ahora no ha sido posible lograrlo utilizando los modos convencionales de 
cultivo en macetas Otra ventaja que ofrece es el aumento en la producción de 
esporas/propágulos el cual se logra en menos tiempo y espacio (Fortin et al. 
2002).  
 
El objetivo de nuestro estudio se basa en dilucidar el efecto de las 
comunidades de HMA asociados a Cinchona officinalis en etapa in vitro. 
 
También aportar información para desarrollar, utilizar y aplicar técnicas y/o 
métodos para el cultivo in vitro de HMA con el fin de incentivar su uso en el 
campo agrícola como biofertilizantes de primera elección, mediante el uso de 
cultivos monoxénicos, una técnica que ha conseguido producir el cultivo in vitro 
de raíces que han sido inoculados con esporas previamente desinfectados en 
medios sintéticos anteriormente. Por consiguiente, el uso de estos 
microsimbiontes podría tenerse en cuenta en el diseño de cualquier sistema de 
producción agrícola, ya que se consideran como sustitutos biológicos de los 
fertilizantes minerales (Castillo et al. 2009). 
 

. 
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1.1 Generalidades de la Cinchona 

1.1.1 Etimología 

Género dedicado a Ana Osorio, esposa de Luis J. Fernández de Cabrera y Bobadilla, 

conde de Chinchón, que logró curarse gracias a la corteza de quina o cascarilla de la 

fiebre palúdica que padecía en 1632 (Loayza y Sánchez, 1996). De la corteza se 

obtiene la quinina el más antiguo medicamento para controlar la malaria. 

 

1.1.2 Generalidades y usos 

La Cinchona también conocida como “cascarilla o árbol de quina”, pertenece a la 

familia Rubiaceae. Generalmente son árboles de tamaño mediano a pequeño o 

también arbustos con corteza amarga (Garmendia, 2005). (Fig. 1). Se encuentra 

ampliamente distribuida desde Costa Rica hasta Bolivia con más de 40 especies. Son 

de color verde con pequeñas flores, productoras de semillas y pueden alcanzar una 

altura que puede llegar los 25 metros o un poco más (Garmendia, 2005). 

Las plantas de Cinchona producen un metabolito conocido como “quinina”, que 

hademostrado propiedades antimaláricas para combatir fiebres especialmente en el 

paludismo, además se le atribuye su uso para, estimular el apetito, tonificar el 

organismo, para casos de estrés psíquico y físico y en convalecencias, arritmias 

cardiacas, estimular el crecimiento del cabello y evitar su caída (Garmendia, 2005); por 

lo tanto es de gran importancia dentro de la industria farmacéutica (Mahechaet al, 

2004). 

Cinchona officinalis L: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Árbol de Cinchona officinalis 

Fuente:González J, 2007. 
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1.1.3 Descripción taxonómica 

 

Grupo: Euasterids. 

 

Orden: Gentianales. 

 

Familia: Rubiaceae. 

 

Género: Cinchona. 

 

Nombre científico: Cinchona officinalis. 

 

Nombre común: Cinchona, cascarilla, quina. 

 

1.1.4 Ubicación geográfica en el Ecuador 

Es conocido como un árbol o arbusto nativo de los Andes que se encuentra entre los 

1000 a 3500 msnm. En el Ecuador se encuentra ampliamente distribuido en las 

provincias de Bolívar, Chimborazo, Cañar, Azuay, Morona, Zamora y Loja (Jorgensen 

y León, 1999). Según estudios realizados por (Garmendia, 2005), la especie Cinchona 

officinalis es una especie endémica de la región sur del Ecuador específicamente del 

valle de Loja. 

 

1.1.5Descripción 

Cinchona officinalis es un árbol de 11 a 15 m de alto, de 30 a 40 centímetros de 

diámetro de tallo; ramificación simpodial; con copa globosa irregular, bastante densa. 

La corteza externa es de color marrón oscuro, ligeramente fisurada y desprende 

pequeñas placas en forma irregular. La forma de la hoja varía de casi orbicular o 

lanceolada a elípticoovalada, de 8 a 27 cm de largo y 7 a 18 cm de ancho. 

Las flores se encuentran en panículas terminales de 20 a 25 cm de longitud, 

sonhermafroditas, actinomorfas; la corola es blanca-roja. Los frutos son cápsulas de 

color marrón oscuro, de forma elipsoide. 

El desarrollo particularmente en los primeros años es rápido, los árboles de 6 a 8 años 

de edad pueden alcanzar 12 m de altura. Las ramas principales parten del tronco a 

una altura de más o menos 6 m, puesto que las ramas bajas son desechadas 

continuamente(Mahecha et al, 2004). 
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1.2 MICORRIZAS: 

1.2.1 Definición: 

El término micorriza proviene del griego: myco, (hongo), y rhyza, (raíz), este término 

fue acuñado por Frank en 1885, Casi todas las especies vegetales son susceptibles de 

formar simbiosis con micorrizas porque estas se encuentran en la mayoría de los 

hábitats naturales (más del 90% de todas las especies vegetales conocidas presentan 

al menos un tipo de micorriza) (Hernández, 2000). 

Algunos de los beneficios que obtiene la planta con esta asociación son en el aumento 

del crecimiento aéreo y radicular gracias a la mayor absorción de nutrientes del 

suelo,especialmente de aquellos poco móviles como por ejemplo el fósforo, magnesio, 

calcio, potasio, azufre, hierro, cobre, boro y manganeso (Holguin et al 1996), además 

debido al mayor volumen de suelo explorado por las hifas, se incrementa la captación 

de agua a la planta, mejorando la tolerancia al estrés hídrico (Smith y Read 1997). 

La diversidad funcional de los hongos micorrízicos provee la oportunidad de 

seleccionar un hongo adaptado específicamente al hospedero, medio ambiente y 

condiciones de suelo que optimiza el crecimiento de las plantaciones (Brundrett et al, 

1996). 

 

1.2.2 Clasificación Morfológica de Micorrizas: 

Se pueden distinguir tres grupos fundamentales según la estructura de la micorriza 

formada (Read, 1999): 

 

Ectomicorrizas: Este grupo de micorrizas se caracteriza por tener un manto compacto 

de hifas que cubre las raíces cortas con una red micelial, la cual crece entre las células 

corticales por lo que se la conoce como Red de Hartig(Fig. 2a). 

 

Ectendomicorrizas: Tienen características intermedias entre las Ectomicorrizas y las 

Endomicorrizas (Read, 1999), pues presentan un manto muy reducido pero la red de 

Harting está bien desarrollada, además existe una ligera penetración de las hifas al 

interior de las células de la corteza radical, no existen vesículas ni arbúsculos (Yu et al 

2001)(Fig. 2b). 

 

Endomicorrizas: Este grupo se caracteriza por no formar manto y las hifas penetran 

en las células de la epidermis y del córtex de la raíz (González et al, 2005). Por lo que 

una especie puede infectar a un gran número de especies vegetales, lo que las hace 

poco específicas. Son mucho menos sensibles a las agresiones externas que las 
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ectomicorrizas debido a que sus esporas germinan con facilidad alejadas de raíces 

vivas y pueden crecer considerablemente sin contacto con ninguna raíz (Rocha et al, 

2009). Este grupo se subdivide en: 

 Ericoides: estos hongos carecen de vesículas y arbúsculos, sin embargo 

cuentan con estructuras intracelulares las cuales semejan a espirales que son 

estructuras típicas de estos hongos (Yu et al 2001).(Fig. 2c) 

 Orquidoides: Son micorrizas de orquídeas, tras penetrar en la células de la raíz 

forma ovillos dentro de la célula hospedera, así como agregados poco 

organizados de hifas (pelotones) que liberan los nutrientes cuando 

degeneran(Brundrett et al 1996). (Fig. 2d) 

 Arbusculares: Se caracterizan por la penetración de las hifas del hongo en las 

células de la epidermis y córtex de la raíz y por la ausencia de manto sobre la 

superficie de la misma (Brundrett et al 1996). (Fig. 2e) 

 

 

Figura 1:Principales estructuras de los tipos de micorrizas 

Fuente: Selosse y Le Tacon F. (1998) 
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1.3 HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES (HMA) 

1.3.1 Descripción de los HMA 

Las micorrizas arbusculares son el resultado de la asociación mutualista entre algunos 

hongos del suelo y la raíz de la mayoría de las plantas. En ella, el micelio del hongo 

coloniza la corteza radical a modo de endófito y proyecta sus hifas tanto al interior 

como al exterior de la raíz (Forero et al., 1996). Se estima que más del 80% de las 

plantas terrestres forman este tipo de asociación. Estas incluyen muchas especies de 

cultivo importantes en la agricultura y horticultura (Smith y Read, 1997). 

Los hongos micorrízicos arbusculares se asocian con las raíces de la mayoría de las 

especies vegetales y les proporcionan múltiples beneficios: mayor captación de 

nutrientes, resistencia a las condiciones de estrés provocadas por patógenos de 

hábitos radicales, salinidad, sequía, acidez y elementos tóxicos (Holguin et al 1996). 

También son responsables de influenciar en la diversidad vegetal y la productividad en 

ecosistemas naturales (Van Derheijden, 1998). Est|os hongos presentan un 

crecimiento intra e intercelular en la corteza de la raíz de la planta, una característica 

específica es la formación de estructuras intraradicales denominadas arbúsculos que 

consisten en ramificaciones dicotómicas repetidas de un hifa, hasta dar una estructura 

similar a un árbol muy ramificado (Fig. 3). Los HMA son simbiontes obligados, de esta 

manera, esta simbiosis permite a las plantas captar fotosintatos que favorecen su 

desarrollo y propagación. 

 

Figura 2: Representación de un hongo Micorrízico Arbuscular 

Fuente:Moore-Landecker B. (1996) 

 

1.3.2 Filogenia de los Hongos Formadores de Micorriza Arbusculares 

(HFMA). 

La clasificación de los HFMA es complicada y ha sufrido numerosos cambios a lo largo 

de las últimas décadas. Hasta finales del año 2000 los HFMA formaban parte de la 
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clase de los Zigomicetos, y se agrupaban en un solo orden, los Glomales. Este orden 

estaba constituido por dos subórdenes (Glominae y Gigasporinae), tres familias 

(Glomaceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae) y seis géneros (Glomus, 

Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Scutellsopora). Actualmente se 

considera que pertenecen al Phylum Glomeromycota (Schϋβler et al., 2001), con más 

de 150 especies descritas. Tradicionalmente, la identificación de los HFMA se ha 

basado en las características morfológicas de las esporas. Sin lugar a duda estas 

estructuras contienen una información taxonómica importante (Sieverding & Oehl, 

2006), pero ésta puede llegar a ser limitada y confusa. Este nuevo Phylum es creado 

mediante estudios filogenéticos y a través de la secuencia de genes de la subunidad 

pequeña del ARNr. La aplicación de las técnicas moleculares ha permitido estructurar 

la taxonomía de estos hongos en cuatro órdenes en los que se incluyen nueve 

familias. Con base en estos estudios, separan a los hongos de un Phylum polifilético 

(Zygomicota) hacia otro que es aparentemente monofilético (Glomeromycota) (Ferrera-

Cerrato y Alarcón, 2007). 
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Figura 3:Árbol filogenético de Glomeromycota. 

Fuente:Schϋβler et al. (2001). 

 

1.3.3 Arquitectura de la micorriza Arbuscular 

 

1.3.3.1 Hifas 

Las hifas son estructuras filamentosas que en conjunto forman un micelio. 

Existen tres tipos de hifas: las intercelulares, intracelulares y las extraradicales. 
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1.3.3.1.2 Hifas intercelulares: 

Son aquellas que crecen dentro de la pared de las células de la raíz (Fig. 5a). 

 

1.3.3.1.3 Hifas intracelulares: 

Son aquellas que crecen entre la pared de las células de la raíz (Fig. 5b.) 

 

1.3.3.1.4 Hifas extraradiculares:  

Este tipo de hifas se clasifican en tres subtipos según su morfología y las funciones 

que llevan a cabo: hifas infectivas, son las que inician los puntos de colonización en 

una o varias raíces; hifas absorbentes son las que se encargan de explorar el suelo 

para la extracción de nutrientes y las hifas fértiles son las que llevan las 

esporas(Guzmán y Farías 2005). (Fig. 5c). 

 

1.3.3.2Apresorios 

Son apéndices, que se forman cuando una hifa hace contacto con la superficie de una 

célula epidérmica de la raíz (León, 2006), esta estructura facilita la penetración del 

hongo (García y Ocampo, 2002).(Fig. 5d.) 

 

1.3.3.3 Vesículas 

Son órganos de paredes delgadas que almacenan lípidos y glicolípidos se forman a 

partir del hinchamiento de una hifa terminal (Holguin et al 1996). Las vesículas pueden 

ser inter o intracelulares y pueden ser encontradas tanto en el interior como en las 

capas externas del parénquima cortical. Estas no están presentes en todos los 

géneros de HMA (Mosse, 1981).(Fig. 5e.) 

 

1.3.3.4 Arbúsculos 

Son minúsculas ramificaciones dicotómicas, sirven como sitio de intercambio 

nutrimental entre el hongo y el hospedero. Son de corta duración 9 a 15 días, al cabo 

de lo cual colapsan o son digeridos por la célula hospedera, después de un gran 

período de actividad metabólica. (Requena, 1996). (Fig. 5f.) 

 

1.3.3.5 Células auxiliares 

Son estructuras abultadas de paredes delgadas, que se agrupan en las hifas 

extraradicales. Puede presentar una superficie espinosa o lisa y son característicos de 

Scutellospora y Gigaspora, son abundantes durante la colonización temprana, pero 
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disminuyen durante la esporulación. Al parecer no funcionan como propágulos 

(Blaszkowski, 2003).  

 

 

Figura 4:Estructura de los Hongos Micorrízicos Arbusculares 

Fuente:Chung, P. 2005 

 

1.3.4 Multiplicación de inóculo Micorrízico: 

El carácter de simbionte obligado de los HMA conlleva al uso de plantas hospederas 

para que pueda completar su ciclo de vida (Usuga et al 2008). 

Los ecosistemas naturales ofrecen comunidades de hongos micorrízicos nativos 

quefrecuentemente son usados como fuente de inóculo. Estos propágulos fúngicos 

estánconstituidos por trozos de raíces colonizadas, esporas y segmentos de hifas que 

por logeneral se encuentran concentrados en los primeros centímetros del suelo 

(Bellgard, 1993). 

Las muestras de suelo generalmente son tomadas de porciones cercanas a la raíz, 

éstas, pueden contener diferentes tipos de propágulos, pero son las esporas que por 

sus características morfológicas permiten la identificación de las especies (Brundrett et 

al 1996). Sin embargo las esporas provenientes de estas porciones de suelo pueden 

no estar en buenas condiciones para su identificación, por lo que el inóculo tiene que 

multiplicarse en plantas hospederas micotróficas cultivadas en sustratos o suelo 
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estéril. Este sistema conocido como cultivo trampa permite multiplicar las especies 

nativas colectadas del campo (Sieverding, 1991) 

No todas las asociaciones entre HMA-planta son compatibles, pudiendo en algunos 

casos beneficiar en mayor grado a un hospedero y adaptarse a determinadas 

condiciones edafoclimáticas evidenciando marcadas diferencias no sólo estructurales 

sino también funcionales entre especies (Linderman y Davis 2004). 

 

1.3.5 Plantas hospederas: 

Se ha demostrado que la asociación de HMA y plantas no es específica, puesto 

quecualquiera de los HMA puede colonizar a cualquiera de las plantas susceptibles de 

formar simbiosis (Brundrett et al 1996). Algunos hongos muestran un mejor grado de 

efectividad que beneficia el establecimiento de la micorriza bajo determinadas 

condiciones (Pozo, 1999). 

Las principales condiciones que se deben tomar en cuenta para la elección de una 

panta hospedera óptima son: ser micótrofa obligada y no selectiva a las diferentes 

especies de hongos micorrízicos arbusculares; adaptarse a un rango amplio de 

condiciones de suelo y clima; rústica para que su mantenimiento no requiera mucho 

espacio ni cuidados en el invernadero o en condiciones de vivero; con semillas con un 

alto porcentaje de germinación; no debe tener enfermedades radicales en común con 

los cultivos en los cuales se utilizara el inoculo (Linderman y Davis 2004). 

El sistema radicular posee una de las condiciones más importantes, ya que se ha visto 

que en plantas con raíces finas existe una mejor esporulación de HMA y aquellas 

plantas con rápido desarrollo del sistema de fibras radiculares son consideradas como 

un cultivo trampa ideal para la producción de esporas de HMA (Chaurasia y Khare 

2005). 

 

1.3.6 Desarrollo de la simbiosis. 

La formación de la micorriza arbuscular implica una serie de pasos a partir del 

reconocimiento de la superficie de la raíz por el hongo hasta la formación de un 

apresorio, la penetración de células epidérmicas, desarrollo de hifas intrarradicales y 

arbusculares, y en algunos casos, la formación de vesículas. Todos estos pasos están, 

sin duda bajo un control genético (Peterson et al. 2004).  

La colonización comienza con la germinación de las esporas y esta fase es 

independiente de la raíz del hospedero. Si bien es cierto que la colonización puede 

estar determinada por ciertos factores edáficos, de manera que favorezcan el 

desarrollo del micelio, se ha considerado que esta no es un proceso totalmente 
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dependiente de la presencia de la planta (Smith y Read, 1997). Sin embargo, la 

presencia de algunos exudados de plantas no micotróficas es determinante en el 

retraso de la germinación y la reducción de la colonización (Schreiner y Koide, 1993).  

 

En esta fase denominada asimbiótica se presentan señales bioquímicas relacionadas 

con compuestos volátiles que forman parte de los exudados de las raíces. Uno de 

ellos es el CO2, que es fundamental para la germinación de esporas y el crecimiento 

de la hifa germinativa (Bécard y Piché, 1989). Sin embargo, éste no es el único 

compuesto involucrado en esta fase. Otros compuestos de los exudados radicales, 

como los flavonoides, favorecen ramificación de hifas (Vierheilig y Piché, 2002); es 

importante considerar que, raíces de maíz deficientes en producción de flavonoides, 

son colonizadas por HFMA, mostrando que los flavonoides no son esenciales para 

este proceso (Siquiera et al. 1991). Uno de los compuestos de los exudados de las 

raíces, denominadas ―factor de ramificación‖, que induce una amplia ramificación de 

hifas, fue identificada en Lotus japonicus como una strigolactona, la cual ha 

demostrado ser una señal de fundamental importancia en el desarrollo de la simbiosis 

(Akiyama et al. 2005). 

Posterior a la germinación, el tubo germinal, una vez que llega a la epidermis de la 

raíz, debe recibir la señal procedente de ésta para dirigirse hacia ella y, a partir de ahí 

diferenciar y formar apresorio. En ausencia de un hospedero el crecimiento de la hifa 

con el tiempo se detiene, probablemente debido a la falta de moléculas de 

señalización a partir de los exudados radicales que estimulan la ramificación de las 

hifas (Tamasloukht et al. 2003); (Akiyama et al. 2005); (Besserer et al. 2006). La 

detención del crecimiento parece ser programada, con retracción controlada del 

citoplasma, núcleos y la producción de tabiques, lo que permite a la espora y al micelio 

mantener la viabilidad a largo plazo y la capacidad de germinar de nuevo y colonizar 

las raíces (Koske, 1981); (Logi et al. 1998), es por eso que antes de que la hifa agote 

sus reservas debe ser capaz de localizar las raíces e iniciar la formación del apresorio; 

es así que a partir del apresorio se inicia la penetración en la epidermis e inicia la 

colonización del tejido parenquimático de la raíz.  

A partir de la penetración de las hifas, en la parte cortical de la raíz pueden 

desarrollarse, al interior de las células, dos clases morfológicas estructurales 

diferentes de micorriza arbuscular: tipo Arum y tipo Paris (Figura 6). (Gallaud, 1904) 

describió estas dos clases, en función de sus hábitos de desarrollo en las células 

corticales. En el primer caso, la colonización se desarrolla de manera extensiva 

intracelularmente, formando a intervalos regulares pequeñas ramificaciones laterales 

que penetran las paredes celulares y se ramifican dicotómicamente de forma repetida, 
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y en la parte terminal de las hifas se forman los arbúsculos. En el tipo Paris no se 

observa desarrollo de las hifas intercelulares, pero existen enrollamientos extensivos 

de las hifas intracelulares que cruzan las células corticales, de las cuales se forman o 

no arbúsculos muy pequeños en forma intercalada (Smith y Read, 1997); (Barker et al. 

1998).  

La formación de los arbúsculos supone una alteración profunda de la célula vegetal, lo 

que se manifiesta principalmente por la deformación del plasmalema y del protoplasto 

para acomodar el arbúsculo, el cual nunca penetra al citoplasma. Se produce 

igualmente una ordenación del citoesqueleto (Gianinazzi-Pearson et al. 1981; 

Matsubara et al. 1999), lo que conlleva a un cambio en la posición del núcleo, que 

pasa a una posición central, y una fragmentación de la vacuola. El arbúsculo es 

excluido del citoplasma del hospedero por una membrana periarbuscular (PAM) 

(Parniske, 2008).  

La PAM es continua con la membrana plasmática de la planta, sin embargo, en esta 

se encuentran proteínas transportadoras de fosfato como PT4 que están ausentes en 

la membrana plasmática (Harrison et al. 2002). La vida media de los arbúsculos es 

muy breve, aproximadamente 7 días (Alexander et al. 1989), transcurrido este tiempo 

los arbúsculos se degeneran. Especies de los géneros Gigaspora y Scutellospora no 

forman vesículas dentro de la raíz, pero en el micelio externo producen células 

auxiliares. La función biológica de las células auxiliares sigue siendo especulativa 

(Bonfante y Bianciotto, 1995). (Jabaji-Hare, 1988) observó grandes cantidades de 

lípidos dentro de las células auxiliares de una especie de Gigaspora. (De Souza y 

Declerck, 2003) sugieren que las células auxiliares pueden jugar un posible papel en el 

almacenamiento de carbono, para su uso como energía para la producción de esporas 

y el desarrollo y/o reparación del micelio. 

    a) b)  

Figura 5:(a)Morfología Arum tipo arbúsculos. (b) Morfología intracelular tipo Paris. 

Fuente:Smith y Read 2008. 
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1.4 CULTIVO IN VITRO DE HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES 

 

1.4.1 Cultivo monoxénico: 

El cultivo monoxénico, es una técnica que ha logrado producir cultivo in vitro de raíces, 

a las cuales se les ha inoculado esporas de hongos MA previamente desinfectadas, de 

tal forma que se la asociación micorrízica in vitro sin la necesidad de contar con una 

planta hospedera completa (Bago et al 2000). 

Esta técnica ofrece propágulos puros, estériles, libre de contaminantes, que hasta 

ahora no ha sido posible lograrlo utilizando los modos convencionales de cultivo en 

macetas Otra ventaja que ofrece es el aumento en la producción de 

esporas/propágulos el cual se logra en menos tiempo y espacio (Fortin et al 2002). 

La producción en masa de hongos MA se ha logrado con varias especies, peroG. 

intraradices sigue siendo el más indicado por el aumento de la producción de esporas 

obtenidos en cultivos de primeras investigaciones hasta la actualidad (Diop et al.1994). 

Sin embargo, recientes estudios han demostrado el cultivo de Scutellospora reticulata 

y Acaulospora rehmii,mediante esta técnica(Dalpé yDeclerck, 2002) 

 

1.4.2 Beneficios de los hongos micorrícicos en plantas micropropagadas. 

La transferencia de plántulas cultivadas in vitro a condiciones ex vitro, es uno de los 

pasos más importantes para la adaptación fisiológica a la fase de aclimatación (Kapoor 

et al. 2008). Durante la aclimatación, las plántulas deben aumentar la absorción de 

agua y minerales así como la tasa fotosintética (Grattapaglia y Machado, 1990). Los 

hongos micorrícicos son bien conocidos porque aumentan el vigor de las plantas por 

absorción de agua y nutrientes minerales, especialmente el fósforo; así mismo pueden 

proteger a las plantas contra ciertos patógenos de la raíz y mitigar los efectos de las 

variaciones extremas de temperatura el pH y estrés hídrico (Siqueira, 1994). Se han 

realizado numerosos estudios en la inoculación de hongos micorrícicos en la etapa de 

aclimatación o incluso bajo condiciones in vitro (Sbrana et al. 1994); (Elmeskaoui et al. 

1995); (Sharma et al. 1996); (Siqueira et al. 1998); (Duponnois y Plenchette, 2003); 

(Kapoor et al. 2008); (Roveda et al. 2007). 

 

1.4.3 Raíces Hospederas transformadas: 

Agrobacterium rhizogenes es una bacteria gram negativa del suelo que induce un 

fenotipo particular denominado "raíz pilosa" en plantas dicotiledóneas. En las raíces 

transformadas con esta bacteria, un segmento de ADN de la bacteria, llamada la 

región T (ADN transferido) del plásmido Ri (inducción de la raíz) se incorpora a las 
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células de la planta hospedera (Chiltón et al.1982). La integración y la expresión de 

este ADN en el genoma de la planta provocará el desarrollo del fenotipo “raíz peluda” y 

la síntesis de un compuesto de bajo peso molecular llamada opina (Tepfer, 1989). 

 

1.4.4 Efectividad e infectividad de los HMA: 

El grado de efectividad de los HMA, puede verse afectado por muchos factores que 

influyen enel establecimiento y función de los mismos. Algunos estudios mencionan 

que las esporas deHMA inhiben su germinación bajo presión hídrica (Sieverding, 

1991), así mismo la profundidad del suelodetermina la supervivencia de estos 

endófitos, ya que a menor profundidad existe una mayorabundancia, y a mayor 

profundidad el grado de colonización de las raíces es menor (Tapia, 2003). 

 

Particularmente al momento de seleccionar un potencial y apropiado inóculo se 

debenconsiderar el pH, el contenido de materia orgánica, así como el de fósforo del 

suelo ya que sonparámetros que determinan en gran parte el desarrollo, las relaciones 

de los HMA y por endesu efectividad en las plantas hospederas (Williams et al 1992) . 

Existen datos de que comunidades de HMA disminuyen en suelos perturbados por la 

labranzay el manejo tecnificado (Jansa et al 2002). Para la restauración de un 

ecosistema degradado, los HMA utilizadosdeben ser apropiados para las condiciones 

edafoclimáticas, y para la producción de hongosnativos locales se requiere material de 

la zona (Rillig, 2004). 

 

Sin embargo, en ocasiones la micorrizaciónnativa puede presentarse en bajo número, 

o puede no ser tan efectiva para aumentar elcrecimiento (Hamel, 1996). Por lo que es 

necesaria la inoculación incorporando HMA (nativos o no) con el finde aumentar el 

crecimiento de las plantas. En el caso de que la inoculación se realice con HMAno 

nativos, debe considerarse que los suelos difieren en su receptividad a los 

microorganismosa ser introducidos (Covacevich y Echeverria, 2008). En este contexto 

la receptividad es un factor clave en la efectividad de losHMA no nativo que se lo 

define como la capacidad de un suelo para favorecer el desarrollo dela simbiosis luego 

de la inoculación (Plenchette, 2000)  

 

Es importante conocer las diferencias estructurales y funcionales existentes entre las 

especies,con vista a seleccionar el hongo adecuado para cada interacción, lo cual 

permitiría tenerresultados satisfactorios (Rodrigues et al 2004). 
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Metodología 

2.1 Localización de la Investigación 

La presente investigación se llevó a cabo en el Departamento de Ciencias Naturales 

de la Universidad Técnica Particular de Loja, en el laboratorio de Cultivo y 

conservación de microorganismos. 

 

2.1.2 Fases de la investigación 

A continuación se detallan cada una de las fases de investigación contempladas en el 

desarrollo del proyecto que consistió de la siguiente manera. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Multiplicación del inóculo a utilizar 
(cepas: 46238; 43204) 

Obtención de Cinchona officinalis 

 

Obtención de Medicago 
truncatula(plántula donadora de 
micelium) 

Desarrollo de la metodología propuesta 
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2.2 Multiplicación del inóculo a utilizar (cepas: 46238; 43204) 

La fuentes de inóculo fueron  las cepas MUCL 43268 y MUCL 40204, proveniente de 
la Micoteca de la Universidad Católica de Lovaina, se trata de una cepa de 
Rhizophagus irregularis proveniente de las Islas Canarias.  

Las cepasMUCL 43268 y MUCL 43204 se conservaban   en la raíz modificada 
Cichorium intybus donde para la conservación y multiplicación se las paso a nueva 
raíz de Cichorium intybus(Figura 7), para esto se utilizó una micropipeta con puntas 
estériles y se depositaron en medio Modified Strullu Romand (MSR), y se incubaron a 
la sombra a 27°C.  

 

Figura 6:Proceso de multiplicación del inóculo 

 

2.3 Obtención de Cinchona officinalis 

Para la obtención de esta plántula en un inicio se partió de segmentos nodales de 
plántulas germinadas in vitro(figura 8), diferenciando los que contienen yemas 
apicales y axiales, las cuales fueron cultivadas en (MS,1962) al 50% de la 
concentración de sales y sin reguladores de crecimiento(figura 9). 

 

Figura 7:Repique de Cinchona 
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Figura 8:Cinchona en etapa de crecimiento 

 

Luego para mantener el banco de plántulas se procedió a desinfectar semillas de 
Cinchona officinalis. 

 

Figura 9:Material para desinfección de semillas de Cinchona 

Procedimiento de desinfección: 

Se Colocó las semillas en el frasco más agua jabonosay se  agitó por 5 min., luego se 
enjuagó con agua destilada hasta eliminar el jabón, se colocó el alcohol por 30 
segundos y se enjuagó con agua estéril, finalmente se colocó1% de hipoclorito de 
sodio y se agitó por 5 min, enjuagar con agua estéril hasta eliminar el cloro (se realiza 
en la cámara de flujo laminar con la ayuda de un cernidor para evitar la caída de las 
semillas)(Figura 10). 

Una vez desinfectadas las semillas se las imbibió por 24 horas con agua destilada 
estéril, pasadas las 24 horas(Figura 11). Se escurrió el agua  y se procedió a sembrar 
en medio MA en una cantidad de 20 semillas por frasco. Finalmente los frascos fueron 
etiquetados y colocados en el cuarto de crecimiento para esperar una 
respuesta(Figura 12). 
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Figura 10:Desinfección de semillas 

 

 

Figura 11: Germinación de Cinchona 

 

2.4 Obtención de Medicago truncatula (plántula donadora de micelio) 

Para la obtención  de Medicago truncatulase partió de semillas obtenidas de la 
Micoteca de la Universidad Católica de Lovaina, donde se aplicó el mismo protocolo 
de desinfección de Cinchona officinalis y se las sembró en medio MA que contiene (N, 
P, K) hasta que germinaron y luego se las pasó a medio modificado Modified Strullu 
Romand (MSR) hasta su crecimiento. 
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Figura 12:Germinación de Medicago truncatula 

 

2.5Desarrollo del diseño experimental 

Se estableció un sistema de cultivo autotrófico para plántulas de Cinchona officinalis 

tal y como lo describen (Voets et al. 2005), en plántulas de patata. Se realizó 10 

repeticiones y 1 testigo. El diseño consistió en realizar dos orificios en un extremo de 

una caja de Petri (± 2mm de diámetro), uno en la base y otro en la tapa (Figura 8); las 

placas fueron bicompartidas y contenían 30 ml de medio MSR, donde  en una 

compartición  contenía sacarosa y la otra sin sacarosa y solidificado con 3 g/l de 

Phytagel. A continuación se transfirieron plántulas de Medicago truncatula 

micropropagadas de 8 semanas de edad (de 3cm de longitud aproximadamente) que 

estaban creciendo en sistemas de cultivo in vitro tradicionales. Las raíces se colocaron 

en contacto con la superficie del medio, mientras que el tallo sobresalía a través del 

orifico de la placa. Luego se inocularon esporas de las dos cepas MUCL 43268 y 

MUCL 43204. Finalmente las placas se sellaron con parafilm y el orificio se cubrió con 

grasa de silicona (E Merck, D-6100 Darmstadf, F R. Germany) para evitar 

contaminación. 
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Figura 13: Esquema de la abertura de los orificios. 

Fuente:Nogales (2006). 

 

Los sistemas autotróficos se cubrieron con bolsas de plástico negras para proteger las 

raíces de la luz, pero dejando la parte aérea al aire libre (Figura 9). Estas se 

mantuvieron en un cuarto de crecimiento con una intensidad lumínica de 12h luz / 12h 

oscuridad y una temperatura de 24°C durante 60 días. 

 

Figura 14:Inoculación de las cepas de hongos en Medicago truncatula 

 

Posteriormente se evaluó las cajas, donde se observó que estaba totalmente poblada 

de raíces con esporas y micelioy se procedió al siguiente paso que era sembrar dos 

plántulas de Cinchona officinalis en la otra compartición para que se produzca la 

infección por parte del micelio de la planta donadora (Medicago truncatula)a las raíces 

de Cinchona officinalis.(Figura 15). 
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Figura 15 : Diseño final concluido 

 

 

Finalmente se cubrieron nuevamente con bolsas de plástico negras para proteger las 

raíces de la luz, pero dejando la parte aérea de ambas plántulas al aire libre. Estas 

también se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con una intensidad lumínica de 

12h luz / 12h oscuridad y una temperatura de 24°C durante 60 días. 

 

2.6. Parámetros evaluados. 

Al final del ensayo evaluamos mortalidad y variables morfológicas tales como 

coloración de la raíz y los niveles de colonización micorrízica que se detalla a 

continuación: 

 

2.7. Determinación del porcentaje de colonización de las plantas Cinchona 

officinalis. 

Las raíces de las plántulas obtenidas se limpiaron con agua de grifo eliminando así 

todas las impurezas, se seleccionaron las raíces más jóvenes y finas, se cortaron en 

piezas de ± 1.5 cm de longitud y se los colocó en tubos Eppendorf de 1.5 cm. 

Posteriormente se realizó la tinción usando el método de (Phillips y Hayman, 1970) y 

con la ayuda de un microscopio ZEISS estándar Axioplan, a 100X y 400X de 

magnificación se observó las diferentes estructuras como vesículas, arbúsculos e 
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hifas. Los niveles de colonización de las plantas se determinaron de acuerdo a la 

estimación de la micorrización según (Trouvelot et al1986), en la que se le asigna una 

clase, tomando en cuenta las diferentes estructuras micorrízicas de cada fragmento de 

raíz y la abundancia de arbúsculos. 

Las clases obtenidas fueron colocadas en el programa informático “Mycocalc” para 

calcular los parámetros (%F): Frecuencia de las micorrizas en las raíces y (%A): 

Abundancia arbuscular en el sistema radicular. 
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CAPÍTULO III 
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Resultados y Discusión 

3.1 Multiplicación del inóculo a utilizar (cepas: 46238; 43204) 

Las cepas  MUCL 43268 y MUCL 43204 se conservaron en la raíz modificada 

Cichorium intybus donde para la y multiplicación se las paso a nueva raíz de 

Cichorium intybus, para esto se utilizó una micropipeta con puntas estériles y se 

depositaron en medio Modified Strullu Romand (MSR), y se incubaron a 27°C (Figura 

17). 

 

Figura 16:Raíces de Cichorium 

Se logró multiplicar 25 cajas de cada cepa (MUCL 46238; MUCL 43204) con 

aproximadamente 100 esporas en cada una.Se las conservó en una incubadora a 

27°C (Figura 18). 
 

 

Figura 17:Raíces de Cichorium inoculadas las esporas de los hongos. 
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3.2 Banco plántulas de Cinchona officinalis 

Para los cultivos in vitro de Cinchona officinalis se partió desde la desinfección de las 

semillas provenientes del banco de germoplasma de la UTPL, donde luego fueron 

sembradas en medio MA (N, P, K)  hasta su germinación para posteriormente ser 

pasados a medio MS. Todo este procedimiento tuvo una duración de 3 meses hasta la 

utilización del mismo. (Figura 19) 

 

Figura 18: Plántulas de Cinchona officinalis 

 

3.3 Banco de plántulas de Medicago truncatula (plántula donadora de micelium) 

Para la obtención  de Medicago truncatula se partió de semillas obtenidas de la 

Micoteca de la Universidad Católica de Lovaina, donde se aplicó el mismo protocolo 

de desinfección de Cinchona officinalis y se las sembró en medio MA que contiene (N, 

P, K) hasta que germinaron y luego se las pasó a medio modificado Modified Strullu 

Romand (MSR) hasta su crecimiento. A continuación una imagen de las plántulas 

obtenidas (Figura 20) 
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Figura 19: Medicago truncatula 

 

3.4 Análisis de Mortalidad de las especies utilizadas. 

Tabla 1:Porcentaje de Mortalidad y supervivencia en el tratamiento. 

Mortalidad 

Especie a trabajar Estado Muertas Vivas 

Cichorium intybus Raíz hospedera 2% 98% 

Cinchona officinalis Plántulas 2% 98% 

Medicago 

truncatula 
Plántulas 5% 95% 

Cepa MUCL 43204 Esporas 5% 95% 

Cepa MUCL 46238 Esporas 5% 95% 

 

Al analizar la tasa de mortalidad en la elaboración de nuestro proyecto, se observó que 

la Mortalidad no es mayoritaria para ninguna de las especies trabajadas sin embargo  

se obtuvo un 2% de Mortalidad en las raíces hospederas y las plántulas de Cinchona 

officinalis y 5 % de mortalidad en las plántulas de Medicago truncatula y las cepas de 

los hongos MUCL 46238 y MUCL 43204. 

 

3.5 Variables morfológicas 

Entre las variables encontramos que la coloración de la raíz fue cambiando se fue 

poniendo de color más obscuro y se empezaba a ensanchar(figura 21). 
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Figura 20:Raíz de Cinchona cambiando su morfología 

 

(Rocha et al2009), mencionan que los efectos fisiológicos que originan los HMA en 

cuanto a la captación de humedad y nutrientes permite apreciar un mayor vigor del 

tallo y área foliar de las plantas, incrementando esos parámetros entre un 15 y 50%. 

 

3.6 Evaluación de las plántulas de Cinchona officinalis inoculadas con las cepas 

(MUCL 43204; MUCL 46238). 

Pasado dos meses de crecimiento y bajo condiciones in vitro, se realizó las tinciones 

para evaluar el porcentaje de micorrización. 

Por medio de la tinción de raíces usando el método de (Phillips y Hayman,1970)(ver 

anexo 2)y con la ayuda del microscopio, se evaluaron 10 placasy se encontró que 

siete de ellas tenían mayor presencia de estructuras micorrízicas (Figura 22, 23 y 24). 
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Figura 21: Hifas colonizando raíces de Cinchona officinalis 

 

Figura 22 : Presencia de vesículas 

Hifas 

Vesícula 
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Figura 23:Abundancia de Vesículas 

 

En cuanto a la especie Cinchona officinalis, podemos darnos cuenta que esta especie 

responde positivamente al ser inoculadas con HMA, independientemente del tipo. En 

este estudio se probó utilizar dos cepas inoculadas (MUCL; 43204; MUCL 46238) 

simultáneamente lo cual se pretendió imitar las condiciones naturales donde sabemos 

que una sola especie vegetal  se puede encontrar diversidad de micorrizas.  Esto 

concuerda con (Guachon y Prado, 2012), que analizaron el efecto de la micorriza 

arbuscular en el crecimiento de Cinchona officinalis donde el tratamiento también 

respondió favorablemente, así mismo (Serrano, 2013) también estudió el porcentaje 

de micorrizas en la especie de Cinchona mostrándose que si se encuentra presente en 

ella. Es importante resaltar que no se había probado inocular HMA simultáneamente 

en ninguna especie vegetal lo cuál demuestra la importancia de este estudio. Los 

efectos beneficiosos de la introducción artificial de un inóculo micorrízico, resultan más 

evidentes en tratamientos donde las poblaciones de HMA nativos no existen. Sabemos 

que se requieren más investigaciones para poder explicar el beneficio que le 

proporciona la inoculación de los HMA con Cinchona, los resultados del presente 

estudio sugieren que estos hongos podrían ser utilizados como una estrategia de 

conservación in vitro, a fin de mejorar la supervivencia de esta especie en peligro de 

Vesículas 

Vesículas 
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extinción. Con ello se estaría promoviendo a la utilización de esta metodología para 

trabajar también con otras especies. 

 

3.7 Porcentaje de micorrización de plántulas de Cinchona officinalis inoculadas 

con las cepas (MUCL 43204; MUCL 46238). 

Según los resultados que nos arrojó el programa “Mycocalc” nuestra frecuencia 

micorrízica es de 74% lo cual nos indica que estas cepas de hongo si se asocia 

favorablemente con Cinchona officinalis.  
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CONCLUSIONES 

 

Se logró la multiplicación de los HMA sobre raíces de plántulas de Medicago 

truncatulas hospederas de las cepas (MUCL 43204; MUCL 46238), y se reveló el 

efecto que estos tienen sobre el crecimiento y desarrollo de plántulas de Cinchona 

officinalis en condiciones in vitro. Las plántulas de Cinchona  officinalis inoculadas con 

HMA, permitieron la obtención de mejores rendimientos y un mayor desarrollo de la 

plántula y tamaño total, mayor diámetro de tallo, mayor desarrollo radical, mayor 

número de hojas, en comparación de los tratamientos testigo. 

 

Con respecto al porcentaje de colonización micorrízica, inoculando (MUCL 43204; 

MUCL 46238) en Cinchona officinalis se obtuvo un 74%.  

 

De esta forma, queda demostrado que si hay una asociación entre estos hongos y 

Cinchona officinalis. 

 

Si bien se pudieron observar estructuras micorrízicas como vesículas e hifas, la 

presencia de arbúsculos fue escasa, esto se debió a que las raíces de las plantas ya 

no estaba en un proceso activo de intercambio de nutrientes en cuyos casos los 

arbúsculos mueren y su presencia en las placas teñidas es nula o casi nula. 

 

El escaso periodo de tiempo puede llegar a ser un factor de este resultado por lo que 

se recomienda que los cultivos permanezcan mucho más tiempo y evaluar futuros 

resultados. 

 

Hoy en día la utilización de micorrizas constituye uno de los componentes más 

importantes dentro de la agroecología moderna y es una buena opción para el 

desarrollo de una agricultura sostenible, evitando así el uso de productos químicos, 

(Barea y Azcon, 1983). Ligándose siempre a mantener el equilibrio de los ecosistemas 

terrestres y la fertilidad de los suelos. En este contexto los HMA juegan un papel 

importante en la producción de plantas de Cinchonaofficinalis, la cual se encuentra 

amenazada en la provincia de Loja. 
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RECOMENDACIONES 

 

Continuar con los estudios que permitan conocer la interacción de los HMA con el 

medio que les rodea, mediante experimentos multifactoriales en campo y muestreos, 

que revelen la realidad ecológica de los mismos, de tal forma que se impulse la 

aplicación de procesos de restauración de ecosistemas degradados, y así se puedan 

desarrollar especies alimenticias y medicinales que son usadas por el ser humano. 

 

Al momento de querer empezar el ensayo, tomar en cuenta que las cepas a utilizar 

sean sembradas en la misma fecha para luego tener un material micorrízico en 

condiciones más favorables para la manipulación. 

 

Tener un cuarto de crecimiento netamente para los ensayos que estemos realizando 

ya que asi nos aseguramos de que no ingrese alguna otra persona con otro tipo de 

cultivos que afecten de una o de otra manera en la contaminación de los nuestros.  

 

Realizar más ensayos de cultivos monoxénicos, puesto que representa una forma más 

segura y estéril de aislamiento de HMA. 

 

Crear un banco de germoplasma de HMA que permita conservar la biodiversidad de 

estos hongos y sea un aporte científico para posteriores investigaciones. 

 

Seleccionar inóculos de HMA eficientes (interacción HMA- raíz en condiciones in vitro) 

para diferentes cultivos de plantas. 

 

En ensayos para inoculaciones, utilizar raíces modificadas como hospederas ya que 

tienen una mayor afinidad con los hongos y un mejor comportamiento. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Datos generales de Cinchona officinalis  

 

Género dedicado a Ana Osorio, esposa de Luis J. Fernández de Cabrera y Bobadilla, 
conde de Chinchón, que logro curarse gracias a la corteza de quina o cascarilla de la 
fiebre palúdica que padecía en 1632.(Loayza y Sánchez, 1996) De la corteza se 
obtiene la quinina el más antiguo medicamento para controlar la malaria. 
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Anexo 2 

MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE PHILLIPS Y HAYMAN, (1974) PARA LA 
CLARIFICACIÓN Y TINCIÓN DE RAÍCES. 

1. Desechar el alcohol de las raíces y enjuagar con agua de grifo. 

2. Cortar segmentos de aproximadamente 1cm de longitud y colocarlos en tubos 
eppendorf de 1,5ml 

3. Adicionar KOH al 10% a las raíces y poner en el bloque calentador a 45°C durante 
15-20 minutos. Enjuagar 3 veces con agua de grifo. 

4. Adicionar HCl al 10% durante 1 minuto a temperatura ambiente 

5. Desechar el HCl y sin lavar, agregar el azul de metileno al 0,05% a 45°C durante 15 
minutos. 

6. Pasado el tiempo de tinción se sacan las raíces y se colocan en un portaobjetos 
limpio, agregándoles una gota de Polivinyl-lactoglycerol. 

7. Evaluar en el microscopio. 
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Anexo 3 

Fotos del diseño 
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Diseño Final listo para evaluar resultados 
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Anexo 4 

ESTIMACIÓN DE LA MICORRIZACIÓN 

SEGÚN TROUVELOT et al., 1986 

 

 

 

 

 


