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especies Macleania rupestris y Cavendishia bracteata. Además, se inucolaron las 
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	1. PROBLEMA
	1.1 DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA
	1.2 FORMULACIÓN DEL PROBLEMA
	1.3 JUSTIFICACIÓN 
	1.4 OBJETIVOS
	1.4.1 Objetivo general. Sintetizar  micorrizas en plántulas propagadas In Vitro de las especies Macleania rupestris y Cavendishia bracteata, a partir de hongos aislados de raíces y suelo rizosférico de las mismas.
	1.4.2 Objetivos específicos. Aislar hongos formadores de micorrizas a partir de raíces y suelo rizosférico de estas especies.


	2. MARCO REFERENCIAL
	2.2.1 Familia Ericaceae. La familia Ericaceae presenta una gran diversidad de especies por lo que se considera como uno de los componentes florísticos más sobresalientes en el Neotrópico.  Las ericáceas sobresalen en la vegetación de los bosques húmedos de las montañas andinas.  La mayoría de las especies poseen flores de corolas grandes, tubulares, de colores brillantes anaranjados o rojos, que suministran a los colibríes néctar rico en azúcares (Salinas & Betancur, 2005).
	Aspectos generales de Macleania rupestris (Kunth) A.C. Sm. 
	Clasificación taxonómica. Se describen a continuación:
	Nombre común. Chaquilulo (Cauca, Putumayo y Nariño), comadera, uva camaronera, uva de monte, uvilla, uvita, uvo (subpáramos de Cundinamarca y Boyacá), Ilucho (Ecuador), Manzanita (Perú), Cacagüito (Venezuela).  
	Descripción. Especie de porte arbustivo con 1.50 a 2.30 m de altura, en ocasiones puede llegar a alcanzar los 4 m, ramificado casi desde la base, raras veces  pude crecer junto a árboles altos y ascender por sus ramas imitando una especie bejucosa.  Su tallo presenta corteza clara y escamosa, tortuosas, semiescandente.
	Distribución geográfico y ecología. La uva camarona (Macleania rupestris) se distribuye desde Perú hasta el sur de México. En Colombia se encuentra en los departamentos de Antioquia, Boyacá, Cundinamarca, Nariño, Putumayo, Risaralda, Santander y en el Magdalena en la sierra nevada de Santa Marta. En Bogotá, D.C., se localiza en los Cerros Orientales y en la localidad de Ciudad Bolívar y Sumapaz. También se haya hacia el bosque La Merced, vía la mesa y en Subachoque vía La Pradera.  Se encuentra desde bosques nublados alto andinos hasta formación de páramos.  Presente en sitios muy pendientes, con suelos generalmente ácidos, escarpados, con bajo contenido de materia orgánica donde se hacen presentes afloraciones rocosas de areniscas y buen drenaje. Son dependientes de micorrizas específicas de tipo ericoide (Cardozo  y otros, 2009). 
	Propagación. A pesar de que esta especie se propaga por semilla y por esquejes, la propagación por semilla es muy lenta para llevar plantas desde el vivero al campo, por lo cual se recomienda utilizar la técnica de esquejes o estacas.  Para la propagación por semilla se deben recoger los frutos directamente del arbusto, deben estar maduros; es decir, que tengan una coloración de tono morado oscuro a negro, su tamaño debe ser grande.  La iniciación de la germinación ocurre 3 semanas después de la siembra, alcanzando un porcentaje de 60%.
	Requerimientos técnicos. Requiere poda de formación y de fructificación.  Es recomendable domesticar la especie y llevarla a cultivo evaluando las necesidades nutricionales como la respuesta al riego, la fertilización y el manejo de micorrizas (Cardozo, 2005).
	Plagas y enfermedades. Según Coba de Gutierrez, (1991), los estudios realizados en hojas, flores y arbustos muestran que las lesiones necróticas son debidas a hongos patógenos como Pestalotia sp., Cladosporium sp., Alternaria sp., Stemphyllium sp. y Gleosporium sp., los cuales afectan el desarrollo normal de esos órganos y limitan el crecimiento y la producción. El estudio fue orientado a entender la problemática fitosanitaria de la especie con miras a establecer cultivos comerciales.
	Cosecha. Se realiza de forma manual, ya que la maduración es asincrónica dentro de cada una de las inflorescencias y se deben cosechar únicamente los frutos maduros (Cardozo, 2005). 
	Usos. En Bogotá, D.C., se usa principalmente como alimento, y en ocasiones es utilizada para obtener leña y como cerca viva.  Se consumen la flor y el fruto bien maduros, ya sea crudo, en dulce o jugo (Molina, 2006).  Su consumo en exceso funciona como laxante, debido al mucílago que rodea las semillas. Las hojas y los frutos se usan medicinalmente como astringentes en el tratamiento de la disentería y diarreas crónicas y las hojas en decocción en las fiebres tifoideas. Antiguamente se aprovechaban las corolas con las cuales se elaboraba un dulce o almíbar (García, 1975).
	Bromatología y aporte nutricional: Amaya & Rincón (1989) determinaron que en estado de madurez el fruto presenta un contenido de sólidos solubles de 12.5 °Brix, acidez total de 0.49% expresada en porcentaje de ácido cítrico, 0.091% de pectina expresada como pectato de calcio, humedad total de 83.6%, fibra bruta 1.80%, proteína bruta 1.30%, extracto no nitrogenado 11.69% y un contenido de taninos de 0.080 g en 100 g de pulpa de la fruta.
	Aspectos generales de Cavendishia bracteata.
	Clasificación taxonómica. Se describen a continuación: 
	Descripción. Arbusto terrestre o epífito de 1 a 4 m de altura, raramente trepador y lianoide o arborescente. Su tallo es glabro, presenta ramas glabras o densamente pilosas.  Las hojas son alargadas, elípticas, ovadas o lanceoladas rara vez oblanceoladas o semiorbiculares.  Poseen un ápice, cuya forma va de agudo a acuminado rara vez obtuso o redondeado. La superficie del haz es lisa a ligeramente escabrosa; plinervada, el pecíolo es subcilíndrico, generalmente se encuentra aplanado adaxialmente, es rugoso, glabro, puberulento o piloso (Luteyn & Pedraza, 2007).
	Distribución geográfico: Esta especies se distribuye desde Veracruz, México a través de América Central, hasta el sur de los Andes de Bolivia, y hacia el este por la Cordillera de la Costa de Venezuela hasta el Estado de Sucre; se encuentra en bosques primarios y secundarios, a menudo en sitios perturbados de bosque húmedo tropical y bosque nublado montano a subpáramo, entre 300 a 4090 m de altitud, aunque generalmente se encuentra entre 1000 a 1300 m. En Colombia es muy frecuente encontrarla en toda la región andina (Luteyn & Pedraza, 2007).

	Cultivo In Vitro. Los orígenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos realizados por Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postuló el principio de la totipotencia celular, el cual establece que las células son autosuficientes y que en principio tienen la capacidad de regenerar una planta completa (Pierik, 1988).  Esta es la base teórica sobre la que se sustentan todas las técnicas de cultivo In Vitro (Pérez, 1996).
	Ventajas e inconvenientes del cultivo In Vitro.  George (1993) Define las ventajas de esta técnica en la producción de plantas, debido a que este tipo de propagación permite reducir el espacio requerido por las plantas tanto para su mantenimiento como para su propagación y transporte. Además, las plantas se pueden producir a lo largo de todo el año, ya que el proceso es independiente de los efectos ambientales y el material producido puede ser almacenado durante largos períodos de tiempo.  Las plantas, en estas condiciones no requieren de excesivas atenciones entre los subcultivos y no es necesario regarlas ni realizar tratamientos fitosanitarios o nutricionales.
	Métodos de propagación In Vitro.  El método de propagación vegetativa que se seleccione en la multiplicación In Vitro depende de la planta que se vaya a multiplicar y de los objetivos finales del esquema de micropropagación.
	Factores que afectan el desarrollo In Vitro.  El crecimiento y desarrollo In Vitro de una planta está determinado por el material vegetal y las condiciones físicas y químicas que se crean (George 1993).

	Las micorrizas: Estrategia compartida para colonizar el suelo
	Aproximación al término Micorriza.  La palabra micorriza se deriva del griego myco, que significa hongo y rhiza, que hace referencia a las raíces de las plantas.  Siqueira y Franco (1988), lo definen como una simbiosis mutualista formada entre los órganos de absorción sanos: raíces, rizomas, talos, de la mayoría de las plantas nativas y cultivadas, ya sean terrestres, epífitas y muchas acuáticas y algunos hongos del suelo.  Se caracteriza por la integración estructural y metabólica entre ambos simbiontes que se manifiesta en la nutrición, sanidad, productividad y adaptabilidad de las plantas a las condiciones ambientales (Sánchez & Tofiño, 1999).
	Tipos de micorrizas.  Las micorrizas han sido agrupadas con base en el patrón de colonización y las estructuras que forman los hongos en la raíz.
	Ectomicorrizas. Dominan en bosques de coníferas y eucaliptos de climas templados y boreales de donde son naturales y también se han establecido en regiones subtropicales y tropicales.  Ocurren sobre todo en árboles maderables sólo ocasionalmente en herbáceas y gramíneas perennes (Marschner, 1995).
	Micorrizas arbusculares (MA).  Se ha estimado que alrededor del 80% de todas las especies de plantas terrestres que forman micorrizas, éstas son del tipo arbuscular (MA) (Koide, 1993).
	Micorrizas orquidioides. Esta micorriza difiere de otras en que el hongo micorrízico provee carbono al hospedero vegetal, mientras que en los otros tipos los compuestos carbonados son suplidos por la fotosíntesis de la planta y el transporte ocurre hacia el micosimbionte (Lovato y otros, 1995). 
	Una vez que la planta crece y fotosintetiza, generalmente se independiza del hongo.
	Micorrizas ericoides.  Este tipo de  micorriza es común en arbustos y árboles pequeños que proliferan en suelos de páramos, ácidos y turbosos, caracterizados por alto contenido de materia orgánica y compuestos polifenólicos, muy pobres en nitrógeno y fósforo.  Se encuentran en plantas con sistemas de raíces muy finas, como lo son la mayoría de las Ericoideae, Vaccinioideae y Rhododendroideae, de la familia Ericaceae, Epacridaceae y Empetraceae.  Este tipo de micorriza se ha descrito en especies como Calluna vulgaris y en los géneros Rhododendron, Vaccinium, Erica, Gaultheria, Ledum y Kalmia, entre otros (Sánchez & Tofiño, 1999).
	Ectendomicorrizas.  En este tipo de micorriza concurren las características de las ectomicorrizas, al tiempo que hay penetración al interior de las células corticales por hifas septadas.  Estos hongos se encuentran asociados con coníferas, principalmente en plantas de vivero y con representantes del orden Ericales, como los géneros Monotropa, Arbutus y Arctostaphylos.  Los hongos asociados son reconocidos como formadores de ectomicorrizas, lo cual se convierte en un argumento para que la asociación se considere como un caso especial de este tipo de simbiosis (Sieverding, 1991). Las ectendomicorrizas ‘por su especificidad en Ericales podrían ser consideradas poco importantes, pero en la medida en que se estudian se encuentran que participan en la conservación de los ecosistemas naturales, especialmente en suelos en procesos de formación (Sánchez, 2001).
	Micorrizas arbutoides  El orden Ericales es atractivo para el estudio de la simbiosis, puesto que en él coexisten una serie de formas derivadas de ectomicorrizas.  Se incluye dentro de este grupo la micorriza llamada arbutoide.  Patrones similares de colonización se han encontrado en otras Arbutoideae como Arctostaphylos y en Pyrolaceae, como Pyrola.  En algunas de las especies arbóreas que forman este tipo de micorriza los sistemas de raíces se dividen en raíces cortas y largas, como en ectomicorriza; las cortas están rodeadas de un manto que conecta no solo las hifas con el suelo, sino también con la red de Hartig.  También ocurre penetración a las células epidermales, al principio por una hifa simple y más tarde por enrollamientos de hifas que se desarrollan en el interior (Handley, 1985).

	Función y efectos de las micorrizas.  La micorriza, como órgano de absorción y translocación de agua y nutrientes, es una de las más sobresalientes adaptaciones de la raíz para desenvolverse adecuadamente en el ambiente edáfico (Guerrero, 1996).
	Procesos de colonización de micorrizas.  El establecimiento de la simbiosis va a depender de las interacciones entre los 3 componentes del sistema: el hongo, la planta y las condiciones ambientales. Su presencia permite el reconocimiento entre los simbiontes, compatibilidad y especificidad, los cuales condicionan su expresión y conducen a la integración morfológica y funcional (Sánchez y Tofiño, 1999).  El proceso de infección o colonización de un hongo micorrízico,  según Guerrero, (1996) se resume en los siguientes pasos:
	Pre-infección.  Está asociada a la actividad de los propágulos infectivos presentes en el suelo que circunda en la raíz.  Estos propágalos pueden ser esporas o micelio fúngico.  Este último, generalmente se encuentra vinculado a raicillas de plantas vivas o a segmentos de raíz infectados.
	Penetración.  Se inicia con la formación de un punto de entrada que se caracteriza por el desarrollo de un abultamiento o apresorio en el punto de contacto sobre la superficie de la raíz.  Cada espora genera un solo punto de entrada, mientras que un segmento de raíz puede eventualmente originar más de uno. La producción de enzimas hidrolíticas, ya sea por un evento mecánico o enzimático, seria en cantidad apenas suficiente para abrir paso a la hifa de penetración sin alterar la estructura de la pared celular.
	Colonización intrarradical.  Una vez penetra el hongo, se genera un proceso proliferativo que conduce al establecimiento de una unidad de colonización que se puede extender hasta 1cm de distancia a partir del punto de penetración.  El avance de la infección está restringido a la epidermis y parénquima cortical.  
	La endodermis actúa como una barrera que impide el paso del hongo hacia el cilindro vascular, evitando el riesgo de una infección sistémica.
	Desarrollo del micelio externo.  El desarrollo del micelio externo, es un evento simultáneo al avance de la infección cortical.  Este micelio actúa como un puente que conecta el suelo con el interior de la raíz.  Las hifas externas se proyectan en el suelo algunos centímetros más allá de la superficie de la raíz, e incluso pueden establecer  vínculos con raíces vecinas (Newman & Fowles, 1994).
	Esporulación del hongo.  Algunas semanas después de iniciada la infección, el hongo está en condiciones de esporular, lo cual está sujeto a las condiciones ambientales del suelo.  En particular, la humedad parece ser un factor regulador de importancia, ya que se ha visto que el estrés hídrico en el suelo dispara la esporulación.
	Re-infección.  Las hifas externas están en capacidad de reinfectar el mismo sistema de raíz del cual se originan.  Algunas de estas hifas generan puntos de entrada que provocan nuevas unidades de colonización, lo cual supone que la infección avanza a lo largo de una raíz a través de unidades de colonización discontinuas.  Este proceso de proliferación se puede trasladar a otros sistemas de raíz vecinos de la misma o diferente especie de planta.



	Cultivo In Vitro de micorrizas. El cultivo In Vitro de hongos formadores de micorrizas arbusculares se logró por primera vez a principios de 1960, constituyéndose como una herramienta valiosa para el estudio detallado de los procesos característicos de cada una de las asociaciones. Permite, entre otros beneficios, llevar un seguimiento de cada etapa y observar el desarrollo de las estructuras propias de la asociación, así como la síntesis de micorrizas bajo condiciones asépticas teniendo la certeza de que el microorganismo aislado e inoculado es el que produce la colonización, obteniéndose así un cultivo monoxénico. El cultivo In Vitro de hongos formadores de micorrizas arbusculares permite reconocer las diferentes etapas de desarrollo de la simbiosis, como la germinación de esporas, el crecimiento de hifas alrededor de la raíz antes de que la asociación se haya puesto en marcha, las primeras etapas de penetración en la raíz y la respuesta a la interacción entre el hongo y la planta huésped, permite también apreciar los cambios en la morfología de la raíz, procesos que no se podrían detallar en los métodos de inoculación tradicionales, como siembra del microorganismo en recipientes con sustratos naturales (suelo, arena, turba, etc) (Declerck et al, 1996). 
	Caracterización de los hongos aislados. Se describen a continuación:
	Oidiodendron sp. Oidiodendron es un género cosmopolita cuyos miembros se pueden encontrar en el suelo o colonizando diferentes substratos de celulosa, como pulpa de madera, corteza, musgos, papel y ocasionalmente pueden ser aislados de líquenes.  Algunas especies de Oidiodendron  han sido reportadas como hongos micorrízicos.  
	Entre sus características morfológicas se destacan: conidióforos dematiáceos erectos y bien diferenciados, globosos subglobosos, elipsoidales, cilíndricos, piriformes o irregulares, muy ramificados, formación de hifas fértiles que se fragmentan para formar artroconidias. Los teleomorfos de Oidiodendron son miembros de Myxotrichum kunze y Byssoascus Arx, ambos pertenecientes a la familia Ascomycetes (Calduch et. al, 2004).
	Colletotrichum sp. El hongo Colletotrichum es uno de los géneros patógenos de plantas más importantes y de mayor distribución en el mundo, que afectan a un rango amplio de especies vegetales y causan enfermedades tanto en precosecha como en postcosecha. 
	Se ha aislado en gran diversidad de condiciones ambientales y se ha reconocido como el agente causal de la enfermedad comúnmente llamada antracnosis, la cual afecta frutos, tallos y hojas de los cultivos.  La sistomatología se presenta en las hojas, pecíolos y/o tallos.  Las hojas afectadas presentan puntos rojizos, las lesiones crecen en forma irregular y se unen entre sí ocasionando necrosis total.
	Oedocephalum sp. Oedocephalum es un género de hongos filamentosos, cosmopolitas, comúnmente aislado de suelo, restos de plantas, productos alimenticios, heno, entre otros.  La tasa de crecimiento  es moderadamente rápida y las colonias son pequeñas, de color blanco, rosa pálido a gris, en su reverso sin color o color rosa, inicialmente la textura es glabra convirtiéndose en algodonosa con el tiempo debido a la proliferación de hifas sueltas.  Su micelio es septado, hialino, fiálides erectos, no ramificados y solitarios que surgen directamente de las puntas de las hifas.  
	Los conidios son hialinos, pueden ser unicelulares o pluricelulares, fusiforme con forma de una curva leve o puede verse como una media luna, aparecen en racimos, en bolas o cadenas rara vez frágiles y se encuentran en las puntas de las fiálides; las propiedades estructurales de los conidios puede variar dependiendo de la especie (Webster & Weber, 2007).

	2.3 MARCO CONCEPTUAL
	Ubicación espacial. Geográficamente, el Jardín Botánico José Celestino Mutis se encuentra ubicado al occidente de la ciudad de Bogotá D.C. a 4º 40´ 24" Latitud Norte y 74º 06´14.5" Longitud oeste; a una altura sobre el nivel del mar de 2.551 metros.
	Función social.  El Jardín Botánico José Celestino Mutis, es el Centro de Investigación y desarrollo científico del Distrito Capital, que contribuye al conocimiento, la conservación y el uso sostenible de la flora y su interrelación con la fauna asociada, en la ciudad y la región; promoviendo procesos educativos y participativos para generar una cultura en torno a la sostenibilidad ambiental.
	Misión.  El Jardín Botánico es el Centro de Investigación y Desarrollo Científico con énfasis en ecosistemas altoandinos y de páramo, que contribuye a la conservación de la flora del Distrito Capital, a la sostenibilidad ambiental de su territorio y al aprovechamiento de su patrimonio genético, a través de la investigación científica, la transferencia tecnológica y la educación ambiental.
	Visión.  El Jardín Botánico José celestino Mutis en el año de 2016 Será reconocido nacional e internacionalmente como un centro de investigación científica articulado con universidades y centros de investigación a nivel internacional que aplica los resultados con beneficio social, logrando que la población aumente su capacidad para hacer un uso sostenible de la diversidad vegetal y generando opciones para alcanzar los beneficios del desarrollo humano sostenible. 

	3.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN
	3.2 POBLACIÓN Y  MUESTRA
	Población. Plántulas de las especies Cavendishia bracteata y Macleania rupestris. 
	Muestra.  64 plántulas de la especie Cavendishia bracteata y 64 plántulas de Macleania rupestris obtenidas a partir de semillas colectadas en el páramo de Cruz Verde.

	3.3 HIPÓTESIS
	Dependientes. Presencia de micorrizas, tipo de micorrizas, porcentaje de colonización, altura de las plántulas, número de hojas, medición de la fluorescencia e índice de clorofila.
	Independientes. Especie, tipo de hongo y medio.
	Intervinientes. Radiación fotosintéticamente activa (PAR), Radiación total, temperatura, concentración de CO2 y humedad relativa.  Éstas variables se registraron pero no hacen parte del análisis.

	3.5 FASES DE LA INVESTIGACIÓN
	Primera etapa: Recolección de muestras.  Las muestras se colectaron en el Páramo de Cruz Verde, situado al oriente del Distrito Capital de Bogotá y en la zona suroriental del departamento de Cundinamarca. Se tomaron al azar 2 plantas completas (raíz, tallo y hojas) de las especies Macleania rupestris y Cavendishia bracteata que midieron aproximadamente 50 cm de alto.  Con ayuda del barreno se colectaron 2 fracciones representativas de suelo de donde fueron extraídas,  tomando una profundidad aproximada de 20 cm.
	Se escogieron también frutos maduros de ambas especies.  Estas muestras se empacaron en bolsas plásticas con cierre hermético y se llevaron al laboratorio de Ecofisiología vegetal donde se almacenaron en una nevera con una temperatura promedio de 8°C y una humedad relativa promedio de 94% hasta ser procesadas.
	Segunda etapa: Aislamiento de hongos formadores de micorrizas.  En primera instancia se verificó la presencia de simbiosis entre el hongo formador de micorrizas y la planta de estudio, realizando el protocolo de coloración de raíces.  Una vez comprobada su colonización, se ejecutaron dos protocolos para el aislamiento de los hongos: uno con el cual se extrajeron específicamente hongos formadores de micorrizas arbusculares (AM) a partir de muestras de suelo y otro para obtener diferentes hongos que también produzcan la asociación, a partir de raíces colonizadas.
	 Coloración de raíces.  Para realizar el aclaramiento y tinción de raíces se ejecutó el protocolo empleado en especies de Ericáceas en el Laboratorio de Ecofisiología Vegetal del Jardín Botánico José Celestino Mutis, basado en la metodología presentada por (Setaro, 2006), como se describe:
	 Separación y desinfección de esporas. La separación de esporas se realizó utilizando el protocolo empleado en el Laboratorio de Ecofisiología Vegetal del Jardín Botánico José Celestino Mutis, basado en la metodología presentada por Sieverding (1983), así descrita:
	 Cálculos.
	% Humedad.

	Para realizar la desinfección de esporas se efectuaron 2 ensayos a fin de evaluar el tiempo de exposición que permita obtener mayores tasas de supervivencia y  viabilidad de los géneros de esporas de estudio.  En el primer ensayo se siguió la  metodología descrita por (Declerck, et al. 1996), y en el segundo se aplicó la misma metodología variando el tiempo de exposición. 
	 Realizar el procedimiento en una cabina de flujo laminar. Empleando el estereoscopio y con ayuda de un pincel estéril colocar 25 esporas previamente separadas en un papel filtro estéril. 
	 Colocar el papel filtro dentro de un embudo con corcho que se fija a un erlenmeyer con desprendimiento lateral conectado a una bomba de vacío.  Enjuagar las esporas con agua estéril para eliminar partículas del suelo. 
	 Tratar las esporas con solución de Cloramina T al 2% (con 2-3 gotas de Tween 20) por un periodo de 10 minutos y filtrar.  Lavar las esporas 3 veces con agua estéril. 
	  Adicionar solución de antibiótico (Sulfato de gentamicina 0.01%) durante 10 minutos y filtrar.  Lavar las esporas 3 veces con agua estéril. 
	 Evaluar desinfección y germinación de esporas.
	Aislamiento de hongos formadores de micorrizas ericoides o ectendomicorrizas por método de siembra en agar PDA. El aislamiento se realizó a partir de raíces colonizadas colectadas en campo, posteriormente desinfectadas y colocadas en cajas de petri con medio PDA.  Este procedimiento fue ejecutado por Dalpé (1986) para aislar hongos formadores de micorrizas ericoides, como se describe a continuación:

	Tercera etapa: Establecimiento de plantas In Vitro.  En esta etapa se elaboraron los medios de cultivo en que se establecieron las plántulas, así como los métodos de desinfección de semillas especificando las unidades experimentales para cada una de las especies.
	Preparación de medios de cultivo.  Los medios preparados contienen en menor concentración los macro y micronutrientes empleados comúnmente en la elaboración de estos, puesto que se busca crear la necesidad de que se forme la asociación simbiótica por parte de la planta y el microorganismo, la cual no se llevaría a cabo si ambos tienen a disposición los nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo.  Esta condición no aplica en el caso de hongos formadores de micorrizas arbusculares, debido a que no se desarrollan en medios de cultivo independiente, sino en presencia de la plántula.
	Desinfección de semillas.  Se evaluaron 3 tratamientos de desinfección para cada una de las especies.  Macleania rupestris.  Tratamiento 1.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 10 min.  Tratamiento 2.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 15 min.  Tratamiento 3.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 10 min + Etanol 70% - 1 min. Cavendishia bracteata. Tratamiento 1.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 10 min.  Tratamiento 2.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 7 min.  Tratamiento 3.  Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 2 min + Etanol 70% - 50 s. se efectuaron 3 repeticiones para cada tratamiento y se escogió el más efectivo.
	Siembra de semillas en los medios 1 y 2.  En la Tabla  se especifica el número de semillas y de repeticiones por especie para cada medio de cultivo, teniendo en cuenta ensayos de germinación realizados previamente por Guzmán (2005), según lo cual, Macleania rupestris puede alcanzar un 98% de germinación, y Cavendishia bracteata un 30%.
	Condiciones Ambientales. Para la medición de las variables dentro del laboratorio de cultivo In Vitro se utilizó una estación climática automática WatchDog 2700.  Se registraron datos de radiación fotosintéticamente activa, radiación total, temperatura del aire, concentración de CO2 y humedad relativa. En la cuadro 6 se muestran los rangos de estas variables.

	Cuarta etapa Inoculación de plántulas cultivadas In Vitro.  Esta etapa incluye la inoculación de esporas y del hongo aislado en el medio PDA, así como el número de unidades experimentales por cada ensayo, como se muestra en la cuadro 7.
	Inoculación de esporas. Transcurridos 4-7 días después de la desinfección, se tomaron un número aproximado de 20 esporas  no contaminadas y se inocularon cerca a la base del tallo de las plántulas.
	Inoculación de hongos aislados en medio PDA. Una vez identificados, se inocularon en la raíz de las plántulas cultivadas en condiciones In Vitro, tomando el microorganismo con ayuda de una asa estéril y esparciéndolo uniformemente sobre el medio cercano a la raíz de la plántula.

	Quinta etapa Evaluación.  Cada 2 semanas se evaluó el número de hojas verdaderas de las plántulas inoculadas y se registró un estimado de la longitud del tallo. Durante la evaluación final se extrajeron las plántulas del medio de cultivo para realizar la medición de fluorescencia, índice de clorofila y longitud del tallo. Posteriormente, se cortaron las raíces y se llevó a cabo el protocolo de coloración y cuantificación para calcular el porcentaje de colonización, observando 50 campos ópticos por cada muestra.
	Medición de fluorescencia.  Para medir esta variable se utilizó el fluorómetro PAM-2000 que permite estimar la eficiencia fotosintética del fotosistema II mediante la medición de la fluorescencia de clorofila después de la aplicación de un impulso de luz.  A partir de las medidas de fluorescencia el programa DA-2000 estima el rendimiento fotosintético con la siguiente fórmula.
	Medición del índice de clorofila. Se midió con el equipo Fieldscout CM 1000. Este índice se relaciona directamente con el contenido de clorofila en las hojas.

	Se analizaron los resultados empleando gráficos de cajas que se elaboraron con el programa Gnumeric. Por último, se efectuó la comparación de resultados mediante análisis de varianza con el paquete SPSS.

	4.1 AISLAMIENTO DE HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS
	4.1.1 Hongos aislados e identificación. Se aislaron dos hongos por cada especie y se encontró que el hongo 1 (blanco) coincidió en ambas, obteniéndose así 3 hongos a caracterizar, cuyas estructuras macro y microscópicas correspondieron a las descritas a continuación: 
	4.1.2 Aislamiento y desinfección de esporas de hongos formadores de micorrizas arbusculares.  Se aislaron esporas a partir de las muestras de suelo y se calculó un promedio de 544 esporas en Macleania rupestris y 203 esporas por muestra en Cavendishia bracteata. Los valores promedio de algunas características del suelo de estudio se muestran en la tabla 9.

	4.1.3 Tercera etapa. Establecimiento de plantas In Vitro:
	Desinfección de semillas.  Los 3 tratamientos evaluados mostraron un promedio entre 98 y 100% de desinfección, por lo que son aptos para obtener semillas estériles, sin embargo, se escogió el tratamiento 1: Hipoclorito de sodio (NaClO) 3% - 10 min, ya que requiere de menor tiempo de exposición de la semilla en el cloro, reduciendo posibles daños en esta.
	Germinación de semillas en medios 1 y 2. Se obtuvo el porcentaje de germinación reportado anteriormente en la especie Macleania rupestris (98%), sin embargo, en Cavendishia bracteata se logró un 40% de germinación, 10% más de lo reportado en estudios realizados previamente por Guzmán (2005).  Es probable que ese aumento en la germinación de C. bracteata se deba a que durante la desinfección la semilla no fue tratada con alcohol 70% como se describe en el protocolo ejecutado por Guzmán (2005) y su viabilidad no se vio afectada.

	4.1.4 Cuarta etapa. Inoculación de plántulas cultivadas In Vitro:
	Inoculación de esporas. En algunas repeticiones se presentó contaminación por hongos y bacterias transcurridas 3 semanas la inoculación.  Es probable que se deba a factores externos o a microorganismos hospedados dentro de la espora, que no son eliminados durante el proceso de desinfección, ya que esta es superficial, como se ha demostrado en Gigasporas, donde algunas bacterias e incluso endófitos obligados viven en estrecha asociación con la espora (Declerck et al, 1996).
	Inoculación del hongo aislado en medio PDA. Los hongos 1 (formador de micorrizas ericoides) y 3 (formador de ectendomicorrizas) inoculados en las plántulas de las especies de estudio no afectaron su crecimiento y desarrollo en los medios de cultivo.  Se observó el crecimiento de los microorganismos sobre la raíz de las plántulas sin esparcirse en todo el medio, únicamente en el lugar de inoculación (base de la plántula). Transcurrido un tiempo después de la inoculación se presentó contaminación por hongos patógenos que causaron muerte a las plántulas de algunas repeticiones, manifestándose mayor mortalidad en los individuos inoculados con el hongo formador de micorrizas ericoides y muy poca en las inoculadas con el hongo formador de ectendomicorrizas en los dos medios.  Las plántulas inoculadas con micorriza ericoide presentaron 63 y 100% de contaminación en el medio 1 y 2,  respectivamente, en ambas especies. Las inoculadas con ectendomicorrizas mostraron 50% de contaminación en los dos medios en la especie Macleania rupestris, en tanto que Cavendishia bracteata no presentó contaminación en ningún medio.  En la mayor parte de las repeticiones, la contaminación fue causada por un hongo con las características macroscópicas del género Penicillium.  Cabe resaltar que las condiciones ambientales no fueron las propicias durante los días que se realizó la inoculación de las plántulas, ya que a causa de la temporada invernal, aumentó la humedad en el ambiente, proporcionándole al microorganismo las condiciones óptimas para su proliferación.

	4.1.5 Quinta etapa. Evaluación.
	Colonización en raíces. Las plántulas inoculadas con el hongo aislado Oidiodendron sp. presentaron estructuras como manto, Red de Hartig e hifas septadas penetrando al interior de las células corticales, estructuras propias de las ectendomicorrizas, como lo reporta Peterson et al. (1999) y como se evidencia en la figura. En plántulas inoculadas con el hongo aislado presunto Oedocephalum sp. se observaron hifas septadas frágiles y enrollamiento intracelular, estructuras características de las micorrizas ericoides, como describe Sánchez y Tofiño (1999).
	Análisis estadístico
	Porcentaje de colonización de raíces. Al comparar los porcentajes de colonización se encontró que los valores más altos se presentaron en ectendomicorrizas en el medio 2, tanto en Macleania rupestris como en Cavendishia bracteata.  
	Altura de las plántulas. En general, las plántulas de M. rupestris alcanzaron mayor tamaño en comparación con C. bracteata.  Las curvas de crecimiento indican que la tasa de incremento en altura fue mayor en el medio 1 en comparación con el medio 2.
	Número de hojas. Las Gráficos de incremento de número de hojas en función del tiempo indican que a diferencia de lo observado en la variable altura, la variable número de hojas presento valores más altos en C. bracteata, en el medio 2. 
	Índice de clorofila. De acuerdo con los gráficos de cajas, el índice de clorofila presentó valores más altos en el medio 1 con el inóculo de micorriza ericoide y en el medio 2 con el inóculo de micorriza arbuscular.
	Rendimiento fotosintético. En M. rupestris, el rendimiento fotosintético presentó valores contratantemente inferiores en las plántulas inoculadas con micorriza ericoide en el medio 1; en el medio 2 se observaron valores menores en las inoculadas con ectendomicorrizas.
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