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INTRODUCCIÓN

La germinación es uno de los procesos más impor-
tantes durante el ciclo de vida de los hongos
micorrizógenos arbusculares (HMA), de la cual va a de-
pender, en gran medida, el éxito del establecimiento de
la simbiosis (1).

Aunque la mayoría de las especies son capaces de ger-
minar en ausencia de señales derivadas del hospedero (2), su
crecimiento en condiciones axénicas constituye aún en
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ABSTRACT. Germination is one of the most important
processes during the life cycle of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and the successful symbiosis establishment depends
greatly on it. The objective of the present work was to evaluate
CO

2
 effect on the rate and homogeneity of Glomus mosseae

spore germination under in vitro conditions. An experiment
was established under a Randomized Complete Design with
bifactorial arrangement and three repetitions including the
study of different spore disinfection methods and germination
conditions, through the use of Cloramin T and antibiotics, and
a CO

2 
atmosphere (5 %) in the spore incubation chambers.

Results showed the positive effect of disinfection treatments
on spore germination and contamination percentages, the use
of a CO

2
 atmosphere during incubation being an important

requirement to get a full germination without detecting
contaminants in only three days of incubation. This study
permitted to reckon with a new methodology to guarantee a
quick and successful germination of G. mosseae spores in
absence of contamination, enabling the introduction of fungal
propagules as inoculum during plant micropropagation
process.

RESUMEN. La germinación es uno de los procesos más im-
portantes durante el ciclo de vida de los hongos micorrizógenos
arbusculares (HMA), de la cual va a depender, en gran medida,
el éxito del establecimiento de la simbiosis. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar el efecto del CO

2
 sobre la veloci-

dad y homogeneidad de la germinación de esporas del HMA
Glomus mosseae en condiciones in vitro. Con la finalidad de
dar respuesta al objetivo propuesto, se realizó un experimento
bajo un Diseño Completamente Aleatorizado con arreglo
bifactorial y tres repeticiones, que incluyeron el estudio de
diferentes métodos de desinfección de esporas y condiciones
de germinación, a partir del uso de la Cloramina T y antibióticos
como desinfectantes, así como del empleo de CO

2
 (5 %) en la

atmósfera de incubación de las esporas. Los resultados refle-
jaron el efecto positivo de los desinfectantes sobre los por-
centajes de contaminación de las esporas y su germinación,
constituyendo el empleo de la atmósfera de CO

2
 durante la

incubación, un requisito importante para lograr la total
germinación sin detección de contaminantes, en solo tres días
de incubación. Este estudio permitió contar con una nueva
metodología, que garantizara la germinación rápida y exitosa
de las esporas de Glomus mosseae en ausencia de contamina-
ción, facilitando la posterior introducción de los propágulos
fúngicos como inóculo durante el proceso de
micropropagación de plantas.
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la actualidad un gran problema; primeramente, por la alta
posibilidad de contaminación del inóculo micorrízico, en
segundo lugar, por el comportamiento del hospedero
in vitro y, finalmente, por la naturaleza obligada del
endófito (1).

La desinfección superficial de los propágulos, en
general usados como inoculantes, es un requisito de suma
importancia para la exitosa formación de la micorriza en
condiciones in vitro (3). La descontaminación se requiere
tanto para evitar la proliferación de contaminantes, como
para asegurar que los microorganismos asociados con
las esporas de estos hongos no influyan en los resulta-
dos experimentales.

La mayoría de los investigadores prefieren solucio-
nes de Cloramina T (2 %) con trazas de surfactante y
antibióticos como la estreptomicina y gentamicina, aun-
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que también se han empleado el hipoclorito de sodio,
formaldehído, etc. (1). El éxito en el uso de estas solu-
ciones desinfectantes es altamente dependiente de cómo
son manipuladas y sobre qué material.

Desde hace algunos años, numerosos autores comen-
zaron a hacer referencia al importante papel que puede ju-
gar el CO

2
 en la ocurrencia del proceso germinativo (4, 5, 6),

resaltando principalmente cómo el CO
2
 conjuntamente

con los exudados radicales pueden estimular el creci-
miento del tubo germinativo y cómo algunas especies en
particular pueden fijar este compuesto como fuente mi-
neral de carbono.

Sin embargo, aún no se incluye el CO
2
 en las

metodologías actuales de germinación de propágulos
endomicorrízicos, a pesar de su posible papel como
estimulador del proceso, por lo que los resultados que se
obtienen son poco exitosos, pues en la totalidad de los
casos se presenta una germinación poco homogénea,
que depende principalmente del estado de dormancia que
caracteriza a estos propágulos.

Considerando no solo la importancia sino también la
utilidad práctica de este enfoque, se realizó este trabajo,
con el objetivo de obtener una metodología rápida y efi-
caz que permitiera obtener altos porcentajes de
germinación de esporas de G. mosseae con bajos nive-
les de contaminación microbiana.

MATERIALES Y MÉTODOS

La reproducción y obtención de las esporas para los
experimentos se realizó a partir de la inoculación inicial
de semillas de Sorghum vulgare con propágulos pertene-
cientes a la especie Glomus mosseae (Nicolson &
Schenck), cultivados en envases de cultivo sobre un
sustrato mineral estéril (7). A los 90 días de crecimiento
del cultivo, se procedió a extraer el inoculante, consis-
tente en una mezcla de sustrato, raíces, esporas y otros
propágulos fúngicos, el cual fue almacenado durante 15
semanas a 4oC.

Las esporas utilizadas se aislaron del inoculante a
través de la técnica de tamizado húmedo y decantado y
posterior extracción por centrifugación en gradiente de
sacarosa + Tween 80 a 2 000 rpm durante cinco minu-
tos (8, 9). Una vez obtenida la interfase agua - sacarosa
+ Tween 80, las esporas se extrajeron empleando una
pipeta Pasteur.

Este proceso se realizó 24 h antes de comenzar los
estudios y tantas veces como fuera necesario. Las espo-
ras fueron mantenidas en solución Ringer a 4oC.

Primeramente, se compararon dos metodologías de
desinfección descritas en la literatura, que incluyeron el
uso de la Cloramina T (2 %) como desinfectante químico
combinado con Cefalexina (5 %) y diferentes tiempos de
exposición. Uno de los métodos consistía (10) en que
luego de obtenidas las esporas asépticas, sí incubaban
para germinar en medio White modificado, mientras que

en el otro método (11), las esporas se colocaban en me-
dio Agar Agua.

Los materiales empleados fueron modificados durante
el proceso, de acuerdo con las posibilidades de trabajo,
de la siguiente manera: la desinfección de las esporas se
realizó en tubos Eppendorf sin centrifugación a bajos tiem-
pos (dos y seis minutos), la manipulación de las esporas
y del material desinfectante (Cloramina T y Cefalexina -
IMEFA-) se realizó a través de filtros (malla de acero,
40 µm) esterilizables, acoplados a las tapas horadadas
de los tubos Eppendorf, en sustitución de filtros miliporo
y membranas de 0.22 µm, empleando jeringas
esterilizables de 15 mL.

Las esporas extraídas se colocaron en tubos
Eppendorf y se lavaron durante cinco minutos en solu-
ción Ringer estéril, agitándose en vórtex para remover las
impurezas.

Posteriormente, se procedió a realizar la desinfec-
ción comenzando con la solución de Cloramina T (2 %) y
empleando tiempos de exposición de dos y seis minu-
tos, de acuerdo con el tratamiento en cuestión.

Ambas soluciones (desinfectante y antibiótica) fue-
ron preparadas a partir de la dilución del producto en agua
destilada estéril.

Una vez finalizado este paso, las esporas se lavaron
con agua destilada estéril dos veces consecutivas y se
les añadió la solución de Cefalexina.

Las esporas tratadas se pasaron a placas Petri que
contenían los medios de cultivo estudiados, empleando
micropipeta Gibson de 200 µL y se incubaron durante 25
días a 28oC colocando las placas invertidas. Se inocularon
10 placas por tratamiento a razón de 50 esporas por placa.

Para el montaje de este experimento se empleó un
Diseño Completamente Aleatorizado con arreglo bifactorial
(2x4), en el cual los factores fueron: soluciones desinfec-
tantes y medios de cultivo para incubación.

Los tratamientos fueron los siguientes:
Agar Agua-(1) Cloramina T (2%) + Cefalexina (2 min.),
(2) Cloramina T (2%) + Cefalexina (6 min.), (3) Cefalexina
(6 min.), (4) Control (Agar Agua + esporas sin desin-
fectar)
White modificado-(5) Cloramina T (2%) + Cefalexina (2
min.), (6) Cloramina T (2%) + Cefalexina (6 min.), (7)
Cefalexina (6 min.) y (8) Control (White modificado +
esporas sin desinfectar).

Después de evaluada la efectividad de la mezcla de
Cloramina T y antibiótico como solución desinfectante,
se procedió a incorporar dos aspectos importantes en el
protocolo de trabajo, con vistas a acelerar la ocurrencia
del proceso germinativo y a disminuir la presencia de
contaminación microbiana.

Primeramente, se sustituyeron los medios sólidos
de incubación (Agar Agua y White modificado) por un
soporte líquido (solución Ringer), para facilitar la poste-
rior inoculación de las esporas sobre las vitroplantas y se
empleó, además, una atmósfera de CO

2 
durante la

incubación de las esporas, con el propósito de incremen-
tar la homogeneidad y rapidez de la germinación.
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En esta fase del estudio se mantuvo la desinfección
química con Cloramina T (2 %), utilizando como solución
antibiótica una mezcla de Sulfato de Estreptomicina y
Kanamicina en sustitución de la Cefalexina.

En este caso, los antibióticos se filtraron a través de
membranas miliporo (tipo HA, 4.0 cm de diámetro y 0.22
µm de poro). El proceso de desinfección se realizó en un
beaker plástico de 250 mL a través de un tamiz de 40 µm
de diámetro de poro colocado dentro de él.

Luego de realizada la desinfección de las esporas,
se procedió a comprobar la eficacia del método inoculan-
do 20 esporas por placa (cinco en total) sobre un medio
rico, Agar Nutriente y se incubaron posteriormente a 28oC
durante cinco días.

Los frascos con esporas se colocaron dentro de una
cámara o jarra de CO

2 
(BBL®, Gas Pack®), para garantizar la

presencia del gas en la atmósfera de incubación (Figura 1).

Figura 1. Cámara de CO2 o Gas Pack®®®®® en la que se
colocaron las esporas para acelerar su
germinación

Esta cámara incluye un sobre o envoltura que con-
tiene una tableta, en la cual se combinan bicarbonato de
sodio y ácido cítrico, los cuales al reaccionar con agua
son capaces de  generar CO

2
 y producir una atmósfera

de aproximadamente 5 % del gas en cuestión.

Las esporas, en estas condiciones, se incubaron
durante tres días a 28 oC de temperatura.
Determinaciones realizadas. Se realizaron las determi-
naciones correspondientes al porcentaje de germinación
y contaminación. Se consideró una espora germinada
cuando esta presentaba crecimiento del tubo germinativo
y, en el caso de la contaminación, se consideró el núme-
ro de esporas contaminadas en una placa con respecto
al número total de esporas que se sembraron en cada
una.
Análisis estadístico. Para el procesamiento de los resul-
tados de los experimentos de desinfección de esporas e
inoculación in vitro, se realizó Análisis de Varianza y se
empleó la prueba de Rangos Múltiples de Duncan, cuan-
do existían diferencias significativas entre las medias, auxi-
liados del programa estadístico “Statgraphs 4.1”.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la Tabla I se muestra el efecto de los diferentes
tratamientos de desinfección empleados en dos medios
de cultivo (Agar Agua y White modificado) sobre las varia-
bles germinación (%) y contaminación (%), así como sus
porcentajes de incremento y decremento, respectivamente.

De forma general, en las variables analizadas se
encontraron diferencias significativas entre los tratamien-
tos, denotándose un comportamiento diferenciado entre
los medios de cultivo empleados, siendo en el medio Agar
Agua donde se observaron los mayores valores de ellas.

El análisis de los porcentajes de germinación, en
los tratamientos en los que se utilizó Cloramina T y anti-
biótico (Cefalexina) como agentes desinfectantes, inde-
pendientemente de los tiempos empleados y de los me-
dios en los que se incubaron las esporas, siempre indicó
el mejor comportamiento de esta variable en relación con
los controles sin desinfectar.

En cuanto a los tratamientos que solo contaron con la
aplicación del antibiótico, aunque su comportamiento fue su-
perior a los controles, no superaron el mejor tratamiento de
desinfección en cualquiera de los dos medios estudiados.

Metodología para la germinación de esporas de Glomus mosseae

 

Tratamientos 
Desinfección Medios de incubación 

G 
(%) 

Incremento 
(%) 

C 
(%) 

Decremento 
(%) 

Cl T (2%) + Cefalexina (2min.) 44.0 a 1275 3.3 f 92.28 
Cl T (2%) + Cefalexina (6min.) 46.4 a 1350 3.2 f 92.52 
Cefalexina (6min.) 33.6 b 950 48.2 b -12.61 
Sin desinfectar 

Agar Agua 

3.2 e - 42.8 c - 
Cl T (2%) + Cefalexina (2min.) 31.1 b 185 22.0 e 76.34 
Cl T (2%) + Cefalexina (6min.) 25.8 c 136 4.8 f 94.83 
Cefalexina (6min.) 31.1 b 185 33.2 d 64.3 
Sin desinfectar 

White modificado 

10.9 d - 93.0 a - 
Es x 0.94*** - 0.97***  
CV (%) 10.61 - 9.82  
 

Tabla I. Efecto de los diferentes tratamientos de desinfección sobre los porcentajes de germinación (G) y
contaminación (C), así como su incremento y decremento, respectivamente, a los 25 días de incu-
badas las esporas

Cl T: Cloramina T
Medias con letras desiguales difieren entre sí significativamente para p≤0.05, según prueba de Rangos Múltiples de Duncan
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Otro de los aspectos analizados fue el efecto produ-
cido por el uso de las soluciones desinfectantes sobre el
porcentaje de contaminación de las esporas (Tabla I).

El comportamiento de esta variable denotó que de
forma similar al porcentaje de germinación, existió una
respuesta diferenciada de cada grupo de tratamientos en
presencia de un determinado medio. En este caso, las
variantes que estuvieron bajo la influencia de los agentes
desinfectantes, mostraron los menores valores de conta-
minación.

En el caso del medio Agar Agua, no solo se observa-
ron los menores valores de contaminación en los trata-
mientos desinfectados, sino también en el tratamiento
control donde estos disminuyeron a la mitad (42.8 %) en
relación con su homólogo en medio White (93.0 %). Ade-
más, no se encontraron diferencias significativas en los
porcentajes de contaminación (3.2 y 3.3 %) durante los
distintos tiempos de exposición empleados (dos y seis
minutos).

Sin embargo, en el medio White modificado solo se
lograron alcanzar niveles de contaminación
significativamente similares a los anteriores en el trata-
miento bajo desinfección, con ambas soluciones, duran-
te seis minutos.

La desinfección de esporas de hongos micorrízicos
empleadas como inóculo es crucial para la formación y el
desarrollo exitoso de la micorrización en condiciones in
vitro, por ser la presencia de contaminantes uno de los
mayores problemas que atenta contra el estudio de es-
tos microorganismos en condiciones controladas; ade-
más, las metodologías de desinfección deben ser esta-
blecidas para cada especie de hongo en particular, pues
el efecto de los desinfectantes o las combinaciones de
estos varían en función de la especie utilizada (11).

En el experimento se empleó, primeramente, una
dosis de Cefalexina de 200 mg.mL-1, la cual constituye
una concentración suficiente para ejercer un adecuado
control microbiano. Por otra parte, la Cefalexina está con-
siderada un antibiótico de amplio espectro, presentándo-
se su mayor efecto sobre grupos bacterianos Gram- y
algunas enterobacterias Gram +, además de actuar sobre
algunos hongos de la clase Deuteromycetes (12).

La efectiva acción de la Cloramina T como fuerte
agente oxidante, se puso de manifiesto en los tratamien-
tos en los que se utilizó y estuvo dada por su mayor
estabilidad con respecto a otros desinfectantes como el
hipoclorito de sodio, el cual libera el cloro instantánea-
mente. En el caso particular de la Cloramina T, se liberan
lenta y gradualmente las moléculas contenidas del
halógeno, evitando que actúen negativamente sobre el
proceso germinativo (13).

Similares resultados fueron descritos (13) en espo-
ras de Gigaspora margarita (Becker & Hall) y Scutellospora
heterogama (Nicolson & Gerdemann - Walker & Sander)
inoculadas en medio Agar Agua, con valores cercanos a
60 % de germinación en presencia de Cloramina T (2 %)
y tiempos de exposición a la solución desinfectante +
antibiótico entre tres y seis minutos.

En cuanto a los medios de cultivo empleados en el
estudio para la incubación de las esporas y su
germinación, se presenta el Agar Agua como el de mayo-
res porcentajes de germinación con respecto al White
modificado, en el que los valores oscilan entre 25.8 y
31.1 %, lo cual no debe sorprender si se tiene en cuenta
la composición química de ambos medios.

El medio White es sumamente rico desde el punto
de vista nutricional, lo cual origina que proliferen contami-
nantes indeseables presentes en las paredes de las es-
poras, que no se expresan en un medio tan pobre como
el Agar Agua (11).

En este sentido, es bueno destacar el determinado
control que pueden ejercer los medios pobres como el
Agar Agua, en el cual no solo se lograron los niveles de
contaminación más bajos en general, sino que inclusive
en el tratamiento control, estos niveles disminuyeron a la
mitad (42.8 %) en relación con su homólogo en medio
White.

En otros estudios de desinfección realizados (11) a
esporas de Glomus mosseae, se encontró que los con-
taminantes que crecieron alrededor de las esporas obs-
taculizaron la emergencia y el crecimiento del tubo
germinativo, por lo que su germinación se vio limitada.

Algunos autores se han referido al papel destructor
de los microorganismos cuando ocurre una exacerbación
de sus poblaciones en la superficie de los propágulos de
los hongos micorrizógenos arbusculares (1); inclusive al-
gunas especies fúngicas y bacterianas, identificadas como
hiperparásitos, pueden enquistarse, germinar y penetrar
las paredes de las esporas hospederas, desarrollarse
dentro de estas, evitar que germinen y provocar su des-
trucción, así como obstruir la emergencia y el crecimien-
to del tubo germinativo (11). No obstante, se debe resal-
tar que existen determinados grupos de microorganismos
no considerados contaminantes, que habitan las pare-
des de las esporas y que pudieran ejercer un papel su-
mamente benéfico sobre la germinación y el crecimiento
del tubo germinativo (14).

Sin embargo, aunque con el empleo de los mejores
tratamientos de desinfección se logra realizar un buen
control de la contaminación, es necesario aclarar que la
metodología utilizada solo garantizó la obtención de valo-
res medios de germinación en las esporas tratadas, aún
a los 25 días de incubación.

Partiendo de estos resultados, se realizaron algu-
nas modificaciones a la metodología de desinfección, con
la cual se obtuvieron las mejores respuestas, con el prin-
cipal interés de garantizar no solo la homogeneidad en la
germinación de las esporas, sino también de acelerar la
ocurrencia del proceso.

Este nuevo procedimiento garantizó la ausencia de
contaminación en las esporas, lo cual pudo ser compro-
bado al inocularlas sobre un medio rico (Agar Nutriente)
posteriormente a la desinfección y no ocurrir crecimiento
microbiano alguno a los cinco días de incubación.

En adición, el empleo de la cámara de CO
2
 o Gas

Pack®, en la cual se incubaron las esporas para su
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germinación en medio líquido, garantizó no solo la
homogenización del proceso germinativo, permitiendo dis-
poner del 100 % de las esporas germinadas para ser
empleadas en estudios posteriores de inoculación de
plántulas en condiciones in vitro, sino que también posi-
bilitó la obtención de dichas esporas a solo tres días de
su incubación.

Teniendo en cuenta los resultados analizados, se
propone una metodología capaz de garantizar no solo la
desinfección, sino también la rápida y homogénea
germinación de las esporas de Glomus mosseae en me-
dio líquido (Figura 2).

Figura 2. Diagrama de metodología propuesta de
desinfección y germinación de esporas de
Glomus mosseae

Los antibióticos Kanamicina y Sulfato de
Estreptomicina tienen similar espectro de acción que la
Cefalexina, fundamentalmente sobre bacterias Gram + y
Gram - (15), estas últimas muy abundantes en las pare-
des de las esporas de los HMA; de ahí que el empleo de
uno u otro antibiótico no altera en ninguna medida la in-
formación obtenida. Por otra parte, estos antibióticos son
presentados por numerosos autores al desinfectar espo-
ras para su inoculación en cultivos tripartitas, conjuntamen-
te con la Cloramina T como agente oxidante y Tween 20
como surfactante (5, 15).

Al incubar las esporas en la cámara de Gas Pack en
presencia de CO

2
, se logró una aceleración considerable

de la germinación, debido a su acción directa como
estimulador del proceso germinativo y del crecimiento del
tubo germinal, llegando a ser total a las 72 horas de
incubación.

Aunque generalmente los hongos micorrizógenos no
necesitan condiciones específicas o la presencia de raí-
ces hospederas para germinar, desde hace algunos años
diversos autores comenzaron a hacer referencia al impor-
tante papel que puede jugar el CO

2
 en la ocurrencia de

este proceso (6), resaltando principalmente cómo el CO
2

conjuntamente con los exudados radicales pueden esti-
mular la germinación y/o el crecimiento del tubo
germinativo y cómo algunas especies en particular pue-
den fijar CO

2
 como fuente mineral de carbono.

Recientemente, el empleo de 13CO
2 
marcado en ex-

perimentos realizados in vitro utilizando análisis
espectroscópico de resonancia magnética nuclear (NMR),
ha confirmado que existe fijación de CO

2
 en la oscuridad du-

rante la germinación de esporas de Glomus intraradices (16).
Desde el punto de vista metabólico, el CO

2
 tiene una

gran importancia para la germinación de estos hongos,
debido a que en este estadio su metabolismo es predo-
minantemente dependiente del catabolismo lipídico (15)
para realizar la biosíntesis de otros compuestos. El
catabolismo de los lípidos conduce a la formación de
acetilCoA, dos moléculas de carbono, las cuales son
posteriormente oxidadas en el ciclo de los ácidos
tricarboxílicos (CAT), lo que hace que el balance neto de
carbono sea teóricamente cero.

No obstante, en los hongos micorrizógenos ocurre
además el ciclo del glioxalato (CG) (16, 17) y este, a
diferencia del CAT, evita la pérdida de las dos moléculas
de CO

2
, de lo que puede deducirse que para el CG, el

CO
2 
puede representar una entrada adicional de carbono

y activar significativamente el crecimiento del hongo (18).
Teniendo en cuenta lo anteriormente explicado, el

CO
2
 puede ser considerado como el primer compuesto

estimulador no específico emitido por las raíces hospe-
deras. Recientemente, otros investigadores (15) han re-
comendado el uso de ambientes enriquecidos con CO

2
(2-5 %) en estudios sobre compuestos radicales
estimuladores más específicos, en los cuales la respuesta
del hongo se incrementa y las variaciones se minimizan
notablemente.

El desarrollo de este estudio permitió no solo poder
contar con una nueva metodología que garantizara la
germinación exitosa de las esporas de Glomus mosseae
en ausencia de contaminación, sino también que estas
estuvieran listas y en un medio fácilmente manipulable
(líquido) para ser inoculadas en plantas in vitro, al cabo
de solo tres días de incubación.

CONSIDERACIONES GENERALES

Desde finales del siglo XX, el hombre ha sido capaz
de desarrollar modernas biotecnologías concernientes a
la micropropagación y micorrización con un probado im-
pacto. Estas tecnologías unidas a la bacterización son

Metodología para la germinación de esporas de Glomus mosseae

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esporas aisladas y lavadas

Lavar con Cloramina T (2%)-10 min

Lavar con antibióticos (elegir según disponibilidad
y rango de acción microbiana)

Incubar a 4oC en la mezcla
de antibióticos 16 horas

Lavar con Cloramina T (2 %) - 8-10 min

Lavar con H2O destilada estéril

Pasar a medio líquido
Solución Ringer

Incubar a 28oC en atmósferas
de CO2 (5 %) - 3 días

I. Desinfección

II. Germinación
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importantísimas herramientas para la biotización de
plántulas micropropagadas y la reducción del estrés pro-
vocado por el transplante durante la aclimatización.
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