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1 RESUMEN

Dado a la creciente necesidad de aportar a la actividad agrícola sostenible, se

hace imperioso el uso de nuevas técnicas de producción de micorrizas como

alternativas al método tradicional, que hagan posible su cultivo sin agotar el suelo.

En este sentido, el presente estudio busca abordar si resulta viable el cultivo in

vitro de esporas de hongos micorrízicos arbusculares (HMA) en cultivo autotrófico

de yuca; por lo cual, tuvo como objetivo cultivar in vitro esporas HMA aisladas de

suelo en sistema de cultivo autotrófico de Manihot esculenta (yuca). Se realizó el

aislamiento de esporas HMA de suelo recolectado de un cultivo mixto de Manihot

esculenta (yuca) y Phaseolus vulgaris (frijol), ubicado en el corregimiento de

Mariangola-Cesar. El procesamiento de la muestra, el aislamiento de las esporas y

su cultivo a nivel in vitro se realizó en las instalaciones del laboratorio de

biotecnología vegetal perteneciente al SENA regional Cesar. Inicialmente se

aislaron las esporas por la técnica de tamizado húmedo modificado; estas fueron

desinfectadas e inoculadas en vitroplantas de yuca en sistema de cultivo

autotrófico, para lo cual se aplicaron cuatro tratamientos con 20 réplicas cada uno,

inoculando una única espora por vitroplanta. En este sentido, fue posible la

germinación de esporas HMA con un porcentaje del 12,5 ± 5,8; mientras que

estadísticamente, Tukey y Duncan no presentaron diferencias significativas para

los parámetros analizados de formación de micorriza, contaminación y no

evidencia de germinación y/o contaminación. Se concluye que el método de



germinación es efectivo y el potencial del uso de las vitroplantas de yuca en este

tipo de estudios.

Palabras claves: Hongos micorrizicos arbusculares, aislamiento, desinfección,

cultivo in vitro, vitroplantas.



2 ABSTRACT

Given the growing need to contribute to sustainable agricultural activity, it is

imperative to use new mycorrhizal production techniques as alternatives to the

traditional method, which make their cultivation possible without depleting the soil.

In this sense, the present study seeks to address whether the in vitro cultivation of

arbuscular mycorrhizal fungal (AMF) spores in autotrophic cassava cultivation is

viable; Therefore, the objective was to cultivate in vitro AMF spores isolated from

soil in an autotrophic cultivation system of Manihot esculenta (cassava). The

isolation of AMF spores was carried out from soil collected from a mixed crop of

Manihot esculenta (cassava) and Phaseolus vulgaris (bean), located in the

Mariangola-Cesar district. The processing of the sample, the isolation of the spores

and their in vitro cultivation were carried out in the facilities of the plant

biotechnology laboratory belonging to the Cesar regional SENA. Initially, spores

were isolated by the modified wet sieving technique; These were disinfected and

inoculated in cassava vitroplants in an autotrophic culture system, for which four

treatments were carried out with 20 replicates each, inoculating a single spore per

vitroplant. In this sense, the germination of AMF spores was possible with a

percentage of 12.5 ± 5.8; while statistically, Tukey and Duncan did not present

significant differences for the analyzed parameters of mycorrhiza formation,

contamination and no evidence of germination and/or contamination. It is

concluded that the germination method is effective and the potential of using



cassava vitroplants in this type of studies.Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi,

isolation, disinfection, in vitro culture, vitroplants

3 INTRODUCCION

Colombia es considerado el estado con mayor mega diversidad, no obstante, la

actividad humana ha causado la degradación de 1/3 de la capa superficial del

suelo (García, 2020). En este sentido, el sector pecuario es uno de los más

influyentes ya que ocupa el 80 % de superficie del territorio la cual se utiliza para

cultivar especies forrajeras y pasturas para la alimentación del ganado, esta

actividad extensiva trae efectos negativos sobre el suelo causando daños por el

sobrepastoreo, dado que el pisoteo promueve la compactación, la perdida de la

capa vegetal y la erosión de los suelos (Restrepo et al., 2019); sumado a esto, la

minería en Colombia es otra de las actividades que más afecta al suelo de forma

directa, ya que se basa en la explotación y extracción de minerales del suelo lo

que desencadena en cambios fisicoquímicos del suelo, destrucción y perdida de la

materia orgánica (Vera, 2018).

Todo lo anterior hace factible la necesidad de aportar a la salud del suelo,

mitigando los efectos negativos que desencadenan las actividades antropogénicas

en el mismo, por lo que actualmente cobra cada vez mayor importancia la

investigación de los microorganismos rizosféricos. Los microorganismos

rizosfericos contribuyen al crecimiento vegetal, la disponibilidad de nutrientes, la

agrupación bacteriana, etc., dentro de los cuales tenemos los hongos micorrízicos

arbusculares (HMA) que tienen la capacidad de hacer asociación simbiótica con



más del 80 % de las plantas, pertenecen al Phylum Glomeromycota, su asociación

es intraradical a través de sus hifas cenocíticas, arbúsculos y vesículas y

extraradical formando micelio y esporas multinucleadas (Uc-Ku et al., 2019;

Arancibia et al., 2022; Flores et al.,2020).

La unión de HMA a la raíz de las plantas permiten a estas abarcar mayor

superficie del suelo debido a las hifas producidas que funcionan como una

extensión de la raíz, esto le permite aumentar 40 veces más la adsorción de

minerales como N, P, Cu y Zn, así mismo promueve el crecimiento, resistencia al

estrés por sequía, adsorción de agua, protección frente a fitopatógenos y reduce la

toxicidad del suelo (Arancibia et al., 2022; Urgiles et al., 2020).

Los HMA se han implementado en cultivos de café, papaya, caña de azúcar, yuca,

calabaza, además, en suelos de explotación minera, pecuaria y reforestación,

obteniendo un mejor crecimiento, calidad, rendimiento, resistencia frente a

fitopatógenos y recuperación de suelos (Navarrete et al., 2022; Vallejos et al.,

2019; Becerra 2022; Wilches et al., 2019; Lara et al., 2021).

Pese a que en la actualidad existen muchos biofertilizantes como alternativas a los

agroquímicos, su uso se sigue viendo limitado por diferentes causas de índole

económico, cultural y diferencias en la efectividad o rango de acción. (Schmidt et

al., (2022)) en su revisión, resalta las consecuencias ambientales y sanitarias

ocasionadas por el uso de agroquímicos utilizados para la fertilización y control de

patógenos, los cuales han llegado a estar ampliamente distribuidos tanto en el

ecosistema como en los alimentos, siendo la causa de la aparición de múltiples



enfermedades como: hipertensión, alérgicas respiratorias, malformaciones

congénitas, enfermedades oncológicas, etc.

En consecuencia, se presenta el siguiente estudio con el objetivo de evaluar la

efectividad del cultivo in vitro de hongos micorrízicos arbusculares aplicando

sistema de cultivo autotrófico de Manihot esculenta (Yuca).



4 PROBLEMA DE ESTUDIO

4.1 Título del estudio

Cultivo in vitro de hongos micorrizicos arbusculares aplicando sistema de cultivo

autotrófico de Manihot esculenta (Yuca)

4.2 Planteamiento de problema

Actualmente la degradación del suelo y la pérdida de nutrientes son problemas

que afectan a la producción agrícola y a la seguridad alimentaria en muchas

partes del mundo, dado que el suelo está compuesto de material orgánico,

minerales, materia viva y diversos elementos nutritivos que aportan al óptimo

crecimiento y desarrollo de las plantas. La fertilidad del suelo y la disponibilidad de

nutrientes son aspectos fundamentales para el crecimiento y desarrollo de las

plantas. (Bernal et al., 2020).

Es así, como entre las principales causas de la degradación del suelo se destacan

la explotación intensiva de los recursos naturales, el uso excesivo de fertilizantes

químicos y la erosión del suelo; todo esto incide directamente en que la fertilidad

del suelo disminuya y la disponibilidad de nutrientes se vea comprometida, lo que

afecta negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas y, por ende, la

producción de alimentos (Sánchez, 2020; Cacace, 2022).



Este problema es especialmente crítico en países en desarrollo donde la

agricultura es una actividad económica importante y la mayoría de los agricultores

dependen de la producción agrícola para subsistir; sumado a la falta de

información y acceso a tecnologías y prácticas agrícolas sostenibles (Martínez,

2019 Bula, 2020).

En Colombia se presenta un 40% de los suelos con presencia de erosión, dentro

de este porcentaje el departamento del Cesar presenta un nivel de erosión de 81,

9 % de los cuales un 12 % son de grado severo y muy severo; las principales

causas la deforestación, la agricultura, ganadería, etc (IDEAM, 2017).

En este orden de ideas, la producción a gran escala de hongos micorrízicos

arbusculares (HMA) constituye una alternativa que puede permitir la recuperación

y fertilización del suelo y el buen desarrollo de la agricultura; estos hongos son

simbiontes obligados es decir, presentan una asociación mutualista debido a que

son incapaces de generar carbohidratos, los cuales son obtenidos por la planta al

llevar a cabo el proceso de fotosíntesis. Los carbohidratos les permiten a los HMA

completar sus ciclo biológico (crecimiento y reproducción); Por lo tanto, existe la

necesidad de mejorar el proceso de producción de micorrizas mediante la

aplicación de estrategias biotecnológicas para reducir el suelo como recurso

primario, no obstante a pesar de su importancia ecológica y agronómica, la

producción comercial de MA sigue siendo limitada debido a la dificultad en la

propagación de los hongos en laboratorio. (Chim y Carbonell, 2019; Aranguren et

al., 2020).



Por lo descrito es necesario analizar ¿Qué tan viable es el cultivo in vitro de

esporas de hongos micorrízicos arbusculares en cultivo autotrófico de yuca?

4.3 Formulación del problema.

¿Qué tan viable es el cultivo in vitro de esporas de hongos micorrízicos

arbusculares en cultivo autotrófico de yuca?

4.4 Justificación

La producción in vitro de las esporas de hongos micorrízicos arbusculares en

cultivo autotrófico de yuca puede significar el aumento del desarrollo agrícola,

recuperación de suelos, reducción de agroquímicos y sostenibilidad ambiental

progresista (Medina, 2022). El cultivo de HMA in vitro constituye una alternativa

promisoria al sistema tradicional de producción de micorrizas que provoca el

agotamiento de este recurso, es decir, el suelo y la alteración del ecosistema

teniendo en cuenta que se debe obtener suelo en cantidades importantes;

predominando también sobre otras técnicas de cultivo de micorriza libres de suelo,

ya que estas se ven afectadas por la alta contaminación microbiana y desarrollo

de algas a causa de la solución de nutrientes, la falta de sustrato lo que afecta la

velocidad de producción y baja colonización de la raíz (Uribe et al., 2017).

Así mismo, éste método de producción resulta prometedor para aumentar la

productividad agrícola y la sostenibilidad cuando estas cualidades se consideran

colectivamente. Además, dado que los HMA están presentes de forma natural en

muchos suelos agrícolas y están vinculados a más del 80 % de todas las especies



de plantas, su producción y uso no tienen un costo significativo ni riesgos

ambientales adicionales; como resultado, fomentar la producción y aplicación de

HMA puede ser una estrategia fructífera y duradera para mejorar la agricultura en

todo el mundo. (Chim y Carbonell, 2019).

Por otro lado, la salud del suelo es fundamental para obtener alta producción

agrícola y de calidad; en este punto, el cultivo in vitro de HMA en vitroplantas de

yuca a gran escala puede permitir la elaboración de biofertilizantes a base de

cepas específicas. Teniendo en cuenta el papel primordial de los HMA en la

absorción de nutrientes por las plantas, dado a la relación simbiótica que

establecen con las raíces lo que les permite obtener nutrientes del suelo que las

raíces no pueden absorber por sí solas. En particular, los HMA pueden ayudar a

las plantas a absorber fósforo, un nutriente esencial que a menudo es limitante en

los suelos agrícolas y reducir la absorción de cadmio y otras sustancias que

reducen la inocuidad de los alimentos (Pérez et al., 2019; Barahona et al., 2019).

Es así, como esta investigación además de ser novedosa por utilizar vitroplantas

de yuca como especie vegetal para cultivar micorrizas a nivel in vitro, aporta a la

sostenibilidad de la actividad agrícola y sirve como base para futuras

investigaciones donde se pueda utilizar la técnica aquí propuesta para la

obtención de micorrizas para su potencial uso en fabricación de biofertilizantes.



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Cultivar in vitro esporas de hongos micorrízicos arbusculares aisladas de suelo en

sistema de cultivo autotrófico de Manihot esculenta (yuca).

5.2 Objetivos específicos

● Aislar esporas de hongos micorrízicos arbusculares de suelo de cultivo de

yuca para su establecimiento en cultivo autotrófico de yuca.

● Analizar la efectividad del proceso de desinfección de esporas de hongos

micorrízicos arbusculares.

● Determinar el porcentaje de germinación de esporas de hongos

micorrízicos arbusculares en sistema de cultivo autotrófico de yuca.



6 MARCO TEÓRICO

Smith y Read (2010) describen que los micorrízicos arbusculares (MA) son un

grupo de hongos que forman simbiosis mutualistas con la mayoría de las plantas

terrestres, incluyendo cultivos agrícolas importantes estos hongos a su vez

colonizan las raíces de las plantas y proporcionan nutrientes, especialmente

fósforo, a cambio de fotosintatos de la planta.

Los micorrízicos arbusculares también pueden mejorar la resistencia de las

plantas a los patógenos y a la sequía, así como mejorar la calidad del suelo y la

biodiversidad microbiana (Liu et al., 2019). Además, estos hongos pueden

desempeñar un papel importante en la mitigación del cambio climático al mejorar

la captura de carbono en el suelo (Lehmann y Rillig, 2015).

Se han desarrollado técnicas para la producción in vitro de MA, que incluyen la

co-cultivación con plantas hospederas en sistemas de cultivo sin suelo, y la

utilización de medios de cultivo modificados y factores de crecimiento (Smith y

Read, 2010).

Además, los HMA tienen un ciclo de vida complejo que involucra diferentes etapas

de crecimiento y diferenciación de las células fúngicas, lo que hace difícil la

reproducción in vitro de las condiciones naturales necesarias para el crecimiento y

la reproducción de estos hongos (Gianinazzi et al., 2010).



7 MARCO CONCEPTUAL

7.1 Hongos Micorrízicos

Los hongos micorrízicos pertenecen al grupo de Glomeromycota, cumplen

funciones en el suelo como descomposición de materia orgánica y liberación de

nutrientes, almacenamiento de nutrientes, mejoramiento de la estructura y

agregación del suelo; estos se clasifican según los rasgos anatómicos de las

plantas, obteniéndose dos categorías: ectomicorrizas las cuales se encuentran en

los espacios intercelulares externos de los tejidos radiculares y endomicorrizas las

cuales penetran las células de las plantas (Urgiles et al., 2020; Chim y Carbonell,

2019).

Figura 1 Estructura de colonización ecnomicorrizicos y endomicorrizicos.



(Chim y Carbonell, 2019)

7.2 Hongos Micorrízicos Arbusculares

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) son un tipo de hongos simbiontes

que forman una relación mutualista con las raíces de las plantas. Estos hongos

forman estructuras llamadas "arbúsculos" en las células de las raíces de las

plantas, lo que les permite intercambiar nutrientes y agua con la planta (Reyes,

2023).

Los HMA pueden mejorar la resistencia de las plantas a las enfermedades y al

estrés ambiental. Los HMA pueden estimular la producción de compuestos que

protegen las raíces de las plantas de los patógenos del suelo y otros factores de

estrés, como la sequía o las temperaturas extremas (Zazueta et al., 2021; Vilchis

et al., 2019). Como resultado, las plantas asociadas con HMA suelen ser más

resistentes y saludables que las que no tienen esta asociación, además, pueden

mejorar la calidad del suelo en sí. Estos hongos pueden ayudar a descomponer la

materia orgánica y mejorar la estructura del suelo, lo que puede mejorar la

retención de agua y nutrientes, así como la aireación del suelo. Esto, a su vez,

puede mejorar el rendimiento de los cultivos y reducir la necesidad de fertilizantes

y otros insumos (Bedoya et al., 2021; Quispe, 2021).

Los HMA dependen del carbono que produce la planta huésped y este le

proporciona a la planta la disponibilidad de nutrientes como P, N, Zn y Cu, este

hongo se adhiere a la raíz de la planta y penetra la epidermis, el hongo comienza

a desarrollarse cuando llega al lumen de la célula, las hifas de este hongo crecen



inter e intracelularmente hasta llegar a las células corticales más profundas donde

desarrollan los arbúsculos (Chim y Carbonell, 2019; Farfan, 2022).

Figura 2 Colonización de raíces

(Chim y Carbonell, 2019)

Durante el desarrollo del hongo las hifas se despliegan por el suelo creando una

gran red, lo que le permite a la planta tener la disponibilidad de nutrientes; dentro

de esta red de hifas se pueden encontrar: hifas infectivas que son las encargadas

de dar inicio a la colonización de nuevas raíces, hifas absorbentes las cuales

exploran el suelo en búsqueda de nutrientes y las hifas fértiles que son aquellas

que conservan las esporas (Chim y Carbonell, 2019).

7.3 Yuca (Manihot esculenta)

La yuca (Manihot esculenta) es una planta tropical originaria de América del Sur,

que ha sido cultivada durante miles de años por su raíz comestible rica en

almidón. La yuca es una importante fuente de carbohidratos y se cultiva



ampliamente en todo el mundo en regiones tropicales y subtropicales (Fathima et

al., 2023).

Figura 3 Partes de la yuca

Figura 4 Partes de la yuca

(Ortiz, 2016)

Además de ser un alimento básico para millones de personas en todo el mundo, la

yuca también tiene una variedad de otros usos, incluyendo la producción de

almidón, harina, bebidas fermentadas y biocombustibles. La yuca también es

valorada por su resistencia a las sequías y su capacidad para crecer en suelos



pobres, lo que la convierte en una importante fuente de seguridad alimentaria en

muchas regiones del mundo (Abotbina et al., 2022).

7.4 Sistema de cultivo autotrófico

Un sistema de cultivo autotrófico es un método de cultivo en el que las plantas son

capaces de producir su propio alimento a través de la fotosíntesis, utilizando la

energía solar, el dióxido de carbono y los nutrientes del agua y del sustrato; este

tipo de sistema se utiliza con frecuencia en la agricultura y la acuicultura, y puede

ser tanto terrestre como acuático (Gómez et al., 2022; Bascuñán, 2021).

La principal ventaja de los sistemas de cultivo autotrófico es que no requieren la

adición de nutrientes externos, ya que las plantas son capaces de producir todo lo

que necesitan a partir de los recursos disponibles en su entorno. Esto hace que

estos sistemas sean muy eficientes en términos de uso de recursos y energía, lo

que los convierte en una opción atractiva para la producción sostenible de

alimentos y otros productos agrícolas (Bascuñán, 2021).

7.5 Cultivo in vitro vegetal

El cultivo in vitro de material vegetal es una técnica ampliamente utilizada en la

producción y propagación de plantas en el ámbito agrícola, de investigación y de

la industria hortícola. Esta técnica implica el cultivo de material vegetal en un

ambiente controlado y estéril, como un medio de cultivo enriquecido con nutrientes

y hormonas de crecimiento, en condiciones óptimas de luz y temperatura (Muñiz,

2019).



El cultivo in vitro de material vegetal se lleva a cabo en diferentes etapas, desde la

selección y aislamiento de células o tejidos de la planta madre, la inducción de la

formación de estructuras de crecimiento (como brotes y raíces) hasta la

aclimatación de las plantas in vitro a las condiciones ambientales del exterior

(Tonato, 2021; Muñiz, 2019).

Esta técnica ofrece múltiples ventajas como la propagación masiva de plantas de

alta calidad genética y sanitaria, la conservación de especies raras y amenazadas,

la producción de plantas con características específicas, la investigación de la

fisiología y bioquímica de la planta, la producción de metabolitos secundarios y la

biotecnología (Ontaneda et al., 2020).

7.6 Antecedentes

En el estudio realizado por Pérez et al. (2012), se logró desarrollar un sistema in

vitro para el cultivo del HFMA Glomus sp. (GEV02), que permitió la formación de

estructuras simbióticas típicas, como una colonización intraradical satisfactoria. Se

observaron los primeros indicios de interacción entre las raíces de las plantas y las

tufas del hongo a partir de la cuarta semana después de la inoculación, con la

producción de arbúsculos y vesículas, así como el desarrollo de micelio

extraradical con hifas ramificadas.

Los cultivos trampa son una alterativa para la producción de micorrizas; Teófilo,

(2023), realizó su investigación con cultivos trampa de frijol y sorgo inoculando 17

esporas iniciales por tratamiento con un período de incubación de 95 días, cuyos

resultados fueron positivos ya que hubo incremento de las esporas iniciales,



dando mejores resultados el tratamiento donde se realizó cultivo mixto de las dos

especies vegetales; además, al utilizar este suelo para plantar lechugas, las

condiciones de las plántulas fueron proporcionalmente mejores que las plantadas

en el suelo donde solo se había cultivado una de las especies vegetales; Tenorio,

2021 realizó cultivos trampa de arroz y maíz, obteniendo mejor producción de

esporas con los tratamientos de arroz quien presento mayor esporulación

(174766. 67 esporas en 100 g).

Mármol, 2019 realizó la inoculación de Leccinum aurantiacum sobre vitroplantas

de Populus tremula, como resultado obtuvo la ausencia de micorrizas debido a la

inexistencia de nódulos característicos de la asociación del hongo con la planta,

paralelo a esto se visualizaron diferencias, aunque no significativas entre cada uno

de los tratamientos. En este estudio se le atribuyo este cambio a la presencia de

las micorrizas y se concluyó que el tiempo de incubación no es clave para el

desarrollo del proceso.

Fernández et al. 2015 en su estudio llevo a cabo la obtención de micorrizas en

plántulas in vitro, este tuvo en cuenta que los componentes del medio juegan un

papel clave para el desarrollo del hongo por lo cual utilizo auxina AIA y la

citoquinina kinetina ribósido para la germinación y el crecimiento del tubo

germinativo in vitro de esporas de G. clarum, bajo estas condiciones, a los 10 días

el tratamiento con kinetina ribósido aumento el porcentaje de germinación con

valores cercanos al 100% y la auxina causo la inhibición del hongo.



Escaleras et al. 2022 evaluó la climatización de vitroplantas de banano con

sustratos provenientes de agroecosistemas de producción bananera, inoculados

con hongos micorrízicos arbusculares teniendo en cuenta factores de estudio

como: muestreo, suelo y micorriza y variables morfológicas como: longitud de la

raíz, altura de la planta, número de hojas y contenido de clorofila; la inoculación

con hongos micorrízicos (Acaulospora sp.) y suelos orgánicos con o sin la

presencia del hongo permiten generar una mayor adaptación de las plantas y

tolerancia al ser trasplantadas a diferencia de los suelos convencionales donde la

presencia de micorrizas permitió un mayor desarrollo de la longitud de las raíces

(30,33 y 27,20 cm) donde la utilización de hongos micorrízicos arbusculares

(HMA) incrementan la longitud de las raíces y el crecimiento aéreo de las plantas.

Carreon, 2013 hizo aislamiento de hongos micorrízicos arbusculares (HMAs)

donde utilizó la técnica minirizotrón en suelos de huertas de aguacate en el cual

estudió la riqueza de las diferentes especies de HMAs evaluando la colonización

micorrízica a los 20 y 40 días se hizo el tratamiento individual y en conjunto dando

como resultado 95% de colonización micorrízica, en comparación con el cultivo

puro de Sclerocystis rubiformis que mostró porcentajes hasta de 58% al final del

experimento siendo el sistema de minirizotrón ser efectivo para la propagación de

cultivos multiespecíficos o monospóricos in vivo.



8 METODOLOGÍA

8.1 Tipo de estudio y línea de investigación

El estudio realizado es de tipo descriptivo transversal, se encuentra dentro de la

línea de investigación bioprospección del programa de Microbiología de la

Universidad Popular del Cesar. Este es un estudio derivado de una investigación

de maestría titulada “Idenificación molecular de esporas de Hongos Micorrizícos

Arbusculares fenotípicamente asociados a Glomus spp en suelos de cultivo de

Yuca y Frijol”

8.2 Zona de estudio

La recolección de la muestra de suelo se llevó a cabo en un lote dónde se produjo

un cultivo mixto de Manihot esculenta (yuca) y Phaseolus vulgaris (frijol) entre los

años 2019-2020 para bioestimulación de la población HMA; cuya área es de 12

metros de largo por 6 metros de ancho, situado en el corregimiento de Mariangola

perteneciente al municipio de Valledupar, ubicado en zona suroccidental junto al

corregimiento de Villa Germania entre el piedemonte de la Sierra Nevada de Santa

Marta y el rio Cesar en el departamento del Cesar. Las coordenadas de la zona

son: Latitud: 10, 182,7058. Longitud: -73.595371315.

La germinación in vitro de las esporas HMA en vitroplantas de yuca, se efectuó en

el laboratorio de biotecnología vegetal del centro biotecnológico del caribe SENA

CBC regional Cesar.



8.3 Muestra

Se realizó el aislamiento de esporas a partir del suelo recolectado; las vitroplantas

de yuca se obtuvieron del material vegetal proveniente del área de incubación del

laboratorio de biotecnología vegetal del centro biotecnológico del caribe SENA

CBC regional Cesar.

8.4 Toma de muestra:

Para la recolección de la muestra se seleccionaron varios puntos estratégicos del

lote. Se realizó un muestreo de tipo Zig-zag en todo el terreno, a una profundidad

de 25 cm de largo por 25 cm de ancho, con ayuda de una pala se retiró la primera

capa de suelo, luego de lo cual se procedió a tomar aproximadamente 100 g de

suelo por punto muestreado. El suelo recolectado se depositó en bolsas

resellables estériles y posteriormente se rotuló, para luego ser trasladado a las

instalaciones del laboratorio de biotecnología vegetal del Centro Biotecnológico del

Caribe SENA Regional César.

8.5 Tratamiento del suelo

A partir del suelo colectado se realizó tamizado húmedo (Gendermann y

Nicholson, 1963) con modificaciones. En este caso, inicialmente se tomó la

cantidad de suelo necesario el cual fue cernido y depositado en beaker de 1000 ml

hasta la cuarta parte de su capacidad, y completado hasta 1000 ml con agua

potable, se agitó por 10 minutos, este contenido se hizo pasar por tres tamices en

orden descendentes en cuanto el tamaño de los poros así, primero el de 500 µm,

250 µm, 150 µm y 38 µm; de tal forma que las partículas recolectadas en el último



tamiz correspondiente a 38 µm se depositaron en un tubo falcon por

desplazamiento de las partículas sobre el tamiz con agua potable utilizando un

frasco lavador; este procedimiento se realizó por triplicado.

El filtrado obtenido en los tres lavados se agregó en un tubo falcon de 50 ml de

capacidad el cual se completó hasta su aforo con una solución de sacarosa al

60% y se llevó a la centrífuga (Eppendord 5702) a 4000 RPM por 4 minutos. El

sobrenadante se depositó nuevamente en el tamiz de 38 µm y se enjuagó con

abundante agua potable hasta eliminar los restos de sacarosa; luego de lo cual se

recogió en una placa de Petri a la cual se le adicionó 2 gotas de NaClO al 2%.

8.6 Aislamiento de esporas:

La placa de Petri que contenía el filtrado con las esporas se llevó a cabina de flujo

laminar, donde se procedió a extraer las esporas en el estéreo microscopio (Optika

Italy SZMA1) con la ayuda de una micropipeta (Brand) de 20 µl. Las esporas se

pasaron a 3 placas de Petri que contenían agua desionizada estéril, este proceso

se realizó de forma consecutiva para separar los restos de suciedad de las

esporas. Se aislaron esporas de diferentes morfologías. Estás se depositaron en

un tubo Eppendorf al cual se le agregó lactato de Ranger y se llevó a refrigeración

a temperatura de 4 °C.

8.7 Desinfección de esporas:

Las esporas se trasladaron a cabina de flujo laminar para ser sometidas al

proceso de desinfección utilizando la metodología propuesta por Pérez et al.,



(2011), con modificaciones. Primeramente, se extrajeron las esporas de la

solución de lactato de Ranger con ayuda de una micropipeta, se depositaron en

una caja de Petri y se procedió al siguiente tratamiento: 3 enjuagues con agua

desionizada estéril (ADE) + adición de cloramina T al 2% (10 minutos) + 3

enjuagues con ADE + desinfección con antibiótico (Estreptomicina 200 mg+

gentamicina sulfatada 100 mg) + 3 enjuagues con ADE.

8.8 Multiplicación de vitroplantas de yuca

Se tomaron del área de incubación las vitroplantas de yuca para multiplicación que

presentaban los siguientes criterios de inclusión : buen desarrollo, tallos gruesos y

elongados y buen desarrollo de raíces; se sembraron de uno a tres explantes por

contenedor en medio Murashige & Skoog (M&S) modificado con adición de

azúcares y vitaminas, de tal manera que las yemas apicales se sembraron de una

por contenedor y las yemas axilares de dos y tres por contenedor dependiendo del

grosor del explante. Al cumplir 2 meses de incubación se seleccionaron las

plantulas de yuca que presentaban mejor crecimiento.

8.9 Inoculación y germinación de esporas HMA:

Se tomaron un total de 60 vitroplantas de yuca de 2 meses de desarrollo y se

llevaron a cabina de flujo laminar, se les agregó agua desionizada estéril por 10

minutos para facilitar la salida de las raíces del medio de cultivo, posteriormente se



pasaron a un contenedor con agua desionizada estéril con ayuda de una pinza.

Para la siembra de las vitroplantas con la espora HMA se utilizó medio

Strullu-Romand (MSR) modificado, servido en placas de Petri desechables; a cada

placa de medio se le realizó una abertura lateral y se introdujo la vitroplanta,

dejando las raíces y parte del tallo inferior dentro de la placa en contacto con el

medio, mientras que la parte superior de la vitroplanta quedó fuera de la placa; se

inoculó la espora desinfectada en la base del tallo, se selló el orificio con vaselina

(Athos) y se envolvió la placa con parafilm; las placas se desinfectaron

externamente con hipoclorito de sodio al 2% y con etanol al 70% y se envolvieron

en papel aluminizado, para finalmente ser llevadas a cámara húmeda ubicadas en

posición vertical por 15 días, con fotoperíodo de 16 horas a 22/18 °C (día/noche) y

una humedad relativa del 70 % (Votes et al., 2005).

8.10. Diseño experimental:

Se aplicó diseño preexperimental; para estandarizar la técnica se tomó cada

ensayo como 1 tratamiento el cual se llevó a cabo en diferentes tiempos (con

intervalos de un mes) y repeticiones de 20 placas para cada uno; dónde se realizó

la inoculación de una espora por vitroplanta de yuca. En este caso se observó si

hubo producción de micorriza utilizando el mismo tiempo de germinación para

cada tratamiento.

Tratamiento

Réplicas Descripción



R-1 R-1: primera réplica de 20 placas.

R-2 R-2: segunda réplica de 20 placas.

R-3 R-3: tercera réplica de 20 placas.

R-4 R-4: cuarta replica de 20 placas.

Figura 5 Diseño experimental

Fuente: elaboración propia.

8.11 Análisis de Resultados

Se determinó el porcentaje de germinación; para el análisis de los datos se utilizó

el software IBM SPSS versión 27. Se realizó un análisis de varianza (Anava) para

los datos registrados con una distribución normal y homogeneidad de varianzas.

Posteriormente los datos fueron sometidos a análisis estadístico por medio de

Tukey para identificar las diferencias significativas (p ≤ 0,05) se empleó la prueba

de Rangos Múltiples de Duncan y se aplicaron ambas pruebas a todas las

variables al tiempo.



9 ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN

9.1 Aislamiento de esporas HMA.

Las modificaciones realizadas a la metodología de tamizado húmedo Gendermann

y Nicholson, permitieron el aislamiento de un mayor número de esporas HMA de

diferentes morfologías; así mismo, se consiguió una muestra más limpia lo que

facilitó el aislamiento de las esporas HMA de los restos de suciedad propios de la

muestra de suelo. Para la identificación de las especies, se empleó las claves

taxonómicas del INVAM. De acuerdo al análisis morfológico de las esporas

aisladas, se encontraron 5 posibles géneros de los 19 géneros conocidos

(Glomus, Septoglomus, Sctellospora, Rhizophagus y Acaulospora), el más común

fue Glomus. Resultados similares al de Medina L. et al. (2010) quienes

identificaron a los géneros (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora).

Torres Y. et al. (2015) determinaron la presencia de 30 especies, de las cuales el

67% se ubicó dentro del género Glomus, en su estudio sobre las comunidades de

HMA presentes en bosques semicaducifolios de la Ciénaga de Zapata, Cuba.

González I. et al. (2020) identifico a los géneros Glomus sp y Acaulospora sp en

su estudio de aislamiento de esporas autóctonas en suelos de fincas ganaderas

en República Dominicana. Torres Y. et al (2017) Identificaron un total de 38

especies de HMA entre las plantas y las condiciones ambientales analizadas.

Archaeospora sp.1, Glomus sp.5, Glomus brohultii y G. glomerulatumse.

En el presente estudio, se obtuvieron 176 esporas HMA por 100 gramos de suelo;

lo cual es un resultado mayor al obtenido por otros autores, como Urgiles N. et al.



(2019) consiguió el aislamiento de un promedio de frecuencia de 102 esporas por

100 gramos de suelo proveniente de zonas riparias; por su parte, Tapias J. et al

(2008) cuantificaron más de 100 esporas en 100 gramos de suelo seco de suelos

salinos. Sin embargo, Salgado S. et al. (2014) aislaron un promedio de 943

esporas por 100 gramos de suelo cultivados con caña de azúcar; Restrepo K. et

al. (2019) presentaron valores de recuento de esporas HMA que variaron desde

51 a 363 esporas/g de suelo seco en suelos ganaderos. Estos resultados

evidencian que la cantidad de esporas HMA aisladas no solo depende de la

técnica de aislamiento, si no que incide también el tipo de suelo.

9.2 Desinfección de esporas HMA

En el análisis estadístico realizado Tukey y Duncan, no se presentaron diferencias

significativas entre los tratamientos para los parámetros analizados, los cuales

fueron formación de micorriza, seguido del parámetro de contaminación y las

placas donde no se evidencia germinación ni contaminación.



Figura 7 Contaminación del medio de cultivo de las esporas de HMA en cada uno
de los ensayos.

En este sentido, el porcentaje de contaminación fue del 80% mucho mayor al

obtenido por Pérez et al., (2011) del 1%; esto podría explicarse dado que la

efectividad de la metodología de desinfección puede variar entre cepas HMA

(Perera et al.2019). Por su parte, Perera et al., (2019) utilizando una metodología

de desinfección similar a la llevada a cabo en la presente investigación,

presentaron un 60% de contaminación, mientras que realizando un ajuste en el

tiempo de exposición de las esporas HMA a la solución antibiótico por 24 horas,

lograron reducir la contaminación en un 46%.



En otras investigaciones se han logrado buenos resultados de desinfección en

cepas específicas; tal es el caso de Mirabal L., (2002) quienes establecieron un

método efectivo para la desinfección total de la pared externa de las esporas de

HMA de Glomus clarum. Fernández K. et al. (2005) lograron la germinación rápida

y exitosa de Glomus mosseae en ausencia de contaminantes. Perera S. et al

(2022) establecieron con éxito el cultivo monoxénico de R. irregularis en raíces de

achicoria transformadas.

Por otro lado, Perera et al. (2019) hace énfasis en la importancia del proceso de

desinfección y como este tiene la capacidad de causar variación en la germinación

de las esporas generando que estas germinen entre el sexto y octavo día,

obteniendo en promedio un 50 % y un 60% de contaminación siendo esta la

limitante para la obtención de un mayor número de germinantes. Bagó y Cano

(2005) muestran que la mayor parte de la contaminación es causada por el

contenido de la espora, y es que del interior de estas se logró realizar el



aislamiento de una variedad de microorganismos, y seria esa una de las variables

que tiene mayor impacto sobre la germinación de las esporas.

En este sentido, para evaluar la efectividad de un protocolo de desinfección para

esporas HMA, no basta solamente con tener en cuenta las soluciones

desinfectantes, la variación en el tiempo de exposición a los mismos, los factores

medio ambientales o la especie de la espora HMA; si no que también juega un

papel fundamental el medio de cultivo dónde se va a realizar el estudio; ya que no

es lo mismo probar la efectividad de la desinfección en un medio pobre

nutricionalmente que resulta en una limitante para la proliferación de

contaminantes presentes en las paredes externas de las esporas, como el caso

del agar agua, a inocular esporas desinfectadas en medios más nutritivos como M

& S, MSR o White. Fernández K., et al. (2005) observaron menores valores de

contaminación en medio agar agua, no solo para el tratamiento de desinfección

evaluado sino también en el tratamiento control, dónde éstos disminuyeron a la

mitad (42.8%) en relación con su homólogo el medio White (93,0%).

9.3 Porcentaje de germinación de esporas HMA en sistema de cultivo

autotrófico de yuca

En el desarrollo de la investigación, el porcentaje de germinación fue de 12,5 % ±

5,8. Por su parte, Pérez et al., (2011) obtuvo mayor germinación de esporas (80%)

aplicando flavonoide 3,5,7,3’,4’-pentahidroxi flavona a una concentración de 5 µM

a los 4 días de incubación. Mientras que la germinación en el tratamiento control



(sin adición del flavonoide 3,5,7,3’,4’-pentahidroxi flavona) fue del 33.3% a los 12

días de incubación. Cabe mencionar, que la contaminación puede incidir

directamente en la germinación y desarrollo de las esporas (Fernández et.al.

2005). Ramírez et al. (2019), señala que los exudados radiculares, en especial los

flavonoides, tienen efecto como estimulantes de la germinación de esporas y

proceso de colonización de micorriza arbuscular.

Figura 9 Germinación de esporas en cada uno de los ensayos con intervalo de
tiempo. Valores seguidos de la misma letra no difieren significativamente según
Tukey.

Arismendi L. et al (2001) señala que la planta de yuca tiene la habilidad para

formar simbiosis vesiculo-arbusculares. Esto permite que la planta mejore la

capacidad de absorción de nutrientes como el fósforo en suelos relativamente

pobres, lo que se traduce en altos rendimientos del cultivo. Manuel C. et al (2018)

obtuvo incremento en el rendimiento del cultivo de yuca, al aplicar cepas eficientes

de micorriza. Asi mismo; Cuenca G. et al (2007) logró un aumento en la cosecha



de más del 200%, con la aplicación del inoculante G. manihotis, sin adición de

fertilizantes químicos. Por otro lado; João P. et al (2016) observó incrementos

significativos al inocular Funneliformis mosseae en cultivo de yuca, en Kibala,

Angola en todas las variables evaluadas, obteniéndose plantas más vigorosas con

mayor crecimiento e incrementos en altura de 21 %, los rendimientos en raíces

comestibles se elevaron de 14,4 Mg ha-1 en el tratamiento testigo a 33,6 Mg ha-1

en el tratamiento inoculado y las esporas micorrízicas en cosecha se

incrementaron ocho veces, indicando la efectividad de F. mosseae en estas

condiciones edáficas.



Leos et al. (2019) obtuvo un 11,6 % de esporas HMA germinadas en agar agua a

los 32 días de incubación. Pérez et al. (2012) obtuvo 100% en la frecuencia de

micorrización en cultivo autotrófico de mora a las 2 semanas de incubación. Voest

et al (2005) obtuvieron %F que alcanzó un valor de 74 ± 7% a las 22 semanas en

cultivo autotrófico de papá, utilizando como inoculante raíces de zanahoria

transformadas colonizadas con Glomus intraradices. Fernández et al. (2013)

realizó el establecimiento de HMA in vitro en plántulas de papa, evaluando tres

tipos de medio de cultivo: SRM, MS y ½ MS, las condiciones suministradas fueron:

22°C, 70 % de humedad relativa, fotoperiodo de 16 h. día-1 y flujo fotosintético de

225 µmol m-2 s-1 y mantenidos en posición vertical durante los 30 días. Como

resultado obtuvieron un 50 % de germinación en el medio SRM, 15-20 % medio ½

MS y germinación nula en el medio MS.

Por lo anterior se asume la importancia que ocupa la composición del medio a

utilizar para el establecimiento y germinación de HMA en un sistema in vitro, por

ende Fernández et al. (2013) Evaluó en comportamiento de la colonización

micorrízica en medio MS efectuando variaciones en la concentración de N, P y K,



los cuales generaron cambios significativos en el crecimiento de la plántula,

establecimiento y germinación de micorrizas, en donde la disminución conjunta de

¼P - ¼N produjo la germinación en 10 días, una obtención promedio de 70

esporas por placa y un porcentaje de germinación de 15.

10 CONCLUSIÓN

Se logró de manera exitosa el cultivo in vitro de HMA por primera vez en sistema

de cultivo autotrófico de yuca. Las modificaciones realizadas a la metodología de

aislamiento de esporas, hizo posible obtener una muestra más limpia, lo que

facilitó el aislamiento de un mayor número de esporas HMA. El protocolo de

desinfección utilizado presentó baja efectividad, ya que se contaminaron cerca del

80% de las placas. Se estableció el porcentaje de germinación de esporas HMA

en sistema de cultivo autotrófico de yuca, el cual fue de 12,5 % ± 5,8.



11 RECOMENDACIONES

Realizar ajustes al protocolo de desinfección con el que se consiga la disminución

de la contaminación al menos a un porcentaje del 50% para esporas HMA de

diferentes especies. Así mismo, se podría realizar una pregerminación de la

espora HMA antes de ser inoculada al sistema de cultivo autotrófico para

aumentar así el porcentaje de germinación y micorrización.
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13 ANEXOS

Multiplicación de yuca



Sistema de cultivo autotrófico



GERMINACION

ENSAYO N

Subconjunto

para alfa =

0.05

1

HSD Tukeya1,00 20 ,1000

3,00 20 ,1000

4,00 20 ,1000

2,00 20 ,2000

Sig. ,783

Duncana 1,00 20 ,1000

3,00 20 ,1000

4,00 20 ,1000

2,00 20 ,2000

Sig. ,399

Se visualizan las medias para los grupos en

los subconjuntos homogéneos.



a. Utiliza el tamaño de la muestra de la

media armónica = 20,000.

CONTAMINACION

ENSAYO N

Subconjunto

para alfa =

0.05

1

HSD Tukeya2,00 20 ,7000

1,00 20 ,7500

3,00 20 ,9000

4,00 20 ,9000

Sig. ,372

Duncana 2,00 20 ,7000

1,00 20 ,7500

3,00 20 ,9000

4,00 20 ,9000

Sig. ,144



Se visualizan las medias para los grupos en

los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la

media armónica = 20,000.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadístico de

Levene gl1 gl2 Sig.

micorriza Se basa en la media 3,227 3 98 ,026



Se basa en la mediana 1,195 3 98 ,316

Se basa en la mediana y con

gl ajustado

1,195 3 89,990 ,316

Se basa en la media

recortada

3,227 3 98 ,026

contaminación Se basa en la media 4,045 3 98 ,009

Se basa en la mediana 1,238 3 98 ,300

Se basa en la mediana y con

gl ajustado

1,238 3 93,283 ,300

Se basa en la media

recortada

4,045 3 98 ,009

nada Se basa en la media 4,047 3 98 ,009

Se basa en la mediana 2,652 3 98 ,053

Se basa en la mediana y con

gl ajustado

2,652 3 83,799 ,054

Se basa en la media

recortada

4,047 3 98 ,009


