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INTRODUCCIÓN
Los métodos actuales de micropropagación constitu-

yen una importante herramienta biotecnológica para la ob-
tención acelerada de numerosas especies de plantas (1),
puesto que permiten regionalizar en corto tiempo genotipos
promisorios y, por lo tanto, mantener colecciones específi-
cas de variedades deseadas, así como manejar especies
de alta variabilidad genética, acortando los ciclos de selec-
ción a través de la multiplicación de semillas híbridas.

Las técnicas de cultivo de tejidos incluyen condicio-
nes ambientales artificiales, como baja intensidad lumi-
nosa, alta humedad relativa y acumulación de etileno en
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ABSTRACT. A survey of current literature reveals that
inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in the roots
of micropropagated plantlets plays a beneficial role. The
objective of this investigation was to evaluate inoculation
effects of AMF Glomus clarum upon in vitro development of
coffee plantlets (Coffea canephora var. Robusta). Two types
of propagules (spores and external mycelium) and a
noninoculated control treatment were studied under a
Randomized Complete design, evaluating stalk height, leaf and
root fresh weight, leaf pair number, root number, microbial
contamination percentage, embryo counting and classification,
presence of fungal structures and enzymatic activities of
Peroxidase and Polyphenoloxidase. After 30 days of root
inoculation, plantlets showed higher altitude and more leaf
pair number and root number than noninoculated plants.
Besides, a new embryogenic callus production, was found in
these plants.  Finally, significant differences were observed in
the enzymatic activities of inoculated plantlets, demonstrating
host presence inside roots.

RESUMEN. Una incursión en la literatura más reciente revela
que la inoculación de hongos micorrizógenos arbusculares
(HMA) en las raíces de plántulas micropropagadas juega un
papel beneficioso. Por lo que este estudio se realizó con el
objetivo de evaluar los efectos provocados por la inoculación
del HMA Glomus clarum sobre el desarrollo in vitro de Coffea
canephora var. Robusta. Se estudiaron dos tipos de propágulos
(esporas y micelio externo) y un tratamiento control sin inocu-
lar bajo un diseño Completamente Aleatorizado, evaluándose:
altura, peso fresco foliar y radical, número de pares de hojas,
número de raíces, porcentaje de contaminación microbiana,
conteo y clasificación de embriones, presencia de estructuras
fúngicas y actividades enzimáticas de Peroxidasa y
Polifenoloxidasa. Se encontraron efectos positivos con la ino-
culación de este hongo, alcanzándose una colonización
micorrízica temprana. Siempre que se inoculó se obtuvieron
incrementos, tanto en el sistema radical como en la altura y en
el número de pares de hojas de las vitroplantas. Además, se
encontró en estas plantas una nueva producción de callos
embriogénicos, efecto no informado anteriormente en la
micorrización de plántulas micropropagadas. Finalmente, se
observaron diferencias significativas en las actividades
enzimáticas de las plantas inoculadas, corroborándose la pre-
sencia del simbionte en el interior radical.
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la atmósfera de los frascos de cultivo, entre otras, las
cuales contribuyen a que las plantas derivadas sean más
susceptibles durante el transplante (2).

Numerosos autores aseguran que estas condiciones
de cultivo no permiten un adecuado intercambio de ga-
ses, lo cual produce alteraciones en el desarrollo de los
explantes, así como también modulación o represión de
algunas vías metabólicas (3, 4, 5). Además, la capacidad
fotosintética se ve reducida, se observa un mal funciona-
miento estomático, el sistema radical es deficitario de
pelos radicales y las cutículas muestran muy pobre de-
sarrollo con reducidos contenidos de ácidos grasos (6, 7).

En la actualidad, algunos investigadores (8, 9) infor-
man índices de supervivencia en la fase adaptativa mayo-
res del 90 %, en plántulas de cafeto obtenidas por
embriogénesis somática; sin embargo, varios son los que
se pronuncian a favor de realizar determinadas modifica-
ciones durante el proceso, con el fin de garantizar altos
índices de supervivencia y un mejor estado fisiológico de
las plántulas (6, 10, 11).



48

Una incursión en la literatura más reciente revela que
la inoculación de HMA en las raíces de plántulas
micropropagadas juega un papel beneficioso (6, 12, 13).
Durante la etapa adaptativa se ha procedido a inocular
las plantas con biopreparados de determinados grupos
microbianos (hongos micorrizógenos y bacterias
rizosféricas) con resultados muy alentadores.

No obstante, los efectos positivos encontrados en
las plantas inoculadas generalmente no se observan hasta
después de concluido el proceso adaptativo (3), por lo
cual estos mismos autores proponen realizar la inocula-
ción de hongos micorrizógenos durante los períodos de
enraizamiento de las vitroplantas.

Son bien conocidas las bondades atribuidas a estos
hongos, no solo por su incidencia directa sobre la nutri-
ción de las plantas a partir de un aumento de la capaci-
dad de absorción de éstas, sino también por la posibili-
dad de incrementar la resistencia a enfermedades de las
raíces, aumentar la tolerancia a la sequía, entre otras.
Además, se ha demostrado que la inoculación de plan-
tas micropropagadas con hongos endomicorrízicos, du-
rante los estadios in vitro, produce incrementos significa-
tivos sobre las tasas de crecimiento, enraizamiento y
supervivencia (13). 

En la naturaleza, el cafeto es una planta micorrízica-
dependiente (14), necesitando de esta asociación para
lograr un eficiente funcionamiento y óptimo rendimiento. 

El empleo de los HMA in vitro en la actualidad es un
reto, constituyendo no solo un paso decisivo en el cono-
cimiento del sistema hongo-planta en condiciones con-
troladas, sino también la implantación de uno de los fac-
tores bióticos más importantes que inciden de manera
natural en el desarrollo de las plantas, por lo que este
trabajo se propuso evaluar los efectos provocados por la
micorrización sobre el desarrollo in vitro de plántulas de
cafeto.  

MATERIALES Y MÉTODOS
Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos,

se diseñó un experimento con dos repeticiones, el cual
consistió en la inoculación de vitroplantas de cafeto (Coffea
canephora var. Robusta) obtenidas por embriogénesis
somática, con diferentes propágulos del hongo
micorrizógeno arbuscular Glomus clarum.

Los tratamientos consistían en esporas pregerminadas
en medio M (mínimo) previamente desinfectadas, micelio
externo aséptico y un tratamiento control sin inocular. Se
empleó un diseño Completamente Aleatorizado, a razón
de 20 plántulas por tratamiento bajo un arreglo bifactorial,
en el cual los factores analizados fueron las variantes de
inoculación y las repeticiones del experimento.

Las esporas empleadas como propágulos fueron
extraídas de un cultivo de Sorghum vulgare, en etapa de
cosecha, previamente inoculado con la cepa Glomus
clarum, utilizando la técnica de tamizado húmedo y de-
cantado (15). 

Posteriormente, las esporas colectadas fueron des-
infectadas (16) e inoculadas en medio M para su
germinación (modificado por los autores). Al cabo de 30
días de incubación (26-28°C), se extrajeron listas para
ser empleadas en la biotización de vitroplantas de cafeto,
presentando un porcentaje de germinación del 100 % y
tubos germinativos cuyo largo oscilaba entre 20 y 40 µm.

Igualmente, el micelio se obtuvo de un cultivo puro
de G. clarum de 30 días, empleando la técnica de extrac-
ción de micelio (17), modificada por los autores. Poste-
riormente, el micelio extraído fue sometido a un proceso
de desinfección consistente en lavados sucesivos con
Cloramina T (2 %).

En el experimento se utilizaron plántulas de cafeto
pertenecientes a la especie Coffea canephora var. Ro-
busta, obtenidas por embriogénesis somática en estadío
de enraizamiento, las cuales presentaban dos pares de
hojas como promedio y un pobre sistema radical com-
puesto de tres a cuatro raicillas.

Antes de proceder a la inoculación de las vitroplantas,
se prepararon frascos estériles conteniendo medio M para
resembrar las plantas y garantizar de esta forma un me-
jor desarrollo del hongo. Seguidamente, se extrajeron las
esporas del medio de cultivo, en el cual se sembraron
para germinar auxiliados por una aguja enmangada y se
colocaron sobre las raíces a razón de 10 esporas por
plántula. En el caso de los tratamientos que se inocula-
ron con micelio previamente desinfectado, se procedió
de manera similar, colocando el micelio extraído con la
aguja sobre las raíces de las vitroplantas.  

Luego de la inoculación, se colocaron todas las plan-
tas en la oscuridad durante 20 días, a partir de los cuales
se situaron en un cuarto de crecimiento con un fotoperíodo
de 16 horas.

A los 30 días de inoculadas las plantas, se proce-
dieron a realizar las siguientes evaluaciones:

altura (cm), masa fresca foliar y radical (g), número de
pares de hojas y número de raíces
aislamientos microbiológicos para determinar la pre-
sencia de contaminantes en las plántulas bajo estu-
dio. Para esto se sembraron macerados de embriones
y raíces sobre diferentes medios de cultivo (Agar
Nutriente, NFB, King B y LGI)
conteo y clasificación de embriones (estadios globu-
lar, acorazonado, torpedo y cotiledonar), empleando
Estereomicroscopio CETI
presencia o no de estructuras fúngicas en el interior
del sistema radical (Microscopio óptico, Olympus)
actividades enzimáticas Peroxidasa (PO) y
Polifenoloxidasa (PPO). Para la determinación de
peroxidasas se utilizaron como sustratos el guayacol
y el peróxido de hidrógeno. La velocidad de oxidación
del guayacol fue determinada en espectrofotómetro
(Ultrospec Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB),
registrándose los valores de absorbancia a 470 nm.
Se tomó la variación de densidad óptica (DO) en el
tiempo durante dos minutos a intervalos de 15 segundos.
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El cálculo de actividad enzimática se realizó según
la expresión:

donde k es el coeficiente de extinción molar del guayacol;
Vol. Ens. es el volumen del ensayo y Vol. Enz. el volu-
men de la enzima. La actividad se expresó como µmoles
de producto formado/min/mL de enzima.

Para la actividad polifenoloxidasa se empleó como
sustrato el pyrogalol, cuya velocidad de oxidación fue leí-
da a 420 nm. La variación de densidad óptica en el tiem-
po (*D.O)/(*t) se registró durante dos minutos a intervalos
de 15 segundos. La actividad se calculó de la misma
forma que en el caso anterior y se expresó como UDO/min/mL
de enzima.

La interpretación de los resultados se realizó me-
diante un Análisis de Varianza de Clasificación Simple
con posterior prueba de Duncan (p<0.05), en caso de
existir diferencias significativas entre las medias.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A pesar de las dificultades que presentan los hon-
gos micorrizógenos para completar su ciclo de vida en
medio axénico, se logró desarrollar un cultivo dual sobre
el medio M entre propágulos de la especie G. clarum y
plántulas de cafeto.

Los resultados se discutirán partiendo de los valores
medio obtenidos en ambos momentos del experimento,
debido a que no se encontró interacción significativa al
analizar este factor.

Como es conocido, el establecimiento de los hon-
gos micorrizógenos depende fundamentalmente de las
concentraciones de fósforo, sacarosa y sulfato de sodio,
en el medio de cultivo (18). El medio de enraizamiento
MS contiene estos elementos en altas concentraciones,
por lo que los autores antes mencionados sugieren un cam-
bio al medio M antes de establecer el cultivo dual. Estos
también aseguran que el cambio de medio podría crear con-
diciones favorables para el establecimiento de las especies
micorrízicas sobre las plantas micropropagadas. 

En la Figura 1 aparecen los resultados relacionados
con la variable altura de las plantas, pudiéndose apreciar
un efecto positivo de la inoculación con cualquiera de los
propágulos empleados respecto al control no inoculado.
Por otra parte, la altura de las plantas previamente inocu-
ladas con micelio fue significativamente mayor que las
inoculadas con esporas pregerminadas, evidenciándose
la alta capacidad infectiva de este propágulo.

De igual forma, si se observan las Figuras 2 y 3,
donde se muestran el número de raíces, de pares de ho-
jas y la masa fresca radical y foliar respectivamente, tam-
bién puede notarse el efecto antes mencionado. En cuanto
al número de pares de hojas y raíces, no se encontraron
diferencias significativas entre los propágulos empleados
y sí entre estos y el control no micorrizado.

Figura 1. Efecto de los tratamientos sobre la varia-
ble altura de las plantas

Figura 2. Efecto de los tratamientos sobre el núme-
ro de pares de hojas y raíces

Figura 3. Efecto de los tratamientos sobre las varia-
bles masa fresca radical y foliar

Estos incrementos in vitro pueden asociarse a efec-
tos nutricionales favorables vinculados con la asociación
simbiótica in vivo, aunque también puede verse reflejado
un efecto hormonal y/o fisiológico de las especies
micorrízicas sobre las plantas que colonizan (19).

Los resultados coinciden con los expuestos por el
grupo de Elmeskaoui, quienes realizaron el primer infor-
me de un sistema de cultivo tripartita, en el cual inocula-
ron plántulas micropropagadas de fresa con el hongo
endomicorrízico Glomus intrarradices durante el periodo
de cultivo (18). En este estudio se enriqueció el sistema
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con CO
2
 y se emplearon como propágulos raíces trans-

formadas de zanahoria y no transformadas de tomate.
Se encontraron incrementos significativos en la altura de
los tallos y en el número de raíces de las plantas
micorrizadas respecto a los controles, no existiendo dife-
rencias entre los propágulos empleados.

Por otra parte, en la Tabla I se muestran los valores
relacionados con el efecto de la micorrización sobre la
producción de embriones totales y en estadio globular,
destacándose el tratamiento en que se empleó micelio
con los mayores valores, aunque en ambos casos (micelio
y esporas), el número de embriones fue significativamente
superior al control no inoculado.

 Tabla I. Efecto de la inoculación de Glomus clarum
sobre la producción de embriones totales y
en estadio globular

Aunque no se recoge en la tabla, el número de em-
briones en estadio globular fue superior al de cualquier
otro en el momento que se realizó el muestreo; no obs-
tante, se encontraron embriones en estadios torpedo y
cotiledonar. Todos los embriones se aislaron y se
resembraron para continuar el estudio hasta la fase final
de su desarrollo. 

Si bien este efecto es común encontrarlo durante el
proceso de obtención de plantas de cafeto por
embriogénesis somática, la magnitud que presentó en
este estudio por acción de la micorrización resultó obvia-
mente interesante.

Para inducir la formación de callos embriogénicos
en las fases iniciales del proceso, se le adicionan al me-
dio de cultivo elevadas concentraciones de auxinas y se
colocan los explantes en la oscuridad, por lo que no debe
sorprender el hecho antes descrito si se recuerda la ca-
pacidad de producción de hormonas estimuladoras que
poseen estos hongos y que las plantas en estudio se
incubaron luego de la inoculación, para facilitar el desa-
rrollo de los propágulos micorrízicos. 

En la actualidad se dispone de algunos informes re-
lacionados con la producción de hormonas durante la
interacción planta-hongos micorrizógenos. Algunos au-
tores (19) sugieren que las fitohormonas liberadas duran-
te la colonización pueden contribuir de alguna manera al
incremento del crecimiento de las plantas. 

Al observar la Figura 4, se podrá apreciar claramente
la formación de callos en las plantas estudiadas.

Recientemente, se ha informado la influencia positi-
va de los hongos micorrizógenos sobre los diferentes
estadios de desarrollo de embriones somáticos de Ipomea
batata (20). Estos autores encontraron un marcado efec-
to de la inoculación sobre la supervivencia de los embrio-

nes y formación de plántulas. Por consiguiente, la forma-
ción de plantas tuvo más éxito cuando la inoculación se
realizó en los estadios cotiledonar y torpedo elongado.

Figura 4.  Efecto de la micorrización sobre la pro-
ducción de callos embriogénicos en los
tratamientos estudiados

Los estudios de contaminación in vitro realizados a
las raíces y embriones derivados de los explantes, no
arrojaron datos que demostraran la presencia de algún
contaminante microbiano, lo cual resultó de suma impor-
tancia para poder asegurar que los efectos encontrados
en las plantas analizadas fueran solo por acción de la
micorrización. 

En la Tabla II se recoge de manera cualitativa la va-
riable colonización micorrízica expresada como presen-
cia o no de estructuras fúngicas, debido a que no se con-
taba con datos suficientes para realizar una valoración
cuantitativa. 

Tabla II. Colonización micorrízica en los diferentes
tratamientos

En las etapas en que se realizaron los muestreos,
aún no existía un desarrollo exitoso de la micorrización
en el interior radical, a pesar de que pudo observarse el
micelio penetrando a través de la epidermis y la presen-
cia de haustorios avanzando en las células de la corteza.

Como puede observarse en la tabla, se encontró
mayor número de estructuras en las plantas inoculadas
con micelio aséptico que en las tratadas con esporas. Si
bien, la colonización se inicia al contactar con las plan-
tas las hifas producidas por cualquiera de los propágulos
fúngicos, ya sean procedentes de esporas, de micelio
externo o micelio interno proveniente de fragmentos de
raíces micorrizadas (21); no cabe duda que de los dos
tipos de propágulos empleados en este estudio fue el
micelio quien logró mayor éxito en la colonización, lo cual

Kalyanne Fernández, F. Fernández, María E. González y E. Pérez

Tratamientos Embriones totales Estadío globular 
Micelio 35.67 a 32.67 a 
Esporas 10.67 b    9.33 b 
Control   0.67 c    0.67 c 
Es x      0.94***        0.94*** 
C.V (%) 10.42 11.48 
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podría estar condicionado por la gran capacidad infectiva
que tiene, a diferencia de las esporas, quienes demoran
más en colonizar a su hospedero.

Aún cuando no se realizó una dinámica de las activi-
dades enzimáticas de PO y PPO, sí se pudieron obtener
los niveles de activación que presentaban dichas enzimas
en el momento de realizado el muestreo (Figuras 5 y 6),
lo cual podría ser de mucha utilidad si se pretende hallar
evidencias sobre la presencia del simbionte en el interior
radical.  

Figura 5. Actividad enzimática de Peroxidasa en
cada uno de los tratamientos a los 30 días
de inoculadas las plantas

Figura 6. Actividad enzimática de Polifenoloxidasa
en cada uno de los tratamientos a los 30
días de inoculadas las plantas

Anteriormente se analizaba el hecho de la mayor
capacidad infectiva que tiene el micelio extramátrico con
respecto a las esporas. En la Figura 5 se observa una
mayor actividad de esta enzima en las plantas inocula-
das con esporas, la cual superó marcadamente los nive-
les alcanzados en las plantas inoculadas con micelio y
los controles no micorrizados. Obviamente, la actividad
transiente que se informa en el caso de éstas y otras
enzimas involucradas en la activación de mecanismos
de defensa de las plantas se estaba manifestando, pero
todo parece indicar que mientras en el caso del micelio
ya se encontraba en su fase decreciente, en los trata-
mientos realizados con esporas producto de su más len-
ta colonización, aún mostraban altos niveles de activación.

Lo anterior coincide con el hecho de que la mayor
cantidad de estructuras fúngicas se encontraron en las
plantas tratadas con micelio. Obviamente, es necesario
que existan bajos niveles de activación de esta enzima,
debido a que ella contribuye al reforzamiento de la pared
celular, producto de la formación de lignina y suberina (22);
esto garantiza que los hongos micorrizógenos puedan
penetrar las paredes celulares de las plantas, pues ha
sido informada su incapacidad de degradar dichos com-
puestos. La alta actividad transitoria de PO también fue
presentada por numerosos autores (23, 24).

De igual forma, al observar los valores de actividad
de PPO que se muestran en la Figura 6, se podrá realizar
un análisis similar. En este caso también se observa mayor
actividad en el caso de las plantas tratadas con esporas;
sin embargo, ambas actividades son mucho más bajas
que en las plantas controles no inoculadas.

Esta enzima también participa activamente en las
reacciones de defensa de las plantas, depositando com-
puestos fenólicos como la lignina (25), actuando como
una barrera bastante efectiva y produciendo compuestos
tóxicos a patógenos que pueden inhibir el crecimiento
del hongo o la actividad de las enzimas secretadas por
éstos (26), por lo cual los bajos niveles de activación de
PPO son un requisito indispensable para facilitar la en-
trada del hongo a su hospedero.

Estos resultados son similares a los encontrados
en plantas de tomate inoculadas con dos especies de
HMA (Glomus clarum y Glomus fasciculatum) (27). 

Por último, esta alta actividad observada en los con-
troles podría estar relacionada con el hecho de que mu-
chas de estas enzimas, además de estar involucradas
en mecanismos de defensa, intervienen en el desarrollo
de otros procesos fisiológicos de las plantas.

CONSIDERACIONES GENERALES
La inoculación in vitro de Glomus clarum originó efec-

tos positivos sobre el crecimiento y desarrollo de las
vitroplantas de cafeto e incrementó asimismo la produc-
ción de embriones totales, resultando más satisfactorio
el empleo de micelio externo como propágulo. La meto-
dología de desinfección de los propágulos de HMA fue
adecuada, no encontrándose contaminantes  bacterianos
en las vitroplantas ni en los embriones.

La información obtenida ofrece perspectivas muy fa-
vorables para futuros estudios de establecimiento de la
micorrización durante los estadios in vitro de plantas
micropropagadas, las cuales en principio deben tener una
mayor capacidad de supervivencia y adaptación.
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