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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, y es de gran importancia en los sistemas agrícolas 
porque tiene la capacidad de incrementar la absorción de nutrientes, estimulación del 
crecimiento y resistencia al ataque de plagas. A si mismo las plantas de Cinchona 
producen un metabolito conocido como “quinina”, que ha demostrado propiedades 
antimaláricas. El objetivo del trabajo es dilucidar el efecto de las comunidades de HMA 
asociados a Cinchona officinalis en etapa in vitro. En el presente trabajo se evaluó con 
20 plantas de Cinchona officinalis, bajo un diseño experimental basado en dos 
inoculaciones por separado: MUCL 46238  Rhizophagusclarus (Cuba) y  MUCL 43204 
Rhizophagus irregularis (Canada) co-cultivadas y con un testigo. Los resultados 
mostraron un porcentaje de colonización de (73,33%) con MUCL46238  y de (62,50%) 
con MUCL43204. Aún es necesario estudiar la diversidad de HMA  asociados a  
Cinchona en Ecuador continental ya que es un campo muy extenso en el cual se puede 
lograr muchas más investigaciones importantes. 
 
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 establishing 

mutualistic symbiosis between fungi of the phylum Glomeromycota and most vascular 

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

increase the absorption of nutrients , stimulation of growth and resistance to pests. Self-

Cinchona plants produce a metabolite known as “quinine”, which has proven 

antimalarial properties. The objective of this work is to elucidate the effect of AMF 

communities associated with Cinchona officinalis in vitro stage. In this paper we 

evaluated 20 Cinchona officinalis plants under an experimental design based on two 

separate inoculations: 46238 MUCL Rhizophagusclarus (Cuba) and MUCL 43204 

Rhizophagus irregularis (Canada) and co -cultured with a witness. The results showed 

colonization percentage (73.33%) with MUCL46238 and (62.50%) with MUCL43204. It 

is still necessary to study the diversity of AMF associated with Cinchona in mainland 

Ecuador as it is a very broad field in which you can achieve many major investigations. 

 

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

vitro. 
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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) 
 
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, 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 (González, 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, 2000; Read, 
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, 2001; Smith & Read, 2008), es de gran importancia en los 
sistemas agrícolas (Gosling, 2006), y tiene capacidad de incrementar la absorción de nutrientes 
poco móviles, principalmente fósforo (P) (Sanders & Tinker, 1971) (Nakano, 2001). Además, la 
MA 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 &Linderman, 1992; Varma, 2008). 
 
El cultivo de tejidos in vitro  puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el 
cultivo en condiciones asépticas de órganos, tejidos, células y protoplastos empleando medios 
nutritivos artificiales (Jiménez, 1998).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, 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, 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. Por consiguiente, el uso de estos 
microsimbiontes podría tenerse en cuenta en el diseño de cualquier sistema de producción 
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agrícola, ya que se consideran como sustitutos biológicos de los fertilizantes minerales 
(Castillo, 2009). 
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1.- Antecedentes 

 
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, 2006). De la corteza se obtiene la quinina el más antiguo 

remedio de la malaria. 

1.1.2.- Generalidades y usos 

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). 

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

propiedades antimaláricas para combatir fiebres especialmente 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) 

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). 

Hoy en día existe estudios donde demuestra que existe una especie como Artemisia annua, 
que se usa para tratar la malaria, (Flora of China Editorial Committee, 2011). La planta también 
tiene efecto antimalárico y antineoplásico (Flora of North America Editorial Committee, e. 2006).  

Las últimas publicaciones referidas tratan del aislamiento e identificación de los alcaloides en 
diversos órganos de la planta obtenidos mediante cultivo celular. Además de los alcaloides 
quinina y quinidina, en las cortezas de Cinchona se encuentran sus análogos no metoxilados: 
cinconidina y cinconina (Cóndor et al. 2009). 
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1.1.3.- Cinchona officinalis L. 

                                         Figura. 1.- Árbol de Cinchona officinalis  
                                         Foto: Tomada de (Tapia, J. 2013) 
 
1.1.4.- Descripción taxonómica 

Grupo: Euasterids I 

Orden: Gentianales 

Familia: Rubiaceae 

Género: Cinchona 

Nombre científico: Cinchona officinalis 

Nombre común: Cinchona, cascarilla, quina 

1.1.5.- Ubicación geográfica en el Ecuador 

Es conocido como un árbol o arbusto nativo de los Andes que se encuentra entre los 1000 a 

3500 m.s.n.m. En el Ecuador se encuentra ampliamente distribuido en las provincias de 

Bolívar, Chimborazo, Cañar, Azuay, Morona, Zamora y Loja (Jorgensen y Leon, 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. 
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1.1.6.- Descripción 

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. Fig. 1 

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, son hermafroditas, 

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). 

1.2.- MICORRIZAS: 

1.2.1.- Definición: 
 
El término micorriza proviene del griego: myco (hongo), y rhyza, (raíz), este término fue 
acuñado por A.B. Frank en 1885, para describir las asociaciones simbióticas entre raíces 
vegetales y hongos del suelo (Frank, 1885). En la actualidad se estima que el 90% de las 
plantas que crecen sobre la tierra están micorrizadas (Smith & Read, 2008). 
 
Es de gran importancia en los sistemas agrícolas (Gosling, 2006). Y tiene capacidad de 
incrementar la absorción de nutrientes poco móviles, principalmente fósforo (P) (Sanders & 
Tinker 1971, Nakano, 2001). Además, la MA confiere a la planta otros beneficios, tales como: 
estimulación del crecimiento, resistencia al ataque de plagas y enfermedades, tolerancia a 
estrés hídrico, y contribuye a mejorar la estructura del suelo (Bethlenfalvay & Linderman1992, 
Varma, 2008). 
 
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, 2002). 
 

1.2.2.- Clasificación Morfológica de Micorrizas: 
 
Se pueden distinguir tres grupos fundamentales según la estructura de la micorriza formada: 

Ectomicorrizas o formadoras de manto; Ectendomicorrizas, que incluye Arbutoides y 

Monotropoides; y las Endomicorrizas, caracterizadas por la colonización intracelular del hongo, 

y que a su vez se subdividen en Ericoides, Orquidoides y Arbusculares (Read, 1999). 

Ectomicorriza  
Se caracteriza por tener un manto compuesto de hifas que envuelve la parte apical de la raíz, 
haciendo ver a la raíz ensanchada con diferente ramificación, textura y/o color. El manto puede 
variar extensamente en grosor, color y textura dependiendo de la combinación particular del 
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hongo-planta (Halling, 2001). Del manto a veces se desprenden algunas hifas emergentes que 
pueden llegar a formar una red, esto es micelio externo que incluye hifas absorbentes, 
cordones miceliales y rizomorfos (Brundrett, 1996), estos últimos presentan una parte interna 
parecida a tubos que se especializan en transportar nutrientes y agua desde largas distancias. 
El manto incrementa el área de la superficie absorbente de la raíz y con frecuencia afecta la 
morfología de las raicillas (Halling, 2001). Fig. 2a 
 
Ectendomicorriza  
Las ectendomicorrizas comparten características con la endo- y ectomicorrizas, ya que 

presentan manto externo y red de Hartig como las ectomicorrizas, pero también penetran las 

células corticales de la planta como en las endomicorrizas sólo que no existen vesículas ni 

arbúsculos. En algunos casos no se forma el manto, pero siempre la red de Hartig (Peterson y 

Farquhar, 1994). Fig. 2b 

Endomicorrizas 
Es la asociación simbiótica interna en la cual las hifas de los hongos invaden las partes jóvenes 
de las raíces y colonizan los espacios intercelulares e intracelulares del parénquima 
subepidermico de la célula (Sieverding, 1998). Se caracterizan porque el hongo penetra inter e 
intracelularmente, ausencia de manto y acentuadas modificaciones anatómicas en las raíces no 
visibles a simple vista (Coyne, 2000).  Este grupo se subdivide en: 

 
Ericoide 
Se establece principalmente en plantas de breznales, con altos niveles de  carbono y nitrógeno 
y bajo pH. Los hongos tienen capacidades saprofíticas, por lo  que son capaces de asimilar 
formas complejas de nitrógeno y fósforo, así como secuestrar iones metales tóxicos de los 
vástagos de las plantas que pueden interferir en la fotosíntesis.  
Distribución: zonas polares y alpinas.  
Plantas hospederas: ericales.  
Hongos endófilos: ascomicetos y basidiomicetos (Álvarez y Ramos, 2004). (Fig. 2c)  
 
Orquideoide 
Las orquídeas en sus primeros estadios, no contienen clorofila. En estas etapas los hongos con 
los que se asocian, al ser saprobios o parásitos de otras plantas, son capaces de transferir a la 
orquídea compuestos orgánicos de carbono y otros nutrimentos. Generalmente al llegar a la 
edad adulta son fotosintéticas y ya no requieren el hongo.  
Distribución: zonas templadas y tropicales.  
Plantas hospederas: orquídeas.  
Hongos endófilos: basidiomicetos (Álvarez y Ramos, 2004). (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, 1996). (Fig. 

2e) 
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Figura. 2.- Principales estructuras de los tipos de micorrizas  

(Figura  tomada de Selosse  y  Le Tacon F. 1998) 

 
1.3 .- HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES (HMA) 
 
1.3.1.- Descripción de los HMA 
 
La interacción entre raíces de plantas y hongos Glomeromycetes (Schüβler et al. 2001) es 
probablemente la asociación simbiótica más importante en la naturaleza (Brachmann y 
Parniske, 2006). Más del 80% de las  plantas superiores de la tierra son capaces de 
beneficiarse de la “habilidad” del hongo de extraer nutrientes del suelo, principalmente fósforo. 
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A cambio, se ha estimado que cerca del 20% del carbono fijado fotosintéticamente a nivel 
mundial podría depositarse en el hongo simbionte. Ello convierte a esta asociación en la  más 
dispersa sobre el planeta (Gianinazzi-Pearson, 1996; Bundrett, 2002; Harrison, 2005). La 
asociación micorrízica ha existido desde hace 350 millones de años (Simon et al., 1993; Taylor 
et al. 1995). Fig. 3 

 

Figura.3.-Representación de un hongo Micorrízico Arbuscular  
Fuente: Tayz & Zeiger, (http://5e.plantphys.net/contents.ph 
 
1.3.2.- Estructura de la micorriza Arbuscular 
 
Las estructuras del mico-simbionte que se extienden dentro de la raíz de la planta hospedadora 
y en el sustrato circundante, son características de cada tipo de  micorriza y sirven para su 
diferenciación (Allen, 2007) Fig. 5 
 
1.3.2.1.-Hifas. Tiene contacto con la célula epidérmica o con un pelo radical y se forma un 

apresorio, a partir del cual se desarrollan ramificaciones infectivas. Posteriormente se produce 

http://5e.plantphys.net/contents.ph
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la penetración de la epidermis (Harley & Smith, 1983), por actividad mecánica y enzimática, 

este proceso de penetración puede tardarse desde unas pocas horas y hasta tres días después 

de iniciado el contacto con la raíz (Declerck, Strullu & Fortin, 2005).  

1.3.2.2.- Esporas: Son estructuras de reproducción de los hongos y plantas criptógamas (sin 
flores), poseen resistencia para sobrevivir en el suelo durante muchos años y cuya germinación 
inicia un nuevo ciclo de simbiosis (Duran, 2003). 
 
1.3.2.3.-Apresorios: Apéndices especializados del micelio externo de una hifa o tubo  
germinativo, imitando una bomba, ejerce presión sobre el tejido que se va a  colonizar y facilita 
la penetración del hongo (Garcia-Garrido et al., 2002). 
 
1.3.2.4.-Vesículas: Son las estructuras de almacenamiento de los hongos, cuya formación de 
sustancias como lípidos es posterior a la de los arbúsculos y tiene lugar a  partir del 
hinchamiento de una hifa generalmente terminal. Esta estructura  principalmente en las 
especies del género Glomus puede llegar a engrosar sus paredes y convertirse en esporas 
(Escobar, 1998) 
 
1.3.2.5.- Arbúsculos: Estos se forman poco tiempo después de iniciada la infección mediante 
la ramificación dicotómica repetidas de hifas intracelulares, hasta la formación de hifas de 
menos de 0.2 micrómetros de diámetro.  
 
Cuando se forma un arbusculo el almidón de la célula invadida desaparece al tiempo que el 
núcleo se alarga y se divide. Los arbusculos son digeridos rápidamente y absorbidos por el 
huésped. Después que los arbusculos son digeridos, los núcleos vuelven a su tamaño normal y 
el almidón suele reaparecer (Morton, 1996 y Sylvia, 1999).  
 
1.3.2.6.- 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 disminuyen durante la 
esporulación. Al parecer no funcionan como propágulos. (Blaszkowski, 2003) 
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   Figura. 4.- Estructura de los Hongos Micorrízicos Arbusculares  

  (Figura tomada de Chung, P.2005) 
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1.3.4.- Clasificación de los HMA 

Tradicionalmente la espora ha sido la estructura más usada para la identificación de HMA en 

los primeros estudios de taxonomía. Actualmente se han venido usando estudios moleculares 

para el esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre hongos, que revela un gran 

número de nuevas especies (Smith &  Read, 1997). 

Tabla 1. Clasificación de los hongos formadores de micorrizas 

Fuente: (Schüßler & Walker, 2010) 

 
1.4 - 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, 2008). 

Los ecosistemas naturales ofrecen comunidades de hongos micorrízicos nativos que 
frecuentemente son usados como fuente de inóculo. Estos propágulos fúngicos están 
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constituidos por trozos de raíces colonizadas, esporas y segmentos de hifas que por lo general 
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 , 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 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). 

 
1.5.- ¿CÓMO SE PRODUCE LA SIMBIOSIS PARA FORMAR MICORRIZAS? 
 
Según De la Vega (2006), la simbiosis se realiza mediante los siguientes pasos: 
 
Primer paso.- Se produce identificación mutua planta-hongo/hongo-planta en la rizósfera, o en 
regiones próximas a las raíces o pelos radicales. La identificación es al parecer por sustancias 
exudadas desde la raíz que provocan el crecimiento del micelio y un biotropismo positivo del 
mismo hacia la raíz. 
 
Segundo paso.- Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual del micelio y 
la raicilla produciéndose el contacto intercelular al formarse una estructura que ata ambas 
biomasas.  
 
Tercer paso.- Se realiza la colonización y se producen cambios morfológicos y estructurales 
tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organización de la pared celular de la 
raíz. Posteriormente se produce la integración fisiológica de ambos simbiontes (hongo-raíz) y, 
por último se produce una alteración de las actividades enzimáticas que se coordinan entre los 
simbiontes para integrar sus procesos metabólicos. 
Este proceso de asociación para formar Micorrizas provoca alteraciones morfológicas y 
anatómicas en las plantas colonizadas tales como cambios en: la relación tallo raíz; la 
estructura de los tejidos radicales; el número de cloroplastos; aumento de la lignificación; 
alteración de los balances hormonales, etc. Efectos que no sólo son explicables como simple 
mejora nutritiva de la planta debido al aumento de eficacia en la absorción de nutrientes por la 
raíz gracias a la formación de la Micorriza, sino que responde a cambios metabólicos más 
profundos y complejos, debidos a la integración fisiológica de los simbiontes (De la Vega, 
2006). 
 
1.6.- PLANTAS HOSPEDERAS: 

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

de los HMA puede colonizar a cualquiera de las plantas susceptibles de formar simbiosis 

(Brundrett, 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 
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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  & 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.(Churasia & Khare, 2005). 

1.7.- CICLO DE VIDA DE LOS HONGOS MICORRÍZICOS ARBUZCULARES: 

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) son simbiontes biotróficos obligados; estos 

cuentan con un ciclo de vida dividido en dos etapas, la primera etapa, son los estadíos de 

reposo y reproductivo que son independientes de la planta y en el que es frecuente observar 

esporas, esporocarpos y algunas vesículas. Y la segunda etapa, los estadíos vegetativos, 

representadas por las hifas, arbúsculos y vesículas dentro de las raíz, implicadas en las 

interacciones donde ocurre el reconocimiento, la colonización y el intercambio de nutrientes 

entre hongo-planta(León, 2006). 

El proceso de infección de la planta, está relacionada con la actividad de los propágulos 

infectivos presentes en el suelo y que circunda la raíz, los cuales pueden ser esporas o 

micelios fúngicos que provienen de raicillas de plantas vivas o segmentos de raíces infectadas 

(Rocha,  2009). 

La manera como el hongo Micorrízico Arbuscular penetra a las células de la planta hospedera 

sin causarle ningún daño, se da por la invaginación de las paredes del plasmalema a través de 

una serie de procesos mecánicos y enzimáticos controlados, esta es la primera indicación de 

una alta compatibilidad entre el hongo y la planta (Siqueira,1988). 

Los estados morfológicos del desarrollo son variables y dependen también, de la especie de la 

planta implicada, pero habitualmente, las esporas del suelo van a germinar y la hifa fúngica va 

a crecer desde la espora hasta la superficie de las células epidérmicas de la raíz, este contacto, 

va a formar un abultamiento denominado apresorio, que originará seguidamente la hifa 

colonizadora que penetrará en dicha célula o atravesará el espacio intercelular16. La unidad de 

colonización avanza mediante el crecimiento de las hifas que se extienden entre las células 

corticales y que generan estructuras características como los arbúsculos y las vesículas.28 

Semanas después, y sobre la red tridimensional de las hifas se forman las esporas que al 

madurar completan el ciclo del hongo (García, 2002). Fig. 6 
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Figura. 5.- Diagrama del ciclo de vida de los HMA durante el establecimiento de la simbiosis funcional  

(Tomada de Giovannetti, 2000)  

 
1.8.- CULTIVO IN VITRO DE HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES 

1.8.1.- 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, 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 (Fortín, 2002).  

La producción en masa de hongos MA se ha logrado con varias especies, pero G. intraradices 

sigue siendo el más indicado por el aumento de la producción de esporas obtenidos en cultivos 

de primeras investigaciones hasta la actualidad (Diop, 1994). Sin embargo, recientes estudios 

han demostrado el cultivo de Scutellospora reticulata y Acaulospora rehmii, mediante esta 

técnica (Dalpe, 2002). 

1.9.- 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 de éstas; esta fase de aclimatación es el comienzo 
de una condición heterótrofa a una autótrofa implicando procesos fisiológicos necesarios para 
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la supervivencia (Kapoor, 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 micorrízicos 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, 1994; Elmeskaoui, 1995; Sharma, 1996; Siqueira, 1998; 
Duponnois y Plenchette, 2003; Kapoor, 2008; Roveda, 2007). 
 
1.10.- 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 células de la planta hospedera(Chilton, 

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). 

1.11.- Rol ecológico e importancia de los HMA en la restauración de ecosistemas 

degradados. 

La simbiosis micorrízica es clave para la diversidad y productividad de los ecosistemas 

vegetales naturales en el marco de una agricultura sostenible. Los beneficios que las plantas 

obtienen al formar estructuras micorrízicas hace que se presenten ventajas tales como mayor 

absorción de agua y de nutrientes como el N, P, K, Na, debido al aumento del área del suelo 

que está en contacto con la estructura micorrízica; mayor tolerancia a la salinidad y a las 

condiciones adversas, disminución de la toxicidad de ciertos metales como el Al, Cu o Zn, 

debido al incremento de la actividad biológica de la rizósfera, acelerando los procesos de 

mineralización y reciclaje de nutrientes (Ferrera-Cerrato & Perez, 1995). En los ecosistemas 

perturbados, debido a la erosión de los suelos se ha observado, que  las poblaciones de los 

HMA nativos disminuyen drásticamente (Barea y Azcón - Aguilar,  1983).  

Los ecosistemas naturales presentan una serie de características estructurales y funcionales 

que permiten su preservación, pero dentro de esto es necesario destacar las relaciones 

interespecíficas, refiriéndonos a la interacción que presentan los HMA con la plantas. Las 

micorrizas arbusculares cumplen un rol importante dentro de procesos ecológicos, es por ello 

que actualmente la utilización y/o aplicación correcta de estos microorganismos permite reducir 

el uso de energía, la degradación del agroecosistema y las pérdidas de nutrientes de los suelos 

agrícolas (Hernández, 2000). 

Otro aspecto importante a considerar sobre los hongos micorrízicos  arbusculares, es su  
influencia en la colonización de nuevos hábitats. En efecto, se ha observado que intervienen en 
la estabilización de suelos sueltos y dunas, mediante la formación de agregados de arena por 
el micelio fúngico. Los factores que contribuyen a mejorar la estructura del suelo son: las hifas 
de la MA y las raíces de las plantas, las cuales enredan físicamente a los micro agregados 
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formando así macro agregados, los residuos microbianos, exudados radicales y substancias  
pegajosas (polisacaridos) producidas por la MA, los cuales  disminuyen de esta forma la 
erosión del suelo (Clough y Sutton, 1978; Tisdall, 1997).  
 
1.12.- Efectividad e infectividad de los HMA 

El grado de efectividad de los HMA, puede verse afectado por muchos factores que influyen en 
el establecimiento y función de los mismos. Algunos estudios mencionan que las esporas de 
HMA inhiben su germinación bajo presión hídrica. (Sieverding, 1991). Así mismo la profundidad 
del suelo determina la supervivencia de estos endófitos, ya que a menor profundidad existe una 
mayor abundancia, y a mayor profundidad el grado de colonización de las raíces es menor 
(Tapia, 2003). 
 
La intensidad de luz, la fertilidad (la variación de los niveles de potasio y fósforo, los niveles de 
calcio, magnesio, la baja tasa de descomposición de materia orgánica y la relación 
Carbono/Nitrógeno), temperatura, humedad, textura, pH del suelo y la presencia de algún 
elemento contaminante en el suelo, son algunos factores que pueden afectar o en su caso 
beneficiar el desarrollo de las micorrizas (López, 1990; Cano, 1992). 
. 
Particularmente al momento de seleccionar un potencial y apropiado inóculo se deben 

considerar el pH, el contenido de materia orgánica, así como el de fósforo del suelo ya que son 

parámetros que determinan en gran parte el desarrollo, las relaciones de los HMA y por ende 

su efectividad en las plantas hospederas (Williams, 1992). 

De acuerdo con los estudios de Abbott y Robson (1982), las características que definen la 
eficacia de un hongo MA son: la capacidad de formar un micelio externo y bien distribuido en el 
suelo; así como formar colonizaciones extensivas en las raíces  nuevas, la eficacia para 
absorber el fosfato de la solución del suelo y el tiempo que las hifas permanecen efectivas en el 
transporte de elementos minerales. 

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

y el manejo tecnificado. (Jansa, 2002). Para la restauración de un ecosistema degradado, los 

HMA utilizados deben ser apropiados para las condiciones edafoclimáticas, y para la 

producción de hongos nativos locales se requiere material de la zona (Rillig, 2004).  

Sin embargo, en ocasiones la micorrización nativa puede presentarse en bajo número, o puede 

no ser tan efectiva para aumentar el crecimiento (Hamel, 1996). Por lo que es necesaria la 

inoculación incorporando HMA (nativos o no) con el fin de aumentar el crecimiento de las 

plantas. En el caso de que la inoculación se realice con HMA no nativos, debe considerarse 

que los suelos difieren en su receptividad a los microorganismos a ser introducidos. 

(Covacevich & Echeverria, 2008). En este contexto la receptividad es un factor clave en la 

efectividad de los HMA no nativo que se lo define como la capacidad de un suelo para 

favorecer el desarrollo de la simbiosis luego de la inoculación (Plenchette, 2000). 

El estudio de los hongos micorrízicos arbusculares y la simbiosis formada con las raíces de las 

plantas hospederas es complicado por la naturaleza biotrófica de los micosimbiontes 

involucrados. (Fortín, 2002) proponen que para conocer la efectividad del sistema micorrízico 
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arbuscular, es necesario realizar estudios en el ámbito fisiológico, bioquímico y molecular en 

condiciones  ín vitro. 

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 tener 

resultados satisfactorios. (Rodrigues, 2004). 
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2.- Metodología 

2.1.- Localización de la Investigación 
 
La presente investigación es una continuación al proyecto de inoculación y  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. 
 
2.2.- Fases de la investigación  
 
A continuación se detallan cada una de las fases de la investigación contempladas en el 
desarrollo de los experimentos cuya metodología se la obtuvo de Cranenbrouck S,  Voets L,  
Bivort C, Renard L, Declerck S (2005)  y esto se lo realizó de la siguiente manera:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Multiplicación del Inóculo a utilizar (Cepas: MUCL 

46238, MUCL 43204) 

Obtención de plántulas Cinchona officinalis  

Obtención de plántulas de Medicago truncatula 

(Plántula donadora de micelio) 

Desarrollo del diseño experimental 
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2.3.- Multiplicación del inóculo a utilizar (cepas: MUCL 46238, MUCL 43204) 

La fuentes de inóculo fueron las cepas MUCL 43268 y MUCL 40204, proveniente de la 
Micoteca de la Universidad Católica de Lovaina(MUCL), se trata de una cepa de Rhizophagus 
irregularis proveniente de las Islas Canarias. A estas cepas  para la su conservación y 
multiplicación se las paso a nueva raíz modificada de Cichorium intybus tomadas del 
laboratorio de cultivo y conservación de microorganismos de la Universidad Tecnica Particular 
de Loja  estas fueron utilizadas en esta investigación como hospedero previamente replicadas 
en medio Modified Strullu Romand (MSR) y se incubaron a la sombra a 27°C. Fig. 6, Fig.7 y 
Fig. 8 

        Figura.6.- Cepa (MUCL 46238)                                              Figura.7.- Cepa (MUCL 43204) 

 

Figura. 8 A-G) Ilustración de las subculturas de esporas disueltas. Una selección de una pieza de gel que contiene 

las esporas. B-D) La adición de tampón de citrato 10 mM para disolver el gel. Las esporas pueden ser mejor 

separarse cuando la pieza de gel está fragmentada. E) Separación de esporas en pequeños racimos. F, G) 

inoculación raíz anfitriona Fuente: (Cranenbrouk, 2005) 
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2.4.- Obtención de plántulas de Cinchona officinalis 

Para la obtención de plántulas de Cinchona officinalis, en un inicio se partió de segmentos 
nodales de plántulas germinadas in vitro, diferenciando los que contienen yemas apicales y 
axiales, las cuales fueron cultivadas en MS (Murashige and Skoog, 1962) al 50% de la 
concentración de sales y sin reguladores de crecimiento estas  fueron tomadas del laboratorio 
micropagacion. Fig. 9, Fig. 10 y Fig. 11  Luego para mantener el banco de plántulas se las 
repicó.  

 
                                       Figura.9.- Plántulas de Cinchona officinalis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             Figura. 10.-  Repicas de plántulas de Cinchona officinalis 
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                                     Figura. 11.- Plántulas de Cinchona officinalis repicadas 

2.5.- Obtención de plántulas de Medicago truncatula (plántula donadora de micelio) 

Para la obtención de la plántula de Medicago truncatula donante de micelio se partió de 
semillas obtenidas de la Micoteca de la Universidad Católica de Lovaina (MUCL), donde se les 
aplico un protocolo de desinfección y se las sembró en medio MA que contiene (N, P, K) hasta 
su germinación y crecimiento, luego se las pasó a medio modificado Modified Strullu Romand 
(MSR) para su utilización en el diseño experimental. Fig. 12 y Fig. 13 

 
 

 

  
 
 
 
 
 
 

       

 

 

 

                                      

                                      Figura. 12.- Medicago truncatula en etapa de germinación 
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                                     Figura. 13.-  Plántula  Medicago truncatula  

 

2.5.1.- Protocolo de desinfección que se utilizó para Medicago truncatula 

Para desinfectar las semillas Medicago truncatula se utilizó el mismo protocolo que es utilizado 

para Cinchona officinalis. 

Protocolo de desinfección: 

Se coloca las semillas en el frasco más agua jabonosa y se  agitan por 5 min., enjuagar con 

agua destilada hasta eliminar el jabón, colocar el alcohol por 30 segundos y enjuagar con agua 

estéril, colocar 1% de hipoclorito de sodio y agitar por 5 min, enjuagar con agua estéril hasta 

eliminar el cloro (todo esto se realiza en la cámara de flujo laminar con la ayuda de un cernidor 

para evitar la caída de las semillas). 

Una vez desinfectadas las semillas se las imbibe por 24 horas con agua destilada estéril, 

pasadas las 24 horas se escurre el agua  y se procede a sembrar en medio MA en una 

cantidad de 20 semillas por frasco. Finalmente los frascos serán etiquetados y  

colocados en el cuarto de crecimiento para esperar una respuesta. Fig. 14, Fig. 15 y Fig. 16 

                                  Figura. 14. - Desinfección de semillas 
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                                              Figura. 15. -Proceso de germinación y crecimiento de la plántulas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                  Figura.16. - Crecimiento de la plántula 

 

2.6.- Desarrollo del diseño experimental 

Se inició con el diseño experimental multiplicando las cepas MUCL 46238 y MUCL 43204 en 
raíces de Cichorium intybus estas fueron utilizadas en este diseño como hospedero de las 
cepas, se depositaron en medio Modified Strullu Romand (MSR), y se incubaron a la sombra a 
27°C, esto se lo realizó mediante la metodología de (Cranenbrouck, 2005). Luego se procedió a 
desinfectar semillas de Medicago truncatula que va a ser la planta donadora de micelio las 
sembramos en medio MA que contiene (N,P,K) hasta su germinación y crecimiento, después 
se las pasó a medio modificado Modified Strullu Romand (MSR) para su utilización en el diseño 
experimental, luego de eso tomamos las plántulas de Cinchona officinalis la planta en estudio, 
las sembramos y replicamos en medio MS (Murashige and Skoog 1962) al 50% de la 
concentración de sales y sin reguladores de crecimiento, ya obtenido todo el material 
comenzamos con el ensayo.  
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Un total de 40 cajas de hongos micorrizicos arbusculares de las cepas (MUCL 46238 y MUCL 
43204) en  medio (MSR) bicompartimental (sacarosa/sin sacarosa) de 5 meses de edad ya 

aptos para cualquier ensayo, 50  frascos  de plántulas de Cinchona officinalis en  medio  (MS) 

de 8 semanas de edad y 50  frascos  de plántulas de Medicago truncatula con 7 días de edad.  
 

Diseño experimental: 

Se estableció un sistema de cultivo autotrófico para plántulas Medicago truncatula y como lo 

describe (Voets, 2005).  Se hicieron 10 repeticiones con cada cepa (MUCL 46238, MUCL 

43204) y se utilizó un testigo. Se comenzó la investigación  haciendo  dos orificios en un 

extremo de una caja de Petri (± 2mm de diámetro), uno en la base y otro en la tapa, las placas 

fueron bicompartidas y contenían 30 ml de medio MSR, donde  en la una compartición  con 

sacarosa y en la otra sin sacarosa y solidificado con 3 g/l de Phytagel. A continuación se 

transfirieron plántulas de Medicago truncatula micropropagadas de 7 días de edad de 2cm 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 con las esporas de las dos cepas MUCL 

46238 y MUCL 43204 cada cepa en una caja con Medicago truncatula por separado estas 

esporas tienen un periodo de 5 meses de edad. 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. Fig. 17 y 18  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

Figura.17.- Esquema de la abertura de los orificios en la base y en la tapa de una caja de Petri y su          
posterior   introducción de la plántula de Medicago truncatula en la caja  
Fuente: (Nogales, 2006). 
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                                    Figura.18.- Plántula de Medicago truncatula recientemente inoculada. 

 

Los sistemas autotróficos se cubrieron con cartulinas negras para proteger las raíces de la luz, 

pero dejando la parte aérea al aire libre. Estas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con 

una intensidad lumínica de 12h luz / 12h oscuridad y una temperatura de 24°C día/. Fig. 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura.19.-  Plántulas de Medicago truncatula inoculadas con micorrizas 

 

A partir de cuarta semana se añadió medio MSR, se enfría y se añade al compartimiento donde 

está la plántula de Medicago truncatula inoculada con las esporas. Se añadió este medio para 

proporcionar a las plántulas  los nutrientes y para mantener el medio en el nivel de la parte 

superior de la pared de partición. 

Después de un período de 8 semanas se observaron 4 parámetros el número de hifas, la 

longitud de micelio,  el número de esporas producidas y la morfología de la raíz con esto 

observamos que el micelio estaba sobrepasando la pared de partición y poblando el otro 

compartimiento de la caja, con esto se pudo continuar con el diseño experimental esto fue a las 

12 semanas Fig.20 
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                               Figura.20.- Plántula de Medicago truncatula 

 

Como siguiente paso se le realizó dos nuevas aperturas pequeñas (± 2 mm 

diámetro cada uno), separadas 4,5 cm uno del otro, se han hecho en 

la base y la tapa de las cajas Petri utilizando la punta del fórceps calentados. Dos plántulas de 

Cinchona officinalis de 8 semanas de edad se insertaron en cada apertura, las raíces se las  

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

orifico de la placa, las cajas Petri se sellaron y cuidadosamente se mantuvieron en un cuarto de 

crecimiento con una intensidad lumínica de 12h luz / 12h oscuridad y una temperatura de 24°C 

día/, en esas condiciones se esperó aproximadamente 4 semanas. Fig. 21 

           Figura.21.- Plántula de Medicago  truncatula inoculada (donadora de micelio) y dos plántulas                                                          

de  Cinchona officinalis 

Después se sacó de la caja las raíces de Cinchona officinalis para poder realizar la tinción 

según el  método de Phillips y Hayman, (1970) para la clarificación y tinción de raíces. Aquí 

podemos observar en el grafico todo el proceso experimental. Fig. 22 
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Figura.22.-Representación esquemática de la planta donante micelio (MDP) en el sistema de cultivo in vitro 

desarrollado en bi-compartimental placas de Petri forfast micorrización de plantas de semillero. RC (compartimiento 
de la raíz), HC (compartimiento hifal). A) plántula Medicago truncatula asociado con Glomus intraradices en un 

sistema de cultivo in vitro en el medio modificado Strullu Romand (MSR), carente de sacarosa y vitaminas. B) planta 
de M. truncatula después de 8 semanas de asociación en el MDP en el sistema de cultivo in vitro, en el que una 
profusa esporas rodamientos micelio extra se produjo en la HC. C) Dos 4 días de edad M. truncatula plántulas se 
insertan en el sistema para obtener micorrización rápido de las raíces.  D) Las plántulas micorrizadas fueron 
cultivadas en un medio MSR para analizar el nuevo crecimiento del hongo AM. 
Fuente (Voets, 2005) 
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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 hifas. Los niveles de colonización de las plantas se determinaron de 

acuerdo a la estimación de la micorrización según Trouvelot et al (1986) que está en el anexo 

2, 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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CAPITULO III 
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3.- Resultados y Discusión  

 
3.1 - Banco de cepas (MUCL 46238 y MUCL 43204)  
 
Las esporas de las cepas fueron inoculadas en un total de 100 esporas por caja, dando como 
resultado un total de 40 cajas en medio (MSR) bicompartimental (sacarosa/sin sacarosa), estas 
se las conservó en una incubadora a la sombra a 27°C.Fig. 23, Fig. 24 y Fig. 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            Figura. 23.-  Raíz modificada de Cichorium intybus 

                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura. 24 y 25. - Esporas  MUCL 43204 y MUCL 46238   se conservaban  en la raíz modificada Cichorium intybus  
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3.3.- Banco de plántulas de Cinchona officinalis.  

Se las replicadas en medio MS (Murashige and Skoog 1962) al 50% de la concentración de 

sales y sin reguladores de crecimiento dando como resultado 50 frascos con plántulas de 

Cinchona officinalis. Todo este procedimiento tuvo una duracionde de 3 meses hasta la 

utilización del mismo Fig. 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                  Figura. 26.- Plántulas de Cinchona officinalis 

 

3.4.- Banco de plántulas de Medicago truncatula. 

Después de los procesos en la metodología nos dio como resultado 30 plántulas de Medicago 

truncatula. Fig. 27 

 

 

 

 

 

 

 

                 

 

 

 

                         Figura. 27.- Plántulas de Medicago truncatula 
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3.5.- Mortalidad de las plantas: 

Tabla 2.-Porcentaje de  Mortalidad de las plantas 

 

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

mortalidad no es relevante para ninguna de las especies trabajadas sin embargo se obtuvo un 

2% de mortalidad en las raíces modificadas 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. 

Uno de los factores de tener 3.8% de mortalidad seria la manipulación que fue realizada en las 

mejores condiciones y que sin embargo puede existir mortalidad en algún porcentaje pero que 

de igual forma está por debajo de los porcentajes que se da en el laboratorio que son del 10% 

de mortalidad. Otro factor de este porcentaje podría ser la adición de azúcares en los medios 

de cultivo como fuente de carbono, lo cual incrementa la proliferación de contaminantes 

biológicos; el tamaño pequeño de los envases y la hermeticidad de los mismos (Kozai, Kubota, 

y Jeong 1997).Finalmente tenemos un 96.2% de plantas vivas más que suficiente para poder 

seguir con nuestro diseño experimental. Fig. 28 

 

% DE MORTALIDAD 

Especie a trabajar Estado Muertas Vivas 

Cichorium intybus Raíz modificada (hospedera) 2% 98% 

Cinchona officinalis Plántulas 2% 98% 

Medicago truncatula Plántulas 5% 95% 

Cepa MUCL 46238 Esporas 5% 95% 

Cepa MUCL 43204 Esporas 5% 95% 
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                   Figura.28. Porcentaje total de plantas muertas y vivas. 

3.5 Variables morfológicas 
  

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

engrosar esto signo de la inoculación con los hongos micorrizicos arbusculares, Fig. 29 y 

Fig.30 

 

                                     Figura. 29- Raíz de Cinchona cambiando su morfología 

                                     Figura.30.- Testigo 

Rocha et al. (2009), 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. 
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Es importante resaltar que un inóculo con raíces colonizadas como propágulos infectivos es de 
excelente calidad siempre y cuando se utilice de inmediato, porque sin la planta viva, el micelio 
colonizador muere en pocas semanas aún almacenado en un ambiente fresco (Leon , 2006). 
Por eso es importante la evaluación en la morfología con ayuda del microscopio para ir 
observando paso a paso la investigación y que esta sea lo más continua que se pueda so si 
tratando de evitar la mínima contaminación al momento de manipular.  
La colonización de raíces se establece a través de las hifas en crecimiento activo que se 
extiende desde una red de micelio extra mediante la planta autótrofa donadora de micelio en 
condiciones in vitro, sistema de cultivo desarrollado por Voets et al. (2005). 
Los resultados observados en la arquitectura del micelio fueron como  los observados en los 
primeros estudios que se realizaron bajo condiciones in vitro en cultivo monoxénico con raíces 
de zanahoria transformadas (Bago et al., 1998; 2004). 
 
3.6.- Resultado de la tinción de las raíces de Cinchona officinalis  
 
Por medio de la tinción de raíces usando el método de Phillips y Hayman (1970) que está en el 
anexo 1 y con la ayuda del microscopio, se evaluaron 10 segmentos de raíces en 10 placas  
teñidas de cada una de las cepas y se pudo encontrar estructuras micorrízicas que 
confirmaban la colonización. 
 
Algunas de las estructuras que se observan aquí en las (Fig. 31.32, 33, 34 y 35)   
 
Cepa MUCL 46238 en Cinchona officinalis  

 
 
 
 

 

 

Figura.-31 Vesículas 

 

 

 

 

 

                                           Figura.31.- Presencia de vesículas 
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                                                  Figura.32.- Presencia de hifas 

 

Cepa MUCL 43204 en Cinchona officinalis 

                                                    Figura. 33.- Presencia de vesículas  
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                                                        Figura.34.- Presencia de hifas 

 

Cinchona officinalis (Testigo) 

                                                          Figura.35.- Testigo 

En el presente proyecto de fin de titulación se investigó dilucidar el efecto de las comunidades 

de HMA asociados a Cinchona officinalis en etapa in vitro y que con los resultados de la 

investigación podemos darnos cuenta que la especie Cinchona officinalis responde 

positivamente al ser inoculadas con HMA de estos tipos de cepas en condiciones in vitro, esto 

se demuestra al observar en el microscopio las estructuras características de los HMA 

presentes en las raíces de la Cinchona officinalis dándose así una colonización y simbiosis con 

los HMA, resaltando que no han sido estudiadas en condiciones tanto en inoculación in vitro y 

en Cinchona officinalis. Hasta la actualidad la literatura menciona que solo el 8% de las 

especies conocidas son usadas en este tipo de cultivos in vitro para el resto aún no se conocen 

las condiciones en las que se desarrollarían. (Cranenbrouck, 2005). 

Este resultado concuerda con el encontrado en otras investigaciones ya que existe la 

colonización de los HMA así como los obtenidos por varios autores (Voets, 2005; Dupré de 

Boulois et al. 2006; Nogales, 2006; Koffi, 2009; Voets, 2009) en plantas autótrofas bajo 

condiciones de cultivo in vitro, donde permitió la asociación exitosa con los HMA. En la 

HIFAS  
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actualidad se estima que el 90% de las plantas que crecen sobre la tierra están micorrizadas 

(Smith & Read, 2008). 

En las raíces de la cepa MUCL 46238 y la cepa MUCL 43204 en Cinchona officinalis se 
encontraron hifas, vesículas pero no se pudo encontrar arbúsculos de HMA. Es bien conocido 
que los arbúsculos tienen una vida corta (cuatro a cinco días;  Guerrero, 1996; Rocha, 2009), y 
cuando estos mueren son reemplazados por otros más jóvenes, siempre y cuando esté activo 
el intercambio de nutrientes (Cardona, 2000;  Guerrero, 1996). Cuando éste cesa los 
arbúsculos mueren y de la colonización interna solo quedan las vesículas, que son las 
estructuras de reserva de nutrientes del hongo (Rocha,  2009). Al observar bajo el microscopio 
las placas teñidas se lo constató, pues para ambas especies existía la presencia de vesículas. 
Las vesículas se observan a los 5 días y hasta 5 meses después del establecimiento de la 
simbiosis (Chabot, 1992). 
Con todo esto podemos decir que los arbúsculos en las muestras  de las raíces teñidas  no 
contenían una suficiente cantidad de arbúsculos formados debido a su constante degradación 
para el intercambio de nutrientes.  
 
3.7.- Colonización en Cinchona officinalis: 

Se determinó el porcentaje de colonización total por hifas, vesículas y arbúsculos de raíces de 
la plántulas de Cinchona officinalis  tenidas usando el método de Phillips & Hayman (1970). 
Con el microscopio se observó que casi todos los fragmentos de raíz, teñidos, estaban 
colonizados por HMA y de acuerdo a la estimación de micorrización  según Trouvelot, et al. 
(1986). Obtenida a través del software Mycocalc, presentaron una Frecuencia (%F) de 73.33 
para la cepa de MUCL 46238 y una Frecuencia (%F) de 62.50 para la cepa de  MUCL 43204. 
Fig. 36. 
 

   Figura. 36.- Porcentaje de Colonización de las plántulas de Cinchona officinalis: Inóculo 1.- MUCL 43204,  

Inóculo 2.-   MUCL 46238. 

 
El porcentaje de colonización puede variar por las marcadas diferencias funcionales y 
características específicas entre cepas pertenecientes a una misma especie esto obedece a las 
condiciones genéticas de cada cepa. Cada espora contiene un gran número de núcleos, con 
estimaciones que van de 800 a alrededor de 35 000 en diferentes especies (Hosny, 1998).  
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Según Covacevich et al. (2001), la técnica empleada es confiable para determinar el porcentaje 

de colonización en este tipo de raíces mediante el método de Trouvelot, et al. (1986). 

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 extinción. Con ello se estaría 

promoviendo a la utilización de esta metodología para trabajar también con otras especies. 

Este sistema ofrece amplias posibilidades de investigación y de aplicación. Varios 

monocotiledóneas económicamente importantes (maíz, banana), así como hierbas (trébol, 

plantago) y arbustos (viñedo) han sido colonizado con éxito en su etapa de plántula utilizando 

este sistema con M. truncatula, planta donante (Declerck, 1998). 

Aunque el cultivo in vitro de los HMA sigue siendo un desafío, ya que sólo se han logrado 
cultivar algunas especies, se ha convertido en el método más eficaz y predilecto para 

aislamientos de HMA de especies y condiciones conocidas. 
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CONCLUSIONES  

 

Se logró la multiplicación de los HMA sobre raíces de Cichorium intybus, así como el ensayo de 

inoculación de las esporas de los hongos MUCL 43268 y MUCL 40204 en Medicago truncatula, 

y se pudo observar el efecto que estos tienen sobre el crecimiento y desarrollo de las raíces.  

La multiplicación de las plántulas de Cinchona officinalis y Medicago truncatula, permitieron la 

obtención de suficiente material vegetal para el posterior proceso, la  contaminación no fue alta 

pues tuvimos un promedio 2-5 % de contaminación en todas las manipulaciones, lo que fue 

favorable para poder seguir realizando el proyecto. 

Las plantas  Cinchona officinalis se asociaron con éxito, por primera vez, con un Hongo 

Formador de Micorriza Arbuscular bajo condiciones in vitro y este tipo de cepas, se observó 

que con la cepa MUCL 46238 se obtuvo un porcentaje de colonización  de 73.33% y con la 

cepa MUCL 43204 obtuvo un porcentaje de colonización 62.50% en  las raíces de las plantas 

de Cinchona officinalis. 

Se observó en otros estudios y se comprobó que los HMA podrían ser utilizados como una 
estrategia de manejo agrícola en planes de reforestación, a fin de mejorar el crecimiento de 
especies en peligro de extinción, con todo esto se minimizaría la dependencia de insumos 
agrícolas, especialmente fertilizantes químicos, con su consecuente reducción en el daño al 
ambiente. 
 
El sistema de cultivo autotrófico es una herramienta útil para la inoculación de Cinchona 

officinalis micropropagadas con HMA. 

De esta forma, queda demostrado que si hay una asociación entre estos hongos y Cinchona 
officinalis. 
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RECOMENDACIONES 

En la  metodología de desinfección y germinación en cuestión de materiales y reactivos deben 
estar en óptimas condiciones tanto estériles y que no estén caducadas para que no exista 
ninguna contaminación en las semillas tanto de Medicago truncatulas y Cinchona officinalis. 
 
Cuando se proceda a teñir las raíces de la planta en estudio Cinchona officinalis ya inoculados 

con los hongos micorrizicos arbusculares al momento de ver si hubo colonización revisar bien 

los tiempos al momento de utilizar la técnica ya que se puede teñir demasiado sin poder 

observar nada en el microscopio, realizar ensayos antes con otras raíces como practica antes 

de su utilización en el estudio e investigación. 

Se recomienda fomentar la ampliación de banco esporas de las cepas estudiadas   para que 

optimice la colección,  conservación y estudio de los hongos ya que en la gran diversidad de 

este reino falta mucho por investigar. 

Seguir aportando en la investigación de HMA para poder ir comprendiendo y entendiendo 

mucho más  la interacción con las plantas, realizando más ensayos en plantas que tengan 

importancia medicinal o estén en peligro de extinción, de tal forma que se amplíe la 

investigación en este campo que falta mucho por encontrar y es muy importante.  
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ANEXOS 
 
ANEXO 1.- MODIFICACIÓN DEL MÉTODO DE PHILLIPS Y HAYMAN, (1970) 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. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

54 
 

ANEXO 2.- ESTIMACIÓN DE LA MICORRIZACIÓN SEGÚN TROUVELOT et al., 1986 
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