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Micorrización in vitro en Rubus glaucus, Benth

Introducción
La mora de castilla (Rubus glaucus, Benth), pertenece 
a la familia Rosácea, es una especie originaria de los 
Andes Tropicales de América. Esta especie se distribuye 
ampliamente en el país, se encuentra en forma silvestre, desde 
el departamento del Putumayo hasta el Valle del Magdalena 
y es posible cultivarla en altitudes entre 2.000 y 3.200 
metros (1). De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo Rural, la producción de mora en Colombia creció 
de 59.406 toneladas/año en 1999 a 82.135 toneladas/año en 
2010; en este mismo período de tiempo, aumentó el área 
sembrada de mora de 7.062 hectáreas a 11.883 hectáreas. 
Siendo los departamentos de Cundinamarca, Santander y 
Antioquia, los mejor posicionados en aérea y producción (2). 
A pesar de la riqueza y del gran potencial de la mora, esta 
especie no ha adquirido el grado de importancia esperado, 
lo cual puede atribuirse a varias limitaciones dentro de las 
que se destaca, la propagación asexual mediante acodos 
o estacas que frecuentemente, transmiten enfermedades 
fúngicas, bacterianas y virales que dejan grandes pérdidas 
al agricultor (3), por cuanto se hace necesario el desarrollo 
de técnicas alternativas de propagación, mediante el cultivo 
de tejidos para garantizar una semilla vegetativa de alta 
calidad fisiológica, fitosanitaria y genética. El cultivo de 
tejido vegetal in vitro o micropropagación, constituye 
dentro de la biotecnología moderna, la técnica que mayor 
aporte práctico ha brindado en el sector (4). A pesar de los 
múltiples beneficios que genera la micropropagación, existen 
limitantes para un uso más extendido de esta técnica tales 
como transferencia de plántulas en condiciones in vitro a 
condiciones ex vitro, que constituye uno de los pasos más 
críticos de la micropropagación debido al alto grado de 
mortalidad de plántulas (entre 50 y 90%). Estas pérdidas se 
producen por problemas de aclimatación, como consecuencia 

de una cutícula poco desarrollada, estomas no funcionales 
con un inadecuado control del estado hídrico de la planta 
y un sistema radical débil, que facilita la deshidratación 
(5-8). Las nuevas propuestas biotecnológicas sugieren 
aprovechar el recurso de la micropropagación, acompañada 
de la inoculación con Hongos Formadores de Micorriza 
Arbuscular (HFMA). La estrategia de la inoculación con 
HFMA se ha implementado con éxito para reducir el estrés 
durante el trasplante y garantizar un crecimiento rápido tanto 
del material vegetal propagado en condiciones de vivero o 
invernadero, como en plantas originadas en cultivo in vitro, 
debido a los efectos benéficos de esta asociación sobre la 
nutrición y el crecimiento de las plantas (8, 9-12).

Voets et al., (2005) desarrollaron un sistema de micorrización 
in vitro  que podría ser adaptado a mora de castilla (13). 
Este sistema, permitió la asociación exitosa de HFMA a 
plántulas de papa micropropagadas;  las raíces y los HFMA 
se desarrollaron bajo estrictas condiciones de cultivo in vitro, 
mientras que la parte aérea se desarrollaba al aire libre, con 
una intensidad lumínica alta que permitía la fotosíntesis de 
la planta, las hifas que emergían de las esporas eran capaces 
de colonizar las raíces, de desarrollar micelio extraradical 
y producir nuevas esporas. 

En el presente estudio se adaptó y evaluó un sistema de 
cultivo autotrófico para la micorrización in vitro de plántulas 
micropropagadas de mora de castilla (Rubus glaucus, 
Benth), este tipo de sistema (13), permite observar en 
forma directa, no destructiva, la dinámica de la simbiosis 
incluyendo producción de esporas, la colonización 
intraradical de las raíces y su capacidad de reproducir el 
ciclo de vida del hongo, mientras la planta se desarrolla 
al aire libre con una intensidad lumínica que permite la 
fotosíntesis de esta.

Resumo

Avaliação de um sistema para micorrização in vitro em plantas de amora-preta (Rubus glaucus, Benth).  Objetivo. Obter um 
sistema de micorrização in vitro em sistemas de cultura autotróficos para plantas de amora-preta (Rubus glaucus, Benth). Materiais e 
métodos. Foram usados esporos e fragmentos de raízes com vesículas do Fungo Formador Micorrízico Arbuscular (FFMA) Glomus sp. 
(GEV02). Foi estabelecido um sistema de cultivo autotrófico para mudas de amora-preta, comparando dois métodos de inoculação direta 
com o FFMA. Foi quantificado o número de esporos produzidos, o comprimento do micélio extra radicular; bem como a porcentagem 
de colonização do FFMA. Além disso, foi medido o comprimento e o peso fresco e seco da parte folhar e radicular para determinar o 
desenvolvimento das plantas. Resultados. O sistema de cultivo autotrófico foi bem-sucedido para as plantas de amora-preta (Rubus 
glaucus, Benth), onde foi observado um crescimento ótimo da parte aérea e da raidicular da planta. Além disso, neste estudo foi obtido um 
sistema que permitiu o desenvolvimento de Glomus sp (GEV02) sob condições in vitro, com formação de estruturas típicas da simbiose 
como uma boa colonização intra radicular, com produção de arbúsculos e vesículas, assim como o desenvolvimento de micélio extra 
radicular com hifas ramificada e a formação de novos esporos. Conclusão. As plantas de amora-preta micropropagadas associaram-se 
com sucesso, pela primeira vez, com um fungo formador micorrízico arbuscular em condições in vitro, permitindo o desenvolvimento 
do sistema simbiótico FFMA Glomus sp., associado às raízes das plântulas de amora-preta micropropagadas.

Palavras-chave: fungos formadores micorrízicos arbusculares (FFMA), o cultivo autotrófico, Rubus glaucus Benth, Glomus sp (GEV02), 
micorrização in vitro.
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Materiales y métodos

Producción de plántulas de mora in vitro

Las plántulas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) 
variedad sin espinas fueron proporcionadas por el Laboratorio 
de Micropropagación de Plantas del Centro de Biotecnología 
y Bioindustria - CBB de CORPOICA,  provenientes de 
una etapa de multiplicación. El material vegetal se enraizó 
en el medio basal Lepoivre modificado (14), el cual se 
preparó a partir de soluciones madre de macronutrientes, 
micronutrientes, vitaminas y FeNaEDTA, suplementado 
con 0,4 mg de tiamina, 100 mg de inositol, 0.1 mg de Ácido 
Indol Butírico y 20 g de sacarosa. Después de ajustar el pH a 
5,8; se añadieron  7 g de agar. A continuación se repartieron 
30 ml de medio en tubos y se introdujeron en autoclave 
(120°C durante 20 min). Las plántulas se mantuvieron en 
un cuarto de crecimiento con una temperatura promedio 
de 22°C, fotoperíodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad y 
una intensidad lumínica de 200 lux.

Obtención del inóculo de HFMA

Se utilizaron esporas de Glomus sp. (GEV02), provenientes 
de un cultivo de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth). 
La multiplicación del HFMA se realizó bajo condiciones 
de invernadero utilizando como hospedero cebolla de bulbo 
(Allium cepa L). La producción de plantas de cebolla se hizo 
a partir de semillas sexuales del híbrido Yellow Granex 
F1PRR; las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito 
de sodio al 2% y sembradas en turba Canadiense Growing 
Mix F15. A las 16 semanas de crecimiento, se procedió a 
extraer el inoculante, consistente en una mezcla de sustrato, 
esporas y raíces micorrizados. Las esporas utilizadas se 
aislaron del inoculante a través de la técnica de tamizado 
húmedo y decantación (15). Adicionalmente, se seleccionaron 
bajo un estéreo microscopio (Olympus SZ60) y se cortaron 
fragmentos de raíces de 1 cm de longitud, que contenían 
gran cantidad de vesículas. Estos dos tipos de propágulos 
infectivos (esporas y fragmentos de raíces con vesículas) 
fueron desinfectados (16) y colocados en placas de Petri 
que contenían medio Modificado Strullu – Romand (MSR) 
(17) y se incubaron en oscuridad durante 2 semanas a 25 
ºC en posición invertida, hasta su posterior germinación.

Sistema de cultivo autotrófico para la 
micorrización in vitro de plántulas de mora 

Se estableció un sistema de cultivo autotrófico para plántulas 
de mora (13), comparándose dos métodos de inoculación 
directa con el HFMA Glomus sp. (GEV02). En el primero, 
se utilizaron fragmentos de raíces con vesículas y en el 

segundo se utilizaron esporas individuales. Se realizaron 
dos orificios en un extremo de una placa de Petri (± 2 mm 
de diámetro), uno en la base y otro en la tapa, las placas 
contenían 30 ml de medio MSR sin sacarosa ni vitaminas y 
solidificado con 3 g / L de Phytagel (17). A continuación se 
transfirieron plántulas de mora de castilla micropropagadas de 
8 semanas de edad (de 3 cm de longitud aproximadamente) 
que estaban creciendo en sistemas de cultivo in vitro. Las 
raíces se colocaron en contacto con la superficie del medio, 
mientras que el tallo sobresalía a través del orifico de la 
placa. Se tomaron 5 esporas y 5 fragmentos de raíces con 
vesículas previamente desinfectados y germinados de Glomus 
sp. (GEV02) y fueron colocados en las proximidades de las 
raíces de las plántulas de mora en cada placa de Petri, estas se 
sellaron con papel parafilm y el orificio se cubrió con grasa 
de silicona (E Merck, D-6100 Darmstadf, F R. Germany) 
para evitar contaminaciones. Los sistemas autotróficos 
se ubicaron verticalmente en una cámara húmeda y toda 
la estructura se mantuvo en un cuarto de crecimiento con 
una intensidad lumínica de 16 h luz / 8 h oscuridad y una 
temperatura de 22 °C día/ 18 °C noche. Periódicamente, 
dependiendo de la necesidad de las plantas, se añadió medio 
MSR sin sacarosa ni vitaminas, esterilizado a 120°C durante 
20 minutos, a las placas de Petri para mantener un nivel 
adecuado de nutrientes a las plantas.

Diseño experimental

Se realizó un diseño completo al azar, con tres tratamientos y 
5 repeticiones. Cada sistema de cultivo in vitro autotrófico fue 
considerado como una unidad experimental. Los tratamientos 
evaluados fueron: un tratamiento sin inocular (control), un 
tratamiento inoculado con fragmentos de raíces con vesículas 
y un tratamiento inoculado con esporas individuales. A partir 
de la cuarta semana, se realizaron observaciones de contacto 
entre las hifas fúngicas y las raíces de las plántulas de mora 
utilizando un estéreo microscopio (Olympus SZ60).  A partir 
de la quinta y hasta la novena semana se evaluaron variables  
a nivel simbiótico y fisiológico. Para las variables a nivel 
simbiótico  se cuantificó el número de esporas producidas 
con el fin de  determinar el desarrollo fúngico y en la novena 
semana, se midió la longitud del micelio extraradical con el 
método de intersección en placa (18); así como el porcentaje 
de colonización de HFMA, empleando la metodología de 
tinción con azul de tripán (19). Adicionalmente, se tomaron 
las medidas de la colonización radical, donde se cuantifica 
la frecuencia de micorrización (%F), que considera el 
número de raíces colonizadas con relación al total de 
raíces por planta e intensidad de micorrización (%I), que 
indica el porcentaje de colonización por raíz; asignando a 
cada fragmento un número de 0 a 5 en función del nivel de 
infección por el hongo, así como un valor A0 hasta A3 con 
base en la riqueza de arbúsculos del fragmento estudiado 
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(20). Posteriormente empleando un programa informático 
se calculó la frecuencia de colonización, la intensidad de la 
misma y la riqueza de arbúsculos (21). A nivel fisiológico,  
se evaluó la longitud de las raíces y de la parte aérea. A la 
novena semana se midió el peso fresco y seco de la parte 
foliar y radical, para determinar el desarrollo de las plantas.

Análisis estadístico 

El análisis de los datos se realizó utilizando el paquete 
estadístico SAS System. Se realizó un análisis de varianza 
(AN0VA) para los datos registrados con una distribución 
normal y homogeneidad de varianzas. Posteriormente, los 
datos fueron sometidos a una prueba de medias con Tukey 
para observar diferencias significativas (P ≤ 0,05) entre 
tratamientos.

Resultados

Sistema de cultivo autotrófico para la 
micorrización in vitro de plántulas de mora 

En este estudio se pudo obtener un sistema que permitió 
el desarrollo del HFMA Glomus sp. (GEV02) bajo 
condiciones in vitro, con formación de estructuras típicas 
de la simbiosis como una buena colonización intraradical, 
observándose los primeros puntos de contacto entre las 
hifas del hongo y las raíces de las plantas a la cuarta semana 
después de la inoculación, con producción de arbúsculos 
y vesículas, así como el desarrollo de micelio extraradical 
con hifas ramificadas, BAS (del inglés Branched Absorbing 
Structures, Estructuras Ramificadas de Absorción), cuya 
hipotética función es la absorción de nutrientes del suelo 
(22). Esta hipótesis está respaldada por las modificaciones 
estructurales que ocurren  a nivel del BAS; una disminución 
progresiva de la pared hacia el ápice de las hifas, lo que 
facilitaría la absorción de nutrientes y un aumento en el 
número de mitocondrias en la base del mismo, que aumenta 
la disponibilidad de energía para el transporte (23) y 
finalmente la formación de nuevas esporas (Figura 1); tal y 
como se describen en el desarrollo de cultivos monoxénicos 
de HFMA utilizando fragmentos de raíces de zanahorias 
transformadas empleando Agrobacterium rhizogenes (24, 25); 
sin la necesidad de realizar muestreos destructivos.  Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos por varios autores 
en plantas autótrofas bajo condiciones de cultivo in vitro 
(13, 26-29), donde ocurrió asociación exitosa de Glomus 
intraradices (MUCL 41833, 43194) y Glomus sp. (MUCL 
43195) con las plantas micropropagadas. Adicionalmente, 
el sistema autotrófico fue exitoso para plántulas de mora 
de castilla (Rubus glaucus, Benth) variedad sin espinas; 

observándose un óptimo crecimiento de la parte aérea y 
radical de las plantas (Figura 2). Las plantas se asociaron 
con Glomus sp. (GEV02) en medio MSR, utilizado para el 
cultivo de órganos de raíces de zanahoria transformadas 
(30).  El medio carecía de sacarosa y vitaminas, el cual 
fue utilizado en trabajos realizados para la micorrización 
in vitro de papa (13), vid (27), Medicago truncatula (26, 
29) y banano (28).

Resultados experimentales

A nivel simbiótico según el análisis de varianza (GLM), 
no se observaron diferencias estadísticas significativas 
(P≤0,05) en los dos tratamientos inoculados con Glomus 
sp. (GEV02) en cuanto a los indicadores de asociación 
simbiótica como la frecuencia de micorrización (%F), 
intensidad de la micorrización (%I), intensidad de arbús-
culos (%a), micelio extraradical y formación de nuevas 
esporas (Tabla 1).  Las raíces de las plantas de mora fue-
ron colonizadas por Glomus sp. (GEV02) observándose 
un 100% en la frecuencia de micorrización (%F). Las 
micorrizas arbusculares observadas fueron de tipo Arum, 
en que las hifas crecen en los espacios intercelulares del 
córtex de la raíz, y los arbúsculos  se desarrollan como ra-
mificaciones terminales intracelulares (30) (Figura 3). La 
colonización fue observada principalmente en las raíces 
primarias y secundarias. 

A nivel fisiológico, las plantas inoculadas con fragmentos 
de raíces con vesículas o con esporas individuales de Glo-
mus sp. (EV02) tuvieron una mayor producción de bioma-
sa aérea y radical, observándose diferencias significativas 
en estos tratamientos con respecto al control de acuerdo 
con la prueba de Tukey (Figura 4), y en el momento de 
la cosecha (novena semana) las raíces ocupaban casi todo 
el volumen de la placa de Petri. Estos incrementos en bio-
masa bajo el sistema autotrófico puede asociarse a efectos 
nutricionales favorables vinculados con la asociación sim-
biótica in vivo, aunque también puede verse reflejado un 
efecto hormonal y/o fisiológicos de las especies de HFMA 
sobre las plantas que colonizan (31). Para las variables 
longitud aérea y radical, no se observaron diferencias 
estadísticas significativas entre los tratamientos inocula-
dos con respecto al control, de acuerdo con el análisis de 
varianza (GLM). Sin embargo, los valores obtenidos en 
promedio de la longitud aérea y radical en los tratamientos 
inoculados con esporas (6,7 y 171,5 cm)  y fragmentos 
de raíces con vesículas (6,5 y 204,5 cm) de Glomus sp. 
(GEV02) fueron más altos que el control (5,7 y  149,8 cm) 
a la novena semana de ser evaluados, y estos tratamientos 
inoculados se pudieron cosechar una semana antes que el 
control (Figura 5).
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Tabla 1. Indicadores de asociación simbiótica entre el HFMA Glomus sp. (GEV02) – mora de castilla 
(Rubus glaucus, Benth) al momento de la cosecha, 9 semanas  después de la inoculación (%F: Frecuencia de 

micorrización; %I: Intensidad de micorrización; %a: Intensidad de arbúsculos).

Fuente de variación %F %I %a Longitud del micelio 
extraradical

Número de esporas 
formadas

   Tratamientos
   Control - - - - -
   Esporas 100a 7,8a 1,93a 471,56a 1078,0a
   Raíces con vesículas 100a 7,4a 2,2a 538,33a 1351,5a
   Coeficiente de variación 0 21,32 12.1 15.36 13,30
   GML ns ns ns ns ns

Figura 3. Formación de arbúsculos de Glomus sp (GEV02) en raíces de mora bajo condiciones in vitro.

Figura 4. Biomasa en plantas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) inoculadas con  
Glomus sp. (GEV02) al momento de la cosecha (novena semana). 

ns: Diferencias no significativas (P≤0,05), de acuerdo con el ANAVA
Letras diferentes indican: Diferencias significativas (P≤0,05), de acuerdo con la prueba de Tukey.
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al medio Lepoivre utilizado en la micropropagación de 
plántulas de mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) (17, 
14), este medio libre de vitaminas y sacarosa permitió tanto 
el crecimiento de plántulas de mora, como la multiplicación 
de Glomus sp (GEV02), debido a que la actividad 
fotosintética de las plantas le proporcionaron carbono al 
HFMA para completar su ciclo de vida. Estos resultados 
demuestran el efecto positivo que puede tener el sistema 
de micropropagación autotrófica con respecto al sistema de 
micropropagación convencional. Se ha reportado (35) que 
la micropropagación con plantas autótrofas tiene muchas 
ventajas sobre la micropropagación convencional con 
respecto en la mejora de la fisiología de la planta en los cuales 
incluyen: aumento en el crecimiento y la tasa fotosintética; 
altos porcentajes de supervivencia a condiciones ex vitro; 
eliminación de trastornos morfológicos y fisiológicos, sin 
la formación de callos en la base de los explantes (35). La 
micropropagación autótrofa se define estrictamente como 
la micropropagación sin sacarosa en el medio de cultivo, en 
los que el crecimiento o la acumulación de carbohidratos 
de los cultivos dependen por completo de la fotosíntesis y 
de la absorción de nutrientes inorgánicos (36–38).

El sistema de micorrización in vitro con plantas autótrofas 
pueden mejorar la condición física de las plantas in vitro 
y ex vitro, reflejado en un mayor crecimiento y desarrollo 
de estas, aumentando la capacidad fotosintética al expandir 
sus hojas, mientras que los HFMA mejoran el crecimiento 
y desarrollo de la planta al modificar la morfología de la 
raíz y el fortalecimiento en su función de absorción (39). 
Todos estos beneficios del sistema de cultivo autotrófico se 
vieron reflejados en este estudio, en donde los incrementos 
en biomasa de las plántulas de mora fueron mayores en 
los tratamientos inoculados con Glomus sp (GEV02) con 
respecto al tratamiento no inoculado al cabo de las nueve 
semanas del experimento; resultados similares obtuvo 
Nogales (2009), en sistemas de cultivo autotrófico en plantas 
de vid inoculados con Glomus intraradices, en donde al 
cabo de la sexta – séptima semana las plantas produjeron 
una gran biomasa aérea y radical, y las raíces ocuparon casi 
la totalidad de la caja de Petri no dejando casi espacio para 
seguir creciendo (27). Así mismo, en sistemas descritos 
por diversos autores (13, 26, 28), para cuando las plantas 
alcanzaron un nivel alto de colonización micorrícica, estaban 
prácticamente desarrolladas.  En estudios realizados in vivo 

Figura 7. Formación de nuevas esporas de Glomus sp. (GEV02) individualmente o en agrupaciones 
bajo condiciones in vitro. Imagen tomada en microscopio óptico (40X). a y b. esporas formadas indi-
vidualmente; c y d. esporas formadas en agrupaciones 
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con mora de castilla (Rubus glaucus, Benth) y Glomus 
sp (MA4) en la etapa de endurecimiento, se obtuvo una 
mayor acumulación de biomasa foliar y radical, área foliar 
y mejor estado nutricional (P, N, Ca y Mg) de las plantas 
micropropagadas (40). Este estudio abre las puertas para 
investigar varios aspectos de la simbiosis, en donde plantas 
activas fotosintéticamente son necesarias.

Conclusiones

En el presente estudio, las plántulas de mora micropropagadas 
se asociaron con éxito, por primera vez, con un Hongo 
Formador de Micorriza Arbuscular  bajo condiciones in 
vitro. El sistema de cultivo autotrófico permitió el desarrollo 
del sistema simbiótico HFMA- Glomus sp. asociado a las 
raíces de plántulas de mora castilla micropropagadas en 
condiciones in vitro. Los resultados experimentales confirman 
la formación de estructuras típicas de la simbiosis, sin la 
necesidad de realizar muestreos destructivos. Además de 
la alta  producción de propágulos (como esporas), donde a 
partir de  5 esporas inoculadas se obtuvieron más de 1000 
esporas en la novena semana después del establecimiento 
en sistema de cultivo autotrófico con plantas de mora, lo 
que indica que esta técnica puede ser una herramienta útil 
para la multiplicación de HFMA bajo condiciones in vitro, 
con fines de investigación. 
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