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Resumen 
Para el proceso de optimización de protocolos se probaron diferentes modificaciones del proceso 

de tinción propuesto por Phillips & Hayman para permitir la identificación de estructuras intra-
radicales derivadas de la interacción planta-hongo; para ello, se extrajeron las raíces de cultivos de 
algodón (Gossypium barbadense L.) inoculados con Bacillus megaterium (B), Bradyrhizobium 
yuanmingense (Br) y la interacción de ambos (I), además los controles positivo, con nitrato de 
potasio, (N+) y negativo, sin inoculación, (N-). Una vez optimizado el protocolo se realizó un conteo 
de segmentos para calcular el porcentaje de infección natural por Micorrizas Arbusculares (MA) en 
relación a los tratamientos de fertilización usados. Se encontró que seis de las nueve modificaciones 
realizadas permiten identificar la presencia de micorrizas en las raíces de algodón, pero la variación 
D logra una mejor visualización de las características morfológicas de las MA. Se observó también 
que el %LRC es bajo (28.77%) en N+, mientras que la colonización micorrícica se promueve cuando 
las plantas son inoculadas con B, alcanzando en promedio un 70.98%. La optimización de los 
protocolos permite aminorar los costos en la investigación y la contaminación por el uso de reactivos 
cancerígenos; del mismo modo, encontrar una relación entre las rizobacterias promotoras del 
crecimiento de las plantas (PGPR) y las MA nos ayuda a identificar nuevas formas de inoculación, 
lo que permite aumentar la producción. 
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Abstract 
For the process of protocol optimization, different staining process modifications proposed by 

Phillips & Hayman, which allow identification of intra-radicals structures derived from the plant-
fungus interactions, were tested. For the said purpose, the roots of cotton plants (Gossypium 
barbadense L.) were extracted. These plants were previously inoculated with Bacillus megaterium 
(B), Bradyrhizobium yuanmingense (Br) separately and as well as in combination (I). In addition to 
this, a positive control with potassium nitrate (N+) and without it (N-) were also included. After the 
optimization of the staining procedure a count of the segments procedure was carried out to estimate 
the prevalence of infection by Arbuscular mycorrhizal (AM) in relation to the kind of fertilizers 
utilized. We found that six of the nine staining modifications allow the identification of the presence 
of mycorrhiza in roots of cotton plants, however, the variation D provides a better visualization of 
the morphological characteristics of AM. It was also noticed that the % LRC was low i.e. 28.77% 
in N+, while the mycorrhizal colonization was most favored when plants were inoculated with B, 
reaching an average of 70.98% LRC. Optimizations of standard protocols help reduce the cost and 
the exposure by the carcinogenic reagents. In conclusion, finding a relationship between AM and 
plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) will help us to identify new ways of inoculation to 
increase production. 
Key words: B.  megaterium, B.  yuanmingense, PGPR, AM, G. barbadense L. 
 

Introducción. 
Los hongos formadores de micorrizas arbusculares 

(HMA) constituyen el tipo de simbiontes más 
extendidos en la naturaleza siendo capaces de 
establecer asociaciones con el 80 a 90% de plantas 
vasculares, han beneficiado muchas especies 

importantes en la agricultura al incrementar su 
adaptación a diferentes ambientes y con efectos 
positivos sobre la productividad del sistema (Cuenca et 
al., 2007; Castillo, 2009). El estudio de la simbiosis 
micorriza-planta adquiere particular importancia en el 
trópico debido a que la mayoría de suelos de esta zona 
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presentan bajos niveles de fosforo. Como alternativa de 
solución se ha demostrado que la selección de cepas de 
HMA eficientes y su producción masiva a escala 
industrial pueden contribuir en el éxito de la 
repoblación forestal ya que mejoran el crecimiento de 
diferentes especies forestales así como el balance 
ecológico de un ecosistema (Cuervo & Rivas, 2007). 
Esta simbiosis es benéfica ya que el hongo coloniza la 
corteza de la raíz para obtener carbono a partir de la 
planta hospedera, mientras le ayuda a la planta a tomar 
fósforo y otros nutrientes minerales del suelo (Serralde 
& Ramírez, 2004). Por este motivo se han realizado, en 
los últimos años, investigaciones para determinar el 
efecto de aislamientos de HMA sobre sistemas de 
producción agrícola, para así lograr sistemas de 
producción sostenibles y competitivos (Martinez & 
Pugnaire, 2009). Sin embargo, el conocimiento acerca 
de la ecología de poblaciones nativas y el papel de las 
condiciones edáficas y climáticas en el establecimiento 
y efectividad de esta asociación es limitado. Por ello, es 
necesario realizar el análisis de poblaciones nativas en 
relación con los ambientes edáficos en los que se 
desarrollan. La información obtenida de este tipo de 
evaluaciones puede conducir a un uso adecuado de 
estos microorganismos como biofertilizantes, 
optimizando los resultados en cuanto a producción en 
sistemas agrícolas y recuperación de ambientes 
degradados (Velandia, 2006).  

Para efectuar un estudio adecuado de las 
asociaciones micorrizicas es necesario usar un método 
de tinción de raíces que nos permita observar 
adecuadamente esta simbiosis; actualmente el método 
más usado es el propuesto por Phillips & Hayman 
(1970) del cual se han derivado la mayoría de métodos 
de tinción convencionales. Estos procedimientos 
incluyen varias etapas las cuales varían dependiendo 
del tipo de raíz que presenta la especie. Debido a que 
no se encontró publicaciones sobre el estudio sobre la 
detección de HMA en algodón (Gossypium barbadense 
var. Tangüis) fue necesario realizar la optimización de 
un protocolo que permita una mejor visualización de la 
asociación simbiótica en este cultivo. Una vez 
optimizado el protocolo se realizó un conteo de 
segmentos para calcular el porcentaje de infección 
natural por MA en relación a los diferentes tratamientos 
utilizados. 

 
Materiales y métodos. 

Toma de muestra. 

Las muestras de algodón fueron tomadas a los 180 
días, de un ensayo realizado en plantas de algodón a 
nivel de invernadero en el Laboratorio de Fertilidad de 
la Facultad de Agronomía – Universidad  Nacional 
Agraria La Molina; como sustrato para las plantas se 
utilizó una mezcla de suelo:arena (2:1), resultando de 
ello un suelo franco arenoso ligeramente salino con 
bajo porcentaje de materia orgánica y alto contenido de 
fosforo y potasio (Tabla 1). En dicho ensayo se 
probaron dos inóculos, uno perteneciente a la cepa 
Bradyrhizobium yuanmingense LMTR28 (Br) aislada 
del cultivo de pallar (Ormeño-Orrillo et al. 2006) y la 
otra cepa Bacillus megaterium LMTB5613 (B) aislada 
del cultivo de algodón ambas de la zona de Ica (Zúñiga 
2010); dichas cepas tenían capacidad PGPR probada en 
el cultivo de algodón (Zuñiga 2010, 2011). Los 
tratamientos usados fueron: B, Br y la interacción de 
ambos (I), además los controles positivo, con nitrato de 
potasio, (N+) y negativo, sin inoculación, (N-); en tres 
diferentes momentos de inoculación: a la siembra (M1), 
en la aparición del hipocótilo (M2) y en ambos 
momentos (M12); en cada caso se realizaron 4 
repeticiones. La parte aérea de la planta fue usada para 
realizar los siguientes análisis: evaluación del 
porcentaje de germinación, porcentaje de emergencia y 
altura de planta a los 30, 60, 90 y 120 días, la cosecha 
se realizó a los 180 días midiéndose además de los 
parámetros ya mencionados el peso fresco, peso seco y 
análisis de nutrientes (datos no mostrados).  (Zúñiga, 
2011).  

Tinción y Preparación de las micorrizas para el 
estudio microscópico 

Las raíces extraídas fueron lavadas con abundante 
agua hasta eliminar la tierra adherida a la raíz, se 
dejaron secar a temperatura de ambiente y se cortaron 
en segmentos de aproximadamente 2 cm., para la 
tinción se usaron los protocolos descritos por Phillips 
& Hayman (1970), Kormanik & McGraw (1982) y 
Koske & Gemma (1989) y las modificaciones 
propuestas por Pitet et al. (2009) y Chávez et al. (2013). 
En síntesis, los métodos implementan el uso de 
hidróxido de potasio (KOH) para el proceso de 
clarificación de las raíces, seguido de una acidificación 
con ácido clorhídrico (HCl) o ácido acético 
(CH3COOH) y el uso de azul de tripán como colorante. 
Para determinar el protocolo de tinción para la 
observación óptima de estructuras micorrícicas en 
raíces de algodón, se  realizaron nueve tratamientos 
(Tabla 2) en los que se modificaron las concentraciones 

Tabla 1. Caracterización del Suelo de la molina 

pH 
(1.1) 

C.E. 
(1.1) 
dSm 

CaCO2 
% 

M.O. 
% 

P 
ppm 

K 
ppm 

Análisis 
Mecánico Clase 

Textural 
CIC 

Cambiables Suma 
de 

cationes 

Suma de 
bases 

%  
Sat. De 
bases 

Arena Limo Arcilla Ca+2 Mg+2 K+ Na+ Al+3 – H+ 
% % % me/100g 

7.64 2.05 2.70 1.9 59.0 288 72 20 8 Fr. A. 10.40 6.84 2.13 1.01 0.42 0.00 10.40 10.40 100 
Fr. A.: franco arenoso 
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de los reactivos utilizados, la temperatura y el tiempo 
de exposición de las raíces a estos. 

Clarificación 
Se pesó 1 gramo de muestra y se adicionó KOH en 

diferentes concentraciones (1% y 10%) hasta que todas 
las raíces quedaron cubiertas. Se probaron 3 
temperaturas: 25°C (temperatura ambiente), 65°C y 
90°C a diferentes  tiempos (Tabla 2). Luego se decantó 
la muestra y se procedió a lavar con abundante agua 
destilada. 

Pre-tinción  
Se adicionó HCl al 1% por 10 min., HCl al 10% por 

20 min. y CH3COOH al 1% por 5 y 10 min. tal como 
se describe en la Tabla 2, pasado el periodo de 
neutralización se procedió a decantar. 

Tinción y decoloración 
Se agregó azul de tripán en lactofenol hasta cubrir 

las raíces; para los tratamientos con HCl al 10% se dejó 
en baño María a 65° C por 15 minutos y para los 
tratamientos con HCl al 1% y CH3COOH se dejaron 
durante la noche a temperatura ambiente y se decantó, 
luego se lavó con lactoglicerol, luego se dejó reposar 
por 8 días. 

Observación microscópica 
Se montaron las raíces en placas de vidrio con unas 

gotas de lactoglicerol, este último es utilizado para la 
decoloración y conservación de las raíces; 
observándose, luego al microscopio óptico algunas de 
las principales estructuras de la micorrizas, tales como  
vesículas, arbúsculos, hifas a un lente objetivo de 10X 
(algunos casos 40X para mejor observación de las 
estructuras) LEICA DM750.  

Cálculo del porcentaje de colonización 
Se tomó una lámina porta objetos y se trazaron 

cuatro líneas paralelas de forma longitudinal, luego el 
material coloreado fue cortado en trozos de 1 hasta 2 
cm y fue colocado paralelamente sobre el portaobjetos. 
Las observaciones se realizaron con un lente objetivo 
de 4x y se contaron los campos colonizados 
(Sieverding, 1983). Se calculó el porcentaje de 
Longitud de Raíz Colonizada (%LRC) usando la 
siguiente fórmula: 

 

%𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 =
𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 

Análisis estadístico del porcentaje del porcentaje de 
Longitud de Raíz Colonizada 

Los datos del %LRC fueron analizados con el 
software estadístico STATGRAPHICS centurión XV.I, 
para ello se agruparon en cinco tratamientos tomando 
en cuenta el tipo de inóculo usado y los tres momentos 
de aplicación dados en la investigación. Estos datos 
fueron sometidos a un análisis de varianza de 
clasificación simple y múltiple (ANOVA), siendo los 
tratamientos con diferencias significativas comparadas 
según la prueba de rangos múltiples LSD con un nivel 
de significación del 95%. 

 
Resultados y discusión. 

Se encontró que seis (D, E, F, G, H, I) de las nueve 
modificaciones realizadas para el proceso de tinción 
(Tabla 2) permiten identificar la presencia de 
micorrizas en las raíces de algodón (Figura 1) 
habiéndose observado que el tratamiento  D permite 
una mejor visualización de las características 
morfológicas de las MA (vesículas y arbúsculos) a 
pesar de que la temperatura utilizada fue menor (65°C) 
que el protocolo original descrito por Phillips & 
Hayman (1970). En esta variación de la técnica se 
empleó un mayor tiempo de exposición a los reactivos 
y una mayor concentración de KOH (10%), este 
resultado guarda relación con lo publicado por Pitet et 
al. (2009) quienes indican que la calidad de la tinción 
de las MA está vinculada a una buena digestión de las 
paredes celulares, lo que se logra aumentando la 
concentración de KOH.   

En la etapa de neutralización se observó que tanto 
las muestras tratadas con HCl, CH3COOH y sin ácido 
presentaron coloración. Sin embargo en las 
modificaciones F e I se pueden diferenciar claramente 
las raíces de las micorrizas en comparación del resto de 
tratamientos. Este resultado demuestra la importancia 
de la etapa de neutralización en el proceso de tinción, 
ya que permite la penetración del colorante; esto indica 
que tanto el ácido clorhídrico como el ácido acético 
pueden ser utilizados sin distorsionar la calidad de la 
tinción (Ishii & Loynachan, 2004). 

 
El método usado para el proceso de tinción 

determina el tipo de estructuras que pueden ser 
observadas, es así que la tinción con azul de tripán 

Tabla 2. Diseño experimental para la optimización del proceso de tinción de las raíces de algodón colonizadas 
con Micorrizas Arbusculares. 

Clarificación Pre tinción Tinción Decoloración Imagen 
KOH 10% 30 min 65° HCl 10% 20 min 15 min 65° Lacto glicerol A 
KOH 10% 60 min 65° HCl 10% 20 min 15 min 65° Lacto glicerol B 
KOH 10% 90 min 65° HCl 10% 20 min 15 min 65° Lacto glicerol C 
KOH 10% 120 min 65° HCl 10% 20 min 15 min 65° Lacto glicerol D 
KOH 10% 15 min 90° HCl 1% 10 min Durante la noche T° Ambiente Lacto glicerol E 

KOH 1% durante la noche HCl 1% 10 min Durante la noche T° Ambiente Lacto glicerol F 
KOH 1% durante la noche - Durante la noche T° Ambiente Lacto glicerol G 
KOH 1% durante la noche Ácido acético 1% 5 min Durante la noche T° Ambiente Lacto glicerol H 
KOH 1% durante la noche Ácido acético 1% 10 min Durante la noche T° Ambiente Lacto glicerol I 
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(Phillips & Hayman, 1970) permite determinar el 
porcentaje de infección y la densidad visual de MA. 

En cuanto al porcentaje de colonización; el análisis 
de varianza multifactorial (ANOVA) mostró que el 
factor “tipo de inóculo” tuvo un efecto altamente 
significativo sobre el %LRC (p = 0.0001), mas no el 
factor “momento de inoculación”. Se puedo observar 
que el porcentaje de infección natural por hongos 
micorrícicos (N-) fue de 53.81%, el cual es un indicador 
de que el algodón es sensible a la infección por 
micorrizas y se vio afectado negativa y 
significativamente (28.77%) por la adición de nitrato de 
potasio (tratamiento N+) (Figura 2); en contraste 
Cornejo et al. (2008) encontraron que la adición de NO- 

produce la alcalinización del suelo lo que conlleva a un 
aumento en el porcentaje de colonización, pudiendo sin 
embargo ser alterado por otros factores como el pH 
inicial del suelo o el contenido de fosforo (Peña-
Venegas et al., 2007). Se observó también que las 
raíces inoculadas con B. megaterium incrementaron 
significativamente el %LRC alcanzando un 70.98%, 
según lo indicado por Jaizme et al. (2006) las 
interacciones PGPRs y las MA son muy específicas y 
pueden, bajo ciertas condiciones, ser capaces de 
promover la germinación de las esporas y la elongación 
del tubo germinativo e incluso mejorar la densidad de 
hifas. 
 
Conclusiones. 

El protocolo que permite una mejor visualización de 
estructuras micorrícicas en raíces de algodón es el 
protocolo D. El uso de nitrato de potasio como 
fertilizante en el cultivo de algodón disminuye el 
%LRC (28.77%) mientras que las raíces inoculadas con 
B. megaterium promueven la colonización micorrícica, 
incrementando este valor 70.98 en comparación al 
control sin inocular; así mismo, el momento de 

aplicación del inoculo no tiene una influencia sobre el 
%LRC. 
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