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RESUMEN EJECUTIVO

Los microorganismos cumplen un rol importante en el mantenimiento de los ecosistemas.
Entre los grupos méas importantes se encuentran los hongos micorrizicos arbusculares
(AMF), que se asocian con importantes especies forestales y cultivos contribuyendo a la
estabilidad de los ecosistemas. Pese a su importancia econdémica y ecologica, no hay
suficiente informacion sobre la presencia de estos en especies de plantas nativas y el rol
que desempenfian en las mismas, como es el caso de la especie Bixa orellana. El objetivo de
esta investigacion fue verificar y cuantificar la presencia de AMF en las raices de B. orellana
mediante el mediante tincién y evaluacién del porcentaje de colonizacién radicular, segun
Trouvelot et al. (1986). Ademas, se determiné el nivel de colonizacion radicular y su relacion
con el estado fenolégico y diversidad genética de las plantas. Se realizaron muestreos en
cuatro localidades de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe. El software PRISM se
utilizé para realizar los andlisis estadisticos. Los resultados mostraron diferencias
significativas entre el porcentaje de colonizaciéon y las variables analizadas en relacién con

las areas muestreadas.

PALABRAS CLAVES: Hongos micorrizicos arbusculares; Bixa orellana; porcentaje de

colonizacion.



ABSTRACT

Microorganisms play an important role in the maintenance of ecosystems. Among the most
important groups are arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), which are associated with
important forest species and crops contributing to the stability of ecosystems. Despite of their
economic and ecological importance, there is not enough information on the presence of
these in native plants species and the role they play in them, as is the case of the Bixa
orellana species. The aim of this research was to verify and quantify the presence of AMF in
the roots of B. orellana by coupling root staining, microscopy and evaluating the percentage
of root colonization, according to Trouvelot et al. (1986). Additionally, the relation between
the level of root colonization and the phenological state and genetic diversity of plants was
assessed. Samplings were carried out in four localities of the provinces of Loja and Zamora
Chinchipe. The PRISM software was used to perform the statistical analyzes. The results
showed significant differences between the percentage of colonization and the variables

analyzed in relation to the sampled areas.

KEY WORDS: Arbuscular Mycorrhizal Fungi; Bixa orellana; percentage of colonization.



INTRODUCCION

El estudio denominado “Determinacién del porcentaje de colonizacion de hongos
micorrizicos arbusculares (de aqui en adelante HMA) en plantaciones de Bixa orellana”, es
el de establecer su presencia en plantaciones de B. orellana en las provincias de Loja y
Zamora Chinchipe, con el fin de establecer las bases para estudios posteriores que

determinen su funcién en el desarrollo de las plantas.

La presente investigacion esta organizada en tres capitulos detallados a continuacién. El
primer capitulo, referente al marco tedrico, abarca la descripcién de los HMA, asi como las
asociaciones que estos forman con la mayor parte de las especies vegetales y su
importancia en los ecosistemas. Adicionalmente, se presenta una breve descripcion de Bixa
orellana y los objetivos de esta investigacién. En el segundo capitulo, se explican los
materiales y métodos utilizados para alcanzar los objetivos planteados, en donde se incluye
el area de estudio, la metodologia para la tincion de raices y la determinacion del porcentaje
de colonizacion y ademéds el andlisis de los datos. Por ultimo el tercer capitulo, consta de la
descripcion de los resultados obtenidos en el estudio y una breve discusion.

Los microorganismos cumplen un rol importante en el mantenimiento de los ecosistemas
principalmente en relacién al ciclaje de nutrientes. Uno de los grupos mas importantes son
los hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Los HMA forman asociaciones simbidticas con
la mayor parte de las especies vegetales, incluyendo importantes especies forestales y
cultivos agricolas contribuyendo de esta forma a estabilidad y productividad de los
ecosistemas (Smith & Read, 2008). Sin embargo, pese su importancia ecolégica y
econdmica, en nuestro pais no existen suficientes investigaciones sobre su presencia y el rol
que desempefian en las especies vegetales nativas, especialmente de aquellas con gran
interés local como es el caso de Bixa orellana. B orellana, conocida cominmente como
achiote, es una planta nativa de América del sur, a la que se le atribuyen propiedades
medicinales. Debido a su eficiencia como antioxidante es reconocida como un importante
agente preventivo del cancer. Por este motivo, lo que se propuso lograr en esta
investigacion principalmente fue la verificacion de la presencia de HMA en plantaciones de
B. orellana al sur del Ecuador, mediante la evaluacion y posterior cuantificacion del
porcentaje de colonizacion radicular y su relacion con el estado fenoldgico de la planta y la
diversidad genética de poblaciones de B. orellana por el interés que esta tiene en
biomedicina, para que posteriormente se puedan realizar estudios especificos de las

variables analizadas, partiendo de la linea base que este trabajo proporciond.



Los resultados obtenidos constituyen un aporte importante al proyecto “Distribucion
Geogréfica, Biologia Reproductiva, Diversidad Genética Y Quimica De Especies Vegetales
De Interés Medicinal, En La Region Sur Del Ecuador” al que se encuentra vinculado, por
esta razon algunos datos fueron compartidos en nuestro estudio, como lo son los de
diversidad genética aportados por el Departamento de Ciencias Bioldgicas, que sirvieron
para establecer la correlacién con el porcentaje de colonizacién. Los resultados mostraron
diferencias significativas en relacion a las zonas muestreadas. Adicionalmente se
observaron diferencias atribuidas a variables como la altura, orientacién y tipo de suelo de
los sitios muestreados. El porcentaje de colonizacion fue menor en las poblaciones con
mayor actividad antropogénica, lo cual nos lleva a hipotetizar una fuerte influencia de ésta

sobre las poblaciones de HMA.

El proyecto fue desarrollado en cuatro localidades de la provincia de Loja y Zamora
Chinchipe. Se tomaron muestras de raices de 30 individuos en las 4 localidades
establecidas, las cuales fueron sometidas a un proceso de tincién mediante la aplicacion del
protocolo de Philips y Hayman (1970); donde se utilizaron reactivos como KOH al 10% por
60 min a 70°C, HCL al 10% por dos minutos y azul de metileno preparado con acido lactico
por 60 min a 70°C, al ser las raices gruesas, los tiempos de cada reactivo tuvieron que ser
modificados del protocolo original para lograr observar las estructuras tefiidas. Culminado el
proceso de tincién, se realizé el montaje de las raicillas utilizando alcohol polivinilico, acido
lactico y glicerol (PVLG), para posteriormente ser observadas en el microscopio y atribuirles
el respectivo porcentaje de colonizacién utilizando el método propuesto por Trouvelot et al.
(1986). Las comparaciones de los porcentajes de colonizacion entre localidades se
realizaron utilizando el software PRISM, donde se realizaron pruebas no paramétricas como
la correlacién de Spearman, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis donde posteriormente se realizé
la prueba de comparaciones multiples de Dunn para determinar si existi6 una diferencia

significativa entre los grupos comparados.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 Hongos

Los hongos ocupan un lugar importante en el mundo, ya que a mas de desempefiar un
papel significativo en las funciones vitales del ecosistema como ciclaje de nutrientes y
descomposicion de materia organica, también influyen sobre las actividades relacionadas
con el ser humano como la produccion de alimentos, agricultura, biorremediacién, entre
otras (Mueller, 2011). Son esenciales como agentes primarios para la descomposicion en el
ciclo del carbono y nitr6geno, en el transporte de nutrientes siendo una pieza clave en el
desarrollo sostenible (Kavanagh, 2005). Se conocen aproximadamente mas de 100.000
especies. Sin embargo con el desarrollo de nuevas tecnologias como la secuenciacion de
nueva generacion se ha descubierto que la diversidad es mucho mayor. Se espera que en
los préximos afios se descubran varios miles de especies, ya que es uno de los reinos
menos conocidos (Spiteller, 2015) y asi se pueda lograr un mayor éxito de la comprension

de sus ciclos de vida y fisiologia (Misra et al, 2014).

1.2 Hongos formadores de Micorrizas (HFM)

Desempefian un importante rol, a través de la simbiosis establecida entre estos y las raices
de las plantas, conocidas como “micorrizas” (Mukerji et al, 2002), término que viene del
Griego "mycos” que significa hongo y “rhiza”, que significa raiz (Parniske, 2008); que son
“érganos de absorcion dobles, formados cuando los hongos simbiontes habitan los tejidos

sanos de la mayoria de las plantas terrestres, acuaticas o epifitas” (Trappe, 1994).

Los HFM se han convertido en los organismos benéficos mas habitualmente asociados
estudiados y explotados en la actualidad (Peterson al, 2004). Habitan en entornos
heterogéneos con condiciones variables en el suelo y las raices de las plantas, son muchas
las especies existentes de estos hongos, cada cual cumpliendo diferentes funciones. Los
HFM se han logrado aislar y reproducir para aprovechar al maximo sus funciones, es asi
que hoy en dia son altamente empleados tanto para fines agricolas, naturales y ecoldgicos
(Abbott & Johnson, 2016).

1.3 Tipos de Micorrizas

De acuerdo a su estructura y la funcion que desempefian se clasifican en: (1) Ectomicorrizas
gque forman una estructura a manera de manto y una red de hifas intercelulares denominada
red de Harting para encerrar a la raicilla; y (2) las Endomicorrizas que colonizan

intercelularmente a la raiz, las cuales a su vez se clasifican a su vez en Micorrizas



Arbusculares, Arbutoides, Monotropoides, Ericoides y Orquidoides (Peterson et al, 2004 y
Smith & Read, 2008).

Entre los HFM, por mucho los mas abundantes son los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA). Estos forman asociaciones simbidticas con importantes especies forestales y
cultivos (Peterson et al, 2004). Hace relativamente poco tiempo éstos fueron reclasificados
dentro del Phylum monofilético Glomeromycota (Schiler et al, 2001). Segun Wang & Qiu
(2006), el 80% de las especies vegetales y el 92% de familias de plantas terrestres, se
encuentran asociadas a los HMA. Esta relacion simbidtica, es el resultado de la co-evolucion
de estos organismos que de acuerdo a registros fosiles data de aproximadamente 460 y 350
millones de afios remontandose al periodo Ordovicico (Smith & Read, 2008). Se especula
que los HMA jugaron un papel preponderante en la adaptacion de las plantas acuaticas al
medio terrestre lo que demuestra la eficiencia del mutualismo y su relevancia en el reino
vegetal. Entre los beneficios de la asociacion para las plantas se encuentran el incremento
de la absorcion de nutrientes del suelo, ademas los HMA contribuyen al control biolégico de
organismos patdgenos especialmente del suelo, e influyen positivamente en la diversidad de
comunidades de plantas (Smith & Read, 2008 y Montafio et al, 2007). A mas de esto se ha
logrado determinar que sirven de alimento para otros organismos y que facilitan la
dispersién de bacterias (Heijden & Horton, 2009). Los HMA no producen un cambio notorio
en el sistema radicular de sus hospederos y sus caracteristicas peculiares Unicamente
pueden ser observadas con la ayuda del microscopio. Las raices deben ser sometidas a un
tratamiento especial para poder analizar sus estructuras internas, tal como la tincion
utilizando distintos tipos de tintas (ej. azul de metileno, azul tripan, etc.) para ser

posteriormente ser analizadas mediante microscopia de luz (Peterson et al, 2004).

1.4 Estructuras morfologicas de las micorrizas

Las estructuras morfolégicas caracteristicas que componen a los HMA son conocidas como
arbusculos, vesiculas, células auxiliares, hifas y esporas (Parniske, 2008), estas se
encuentran tanto en el micelio intraradical como en el extraradical y crean una superficie de

contacto entre las estructuras radiculares y los recursos del suelo (Hodge & Storer, 2014).

1.4.1 ArbuUsculos.

Los arbusculos son ramificaciones dicotémicas repetidas de una hifa dando lugar a una
estructura similar a un pequefio arbol, de ahi el nombre. Los arbusculos producen una
invaginacion de la membrana celular aumentando asi la superficie de contacto entre el HMA
y el hospedero (Peterson al, 2004). De estas estructuras caracteristicas proviene el nombre

de Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) (Smith & Read, 2008). Su funcién es cumplir la
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interaccion con la planta huésped, asi como también la regulacion bioquimica, energética y

del intercambio de nutrientes (Souza, 2015).

Existen dos tipos de colonizacion radicular, el tipo Arum, donde las hifas intercelulares
penetran las paredes celulares en la corteza interna de la raiz y se ramifican formando
finalmente una estructura arbdrea altamente ramificada; y también existen el tipo Paris,
donde las hifas crecen de célula a célula desarrollando estructuras intracelulares tipo rulos
en la corteza de la raiz con numerosos arbusculos pequefios intercalados por célula (Smith
& Smith, 1997).

1.4.2. Vesiculas.

Las vesiculas, se forman en el micelio intraradical y cumplen la funciéon de estructuras de
reserva del hongo (Cuenca et al, 2007), almacenando lipidos compuestos que proporcionan
energia durante el desarrollo del HMA y también se encargan del mantenimiento y el
crecimiento de los hongos después de la interrupcion de la funcién metabdlica de la raiz
(Souza, 2015).

1.4.3 Hifas.

Las hifas son filamentos cilindricos que en conjunto forman un micelio (Lura et al; 1997). El
micelio estd compuesto de dos fases: (1) fase extraradical en donde, se producen esporas
(y en algunos casos células auxiliares), se forman hifas que absorben nutrientes y se
facilitan nuevos puntos de entrada a lo largo de la raiz de la planta huésped y (2) fase
intraradical en donde se almacenan lipidos en forma de vesiculas, y se produce el

intercambio bidireccional de nutrientes (via los arbusculos) (Souza, 2015).

1.4.4 Esporas.

Las esporas representan estructuras de supervivencia y proporcionan resistencia,
principalmente se encargan de la dispersion y el establecimiento de los HMA. Hace algunas
décadas representaron un alto valor dentro de la taxonomia para la identificacion de

diferentes especies de HMA (Souza, 2015).

1.4.5 Células auxiliares.
Se las considera como analogas a las vesiculas intrarradicales (Guerrero & Azcon, 1996).
Son estructuras formadas en el micelio extrarradical en especies de las micorrizas
arbusculares, en ocasiones, son formadas a densidades elevadas, de manera que la

transferencia de C orgénico de las raices al suelo es considerable, invirtiendo mas energia



en absorcion y translocacion de nutrientes, asi como en la respiracion y el crecimiento del
hongo (Smith & Read, 2008).

En conjunto, todas estas estructuras contribuyen al funcionamiento y la estabilidad de los
ecosistemas, desempefiandose como un factor principal que contribuye al mantenimiento de
la biodiversidad vegetal (Smith & Read, 2008). Segun Van der Heijden et al, (1998), a una
alta diversidad de HMA, la riqueza de especies vegetales aumenta significativamente, por lo
que es necesario prestar interés en estos hongos considerando su proteccion y gestion para

el futuro.

1.5 Bixa orellana

Conocida comunmente como achiote, es una planta nativa de América del sur que es
ampliamente cultivada en muchos paises por su uso tanto ornamental como medicinal,
atribuyéndole también la capacidad de ser un regenerador del suelo (Barbieri et al, 2011).

Taxonémicamente se clasifica asi:

Tabla 1.Taxonomia de Bixa orellana

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae Novak ex Tajt.
Superorden Rosanae Tajt
Orden Malvales Juss.
Familia Bixaceae Kunth

Género Bixa



Especie B. orellana L.

Fuente: (Trépicos, 2016).

Es conocida por presentar el pigmento bixina que produce la coloracion roja en sus semillas,
este pigmento es usado desde la antigiedad y no es toxico, por lo que ocupa un lugar
importante en el mercado de colorantes alimenticios y la industria cosmética (Venugopalan
et al, 2011). La bixina se aislé por primera vez de las semillas de Bixa orellana en 1875y en
1961 se completé su estructura quimica, este pigmento pertenece a la pequefia clase de
carotenoides naturales, y esta formado por 25 atomos de carbono, teniendo como férmula
molecular C2sH3004 (Perecin et al, 2002). Hoy en dia, mas de dos docenas de sustancias
han sido aisladas de las semillas de Bixa orellana, a mas de la bixina y norbixina, se han
obtenido otros compuestos como la isobixina, beta-caroteno, criptoxantina, entre otros (Vilar
et al, 2014). Ademas, las semillas se encuentran compuestas por concentraciones altas en
celulosa entre: 40 a 45%, 3,5 a 5,5% de azucares, 0,3 a 0,9% de aceites esenciales, 4,5%
de pigmentos, y 13 a 16% de proteinas y alfa y beta-caroteno (Oliveira, 2005)

Asi el carotenoide conocido como bixina, a mas de ser importante por sus propiedades
antibacteriales, analgésicas y antinflamatorias, ha demostrado ser un importante agente
preventivo del cancer debido a su eficiencia como antioxidante (Muthukumar et al 2014 y
Saini et al, 2015).

1.6 Objetivos

Objetivo General:

Determinar el porcentaje de colonizacion radicular de Bixa orellana por hongos micorrizas

arbusculares colectadas en diferentes localidades de la provincia de Loja y Zamora

Chinchipe.
Objetivos especificos:

- Comprobar la presencia de hongos micorrizicos arbusculares en Bixa orellana, mediante la

evaluacion del porcentaje de colonizacion radicular.

- Correlacionar el porcentaje de colonizacion de HMA con el estado fenolégico de las

plantas.

- Correlacionar el porcentaje de colonizacién con la diversidad genética de los individuos de

las poblaciones de Bixa orellana muestreados.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Area de estudio

En el presente estudio, se muestrearon poblaciones de B. orellana de cuatro localidades,
dos de ellas ubicadas en la provincia de Zamora Chinchipe y dos en la provincia de Loja.
Las parcelas de B. orellana seleccionadas para el muestreo de raices presentaron diferentes
condiciones para el desarrollo de la especie, al pertenecer a diferentes condiciones

climaticas asi como también al tipo de suelo en el que se desarrollaron.

Tabla 2. Condiciones en las que las poblaciones de Bixa orellana se desarrollaron.

Sitio Rango Tipo de suelo Orientacion | Estado
Fenologico

La Pituca - 1984 a 1368 | Franco-Arcilloso NorEste floracion y

Romerillo m.s.n.m. fructificacion

Los Encuentros- | 820 a 867 | Arcillo-Arenoso NorOeste floracién

Paquisha m.s.n.m. fructificacion

Lauro Guerrero | 1364 a 1862 | Franco -Arcilloso | SurEste floracion

et al. m.s.n.m. fructificacion

Macarda - La|390 a 777 | Org-Franco- Este fructificacion

Mandala. m.s.n.m. Arenoso

Fuente: (Autor).

La provincia de Zamora Chinchipe, se encuentra ubicada 79°30'07” Oeste y 78°15°07” Sur
de la regién Sur de la Amazonia Ecuatoriana, limita al Norte con la provincia de Azuay y
Morona Santiago, al Sur y al Este con la Republica del Perd y al Oeste con la provincias de
Azuay y Loja (ECORAE, 2001), contando con una superficie de 10.572,03 Km2 que equivale
al 4,4% del territorio ecuatoriano, cuenta con una precipitacion de 2000 mm por afio y una
temperatura entre 17° y 22°C (GADP Zamora Chinchipe, 2011). Es considerada una zona
de transicidn de la vegetacion, entre bosques andinos y tropicales humedos, ya que rango

altitudinal varia desde los 815 hasta 2800 m s.n.m. (Lozano, 2002).

Dentro de esta provincia, las dos localidades escogidas para el estudio fueron La Pituca-
Romerillo ubicada en el cantén Zamora, 4°6°'22” Sur y 78°56°'40” Oeste, con una altitud que
va de 984 a 1368 m s.n.m., en donde el tipo de suelo predominante es el franco-arcilloso
(FA), la segunda localidad se encontré localizada en la via Los Encuentros-Paquisha,
3°51'25” Sur y 78°41°04” Oeste, comprendiendo una altitud desde 820 a 867 m. s.n.m., con

un tipo de suelo arcilloso-arenoso (AA).
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La provincia de Loja, se encuentra ubicada 03° 39'55” y 04°30°38” Sur y, 79°05'58" y 79° 05'
58" Oeste en el extremo sur de la Sierra Ecuatoriana, limita al Norte con la provincia del
Azuay, al Sur con la Republica del Peru, al Este con la provincia de Zamora Chinchipe y al
Oeste con la provincia de El Oro (GPL, 2012). Posee una superficie de 11.065,42 kmz,
presentando un relieve muy irregular con un rango altitudinal que va desde los 700 hasta
sobrepasando los 3700 m.s.n.m., es por esto que el gradiente térmico también es irregular

presentando temperaturas entre los 9°C hasta mas de 24°C (INEC, 2011).

Las localidades elegidas para el estudio en esta provincia fueron Lauro Guerrero ubicado en
el canton Paltas, 3° 50' Sur y 79° 45' Oeste, con una altitud que va aproximadamente de
1364 a 1862 m s.n.m., cuyo tipo de suelo es franco-arcilloso (FA); otra localidad estudiada
fue La Mandala ubicado en el cantén de Macara, 4°24'0" Sur y 79°57'0" Oeste, comprende
una altitud que va desde 390 a 777 m s.n.m., presentando un suelo tipo Org-Franco —
Arenoso (OFA).

2.2 Muestreo

Se muestrearon al azar 30 individuos por cada localidad. En total fueron 120 muestras de
raices de Bixa orellana (ej. 30 individuos x 4 localidades). Las raices fueron conservadas en
etanol al 70% en tubos eppendorf de 2 ml hasta el momento de su analisis. Posteriormente,
de cada muestra se tomaron 30 raicillas de aproximadamente 2 cm de longitud, las cuales
fueron enjuagadas en agua corriente y luego sometidas a un proceso de tincién con azul de
metileno para su posterior evaluacion en el microscopio y cuantificacién del porcentaje de

colonizacioén

2.2.1Tincién de raices:
El proceso de tincién se desarroll6 siguiendo la metodologia propuesta por Philips y Hayman
(1970). Previo a la tincion, se realizaron cortes de segmentos de raices con una longitud de
2 cm. Las raices fueron lavadas con agua en un tamiz para eliminar el suelo adherido;
seguidamente en cada tubo se agregé KOH al 10% de tal manera que quedaron cubiertas
totalmente y fueron llevadas al plato calentador a 70°C por 60 min, culminado este tiempo
fueron enjuagadas con agua corriente para luego afiadir HCL al 10% por 2 min a
temperatura ambiente, se retird el 4cido sin lavar las raices y se agreg6 azul de metileno
preparado con &cido lactico cubriéndolas totalmente y fueron llevadas nuevamente al plato

calentador a 70°C por 60 min.

Culminado el proceso de tincion, se realizd el montaje de las raicillas en placas portaobjetos,
colocando 10 de ellas por cada placa utilizando polivinil-lactoglicerol (PVLG), obteniendo asi

3 placas por cada muestra (individuo).
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2.2.2. Porcentaje de colonizacion
Se analizaron en el microscopio las muestras preparadas con el lente de 40X, asignandoles
a cada segmento analizado una categoria segun el porcentaje de colonizacién que se

detectd, teniendo como referencia la tabla siguiente:

Tabla 3. Porcentaje de Colonizacién

Categoria % de Colonizacién
0 0%
1 <1%
2 2-10%
3 11 - 50%
4 51 —-90%
5 >90%

Fuente: (Trouvelot et al, 1986)

0 1 2
0% <1% <10% <50% >50% >90%

Figura 1. Escala de evaluacién del porcentaje de colonizacién micorrizica

Fuente: (Trouvelot et al, 1986)
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Con los datos de las categorias obtenidas, se realizd el calculo de la intensidad de

colonizacion, a partir de la siguiente formula:

95n° + 70n* + 30n3 + 5n2% + n!
N

%M =

En donde:
n®>= Al nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 5
n*= Al nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 4
n®= Al nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 3
n®= Al nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 2
n'= Al nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 1
N = Numero total de fragmentos.

2.2.3 Estado Fenologico y Diversidad Genética

El estado fenoldgico de las plantas, al igual que el tipo de suelo de las localidades, fue
establecido mediante observacion directa paralelamente al muestreo, en donde se concluyé
que a pesar que las poblaciones se encontraron en diferentes orientaciones y altitudes, para

B. orellana, el estado fenolégico fue indeterminado.

Los datos de diversidad genética de B. orellana, fueron compartidos por el departamento de
Ciencias Bioldgicas, quienes se especializan en estudios de diversidad genética en plantas
para poder determinar la posible correlacion entre porcentaje de colonizacioén y la diversidad

genética. Los datos han sido compartidos en el Anexo 2.

2.3. Andlisis de datos

El programa utilizado fue el software PRISM 7, en donde la correlacion entre el porcentaje
de colonizacion HMA con el estado fenoldgico, se establecié mediante la prueba U de Mann-
Whitney que es una prueba no paramétrica, ya que en este caso se contd Unicamente con
dos tipos de estados fenoldgicos que fueron el de floracion-fructificacion y el de
fructificacion. Se realizaron también correlaciones entre el porcentaje de colonizacién con
otras variables como la orientacion, altura y el tipo de suelo, a través de la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y posteriormente se realizé la prueba de comparaciones
multiples de Dunn para determinar si existi6 una diferencia significativa entre los grupos

comparados.
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Para establecer la correlacion entre la diversidad genética de los individuos de las
poblaciones de B. orellana y el porcentaje de colonizacibon de HMA, se determind la

correlacion de Spearman.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Colonizacién de raices
Se logré comprobar la presencia de HMA en las plantaciones de Bixa orellana (Figura 2). En

el microscopio con el lente de 40X, se observo que en casi la totalidad de los fragmentos de

las raices existia colonizacion de HMA (ANEXO 1).

VESICULA

Figura 2. Presencia de HMA en raices de B. orellana (Hifas y Vesiculas)

Se constato la presencia de un gran nimero de hifas y vesiculas, mientras que la presencia
de arbusculos en este caso fue nula, una razén de ello podria ser a que el proceso de
tincion no permitid la visualizacion de dichas estructuras, debido a que las raicillas
estudiadas eran gruesas, necesitando en algunos casos mayor tiempo de tincion, y si ésta
luego de la modificacion del protocolo continud siendo débil, pudo impedir la observacion de

los arblsculos en las muestras estudiadas. Otra respuesta a la ausencia de estas
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estructuras segun Cano-Santana (2008), es que la vida de un arbdsculo es muy corta,
durando entre 8 y 14 dias, luego de este tiempo el arblsculo se degrada o entra en un
periodo de senescencia, donde al final desaparecen.

Segun Parniske, 2008, la vida de los arbusculos estd influenciada por la capacidad de
administrar fosfato y otros nutrientes, por lo que la planta desarrolla un mecanismo para
mantener los mas eficientes y eliminar el resto mediante una degradacion temprana, ya que
son los responsables de la transferencia bidireccional de nutrientes durante la simbiosis
planta-hongo (Javot et al., 2007).

A través de los datos expuestos en la figura 3, se puede afirmar que en la localidad de los
Encuentros-Paquisha se encontré6 mayor presencia de colonizacion, seguidamente de
Macara-La Mandala, La Pituca-Romerillo y finalmente con menor intensidad la localidad de

Lauro Guerrero.

Porcentaje de Colonizacion

Zonas de muestreo

Figura 3. Porcentaje de colonizacion por HMA, segun las comunidades muestreadas
de Bixa orellana.

3.2 Correlacion del porcentaje de colonizacidon con el estado fenolégico y el tipo de
suelo

En las 4 localidades, segun los 30 individuos muestreados por cada una, existieron dos tipos
de estados que fueron floracion-fructificacion para los sitios de La Pituca - Romerillo, Los
Encuentros - Paquisha, Lauro Guerrero, mientras que solamente para Macara - La Mandala

se determind el estado de fructificacion. Con la informacidén obtenida, se pudo realizar el
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respectivo calculo del porcentaje de colonizacién propuesto por Trouvelot, et al (1986)
(Figura 3), donde resultaron los siguientes datos de las 4 localidades estudiadas (Figura 3),

los promedios de colonizacién se encuentras descritos también en el anexo 2.

Existio un fuerte efecto del sitio de muestreo en la determinacion del porcentaje de
colonizacién, las variables como la altitud y orientacion, son significantes en este trabajo
debido a que a medida que varian, la temperatura y las condiciones del medio lo hacen
también, tomando en cuenta que son dos regiones diferentes, a mas de que pueden existir
otros factores que se encuentren influyendo indirectamente en los resultados obtenidos,
pero sobre los que se enfocd este trabajo fue en la influencia del estado fenologico y el tipo

de suelo.

En cuanto a la relacién del porcentaje de colonizacion de HMA con el estado fenolégico de
las plantas, los analisis realizados arrojaron datos significativos para esta variable
(P=0.0482), siendo el estado de fructificacién, quien demostrd tener mayor presencia de

colonizacion.
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Figura 4. Relacién entre el porcentaje de colonizacion y el estado fenol6gico

Estos resultados difieren con varios estudios analizados como los de Herrera-Corrales y
colaboradores (2014), en donde el porcentaje de colonizacion mas elevado era en el estado
de floracion, una razon para este hecho es que la colonizacion esta relacionada a las

diferentes rutas metabdlicas que tienen las plantas (C3 o C4) (Montafio et al., 2001).
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Sin embargo, lo obtenido coincide con lo realizado por Cortés-Sarabia y colaboradores
(2009), en el cual, la mayor presencia de colonizacion en Annona diversifolia (llama) la cual
muestra una estacionalidad marcada, ubicada a una altitud de 360 m.s.n.m, fue durante los
periodos de fructificacion, donde las plantas necesitan mas nutrientes para poder

desarrollarse, en comparacién con las que se encontraban en estado vegetativo.

Lo mismo ocurre con el estudio realizado por Adriano y colaboradores (2008), quienes
comprobaron que el nivel de colonizacién por HMA, en este caso de Mangifera indica
(mango Ataulfo), que en este caso habité en un clima calido-hiumedo, con una temperatura
promedio de 28°C, tuvo su maximo nivel durante la fase de fructificacion, atribuyendo esto a
la necesidad de incorporar mas nutrientes durante esta etapa para compensar a la planta y

se logre el crecimiento normal de los frutos.

Se realiz6 también un andlisis para evaluar la relacion del estado de colonizacion frente a el
tipo de suelo, en donde el analisis realizado indicé que existe diferencia significativa entre
los grupos analizados (P=0.0002), que se demostrdé luego de realizar la prueba de
comparaciones multiples de Dunn, la cual efectivamente indicé que existe una diferencia
entre el grupo de suelos franco arcillosos y los suelos arcillo-arenosos y 6rgano-franco
arcillosos, que se ve reflejado en la figura 5, en donde la mayor presencia de colonizacion se
mostré en los suelos arcillo-arenosos, seguido por los suelos 6rgano-franco arcillosos y por

Gltimo los suelos franco-arcillosos

Porcentaje de Colonizacion

<& v &F

Tipo de Suelo

Figura 5. Relacion entre el porcentaje de colonizacion y el tipo de suelo.

Los suelos franco-arcillosos, correspondientes a la Pituca-Romerillo y Lauro Guerrero,
coinciden con ser en los que mas actividad antrépica se realizé, esto se confirma con los

resultados de Vera y colaboradores (2015), donde se inhibe la colonizacién al existir
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residuos de contaminantes como pesticidas vy fertilizantes minerales. Mientras mas intensa
sea la agricultura, la colonizacion de HMA se altera, disminuyendo notablemente y
volviéndolos vulnerables (Azcén-Aguilar et al, 1995). Estudios demuestran que la agricultura
modifica las propiedades bioldgicas y quimicas de suelo, por lo que las comunidades de
HMA cambian, en comparacion con un ecosistema natural, aunque este proceso puede
también estar influenciado por las plantas hospedadoras y las practicas de rotacion de

cultivos (Fernandes et al; 2016).

Los resultados concuerdan con los reportados por Opik y colaboradores (2006),
observaron que las comunidades de HMA difieren entre ecosistemas y que la diversidad de
taxones disminuye del bosque tropical al pastizal, al bosque templado y a los ecosistemas
degradados. Segun Khanam y colaboradores (2006), influyen en la colonizacion de HMA,
factores como el pH, la humedad del suelo, la disponibilidad de nutrientes, pero a mas de
esto un punto importante es la adaptabilidad que estos HMA tengan en el medio en el que

se desarrollan.

3.3 Correlacion del porcentaje de colonizacion con la diversidad genética

Las pruebas de Spearman realizadas al 95% de confianza, demostraron que no existié una
correlacion entre el porcentaje de colonizacién y la diversidad genética de las hojas de B.
orellana, en ninguna de las localidades muestreadas: Pituca-Romerillo (P= 0,1993), Los
Encuentros-Paquisha (P=0,1918), Lauro Guerrero (P=0,4885), Macara- La Mandala
(P=0,3129), las gréficas obtenidas se muestran en el Anexo 3. La razén de no fueron

suficientes como para realizar la prueba.

Sin embargo, son muchos los estudios realizados para el analisis del efecto que tienen los
HMA en diferentes comunidades vegetales, segin Van der Heijden y colaboradores (1998),
el papel de los HMA es fundamental en el mantenimiento, la estructura y diversidad de las
plantas, su influencia sobre las comunidades vegetales puede afectar al crecimiento de las
mismas, interviniendo asi en su capacidad de coexistir con otras especies. Se ha
determinado que los HMA no demuestran una especificidad al momento de elegir sus
hospederos (Smith & Read, 2008), es por esto que a pesar de poder formar una simbiosis
con cualquier planta, pueden beneficiar a los hospederos de manera diferente, dependiendo
del efecto que estos estén provocando en cada individuo, demostrando en algunos casos
mayores beneficios en algunos hospederos que en otros (Lee et al; 2013). Sin embargo se
ha prestado poca atencion a la investigacion de la diversidad de individuos dentro de una

especie, es decir su diversidad genotipica, y como esta se encuentra influenciado a los
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diversos procesos naturales que se dan en los ecosistemas, lo cual es importante para
entender como los genes interactian con el entorno quimico, fisico y biolodgico (Johnson et
al; 2012).

Segun Hoeksema (2010), la intensidad de colonizacion micorrizica y la respuesta de la
planta a esta colonizacion, exhiben una variacion genética hereditaria sustancial dentro de
las especies de plantas y hongos y por lo tanto tienen el potencial para responder a la
seleccidn coevolucionaria, que se encuentra desarrollando un papel importante en el
impulso de la diversificacién dentro y entre las poblaciones de plantas y los HMA. Se sabe
que los individuos dentro de una especie varian claramente en aspectos funcionales y
reproductivos, que son llevados a cabo por los factores ambientales y genéticos presentes,
es asi que la interaccion entre las especies de plantas y los HMA, se encuentran influyendo
de manera importante en el mantenimiento de la biodiversidad y la regulacion de los

recursos que se encuentran presentes en el medio. (Yang et al; 2012).

La gendmica de las poblaciones de HMA y de las poblaciones de plantas, es fundamental
para entender hasta qué punto la variacion individual en los atributos funcionales clave se
basa genéticamente (Johnson et al; 2012). Al influir la diversidad de especies de HMA
presentes en el medio en la productividad y la diversidad de las plantas que habitan en el
lugar, en estudios posteriores, se deberia tomar en cuenta también el analizar la diversidad
genética de HMA existente en un ecosistema determinado para llegar a comprender
mediante analisis mas precisos, los efectos y beneficios que brindan en el medio las

diferentes especies de HMA gue se encuentran colonizando un individuo.
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CONCLUSIONES

Se comprobd que en las 4 poblaciones de Bixa orellana casi la totalidad de muestras de
raices mostraron presencia de estructuras de HMA. En estudios posteriores se podrian
dilucidar las funciones se encuentran cumpliendo exactamente las comunidades de HMA en

esta simbiosis.

Se logré determinar que en los sitios mas intervenidos hubo una menor presencia de
colonizacién, una razén para esto fue la agricultura practicada en estos sectores, que
permitié que la comunidad de HMA sufriera cambios y no sea igual que en otros sitios, a
mas de que ha quedado establecido que siempre seran diferentes dependiendo del

ecosistema que se encuentren colonizando.

Los HMA tienen distintos patrones de distribucion dependiendo de los ecosistemas en los
gque habiten, los factores climéticos y biogeograficos influyen en su desarrollo, por lo que en
algunos casos mostraran mas beneficios en unas plantas colonizadas que en otras. Por
ende es necesario el estudiar la influencia de otras variables importantes de las que puede
depender el mantenimiento de las comunidades de HMA en diferentes poblaciones a

estudiarse.
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RECOMENDACIONES

Para realizar una tincion y observacion exitosa de las estructuras de los HMA, hay que tener
en cuenta el tipo de raiz con el que se va a trabajar, ya que en este caso pese a las
modificaciones realizadas en el protocolo de tincién, en muchas muestras ésta se torné muy
débil debido al grosor de la raiz, dificultando el proceso de observacion de algunas
estructuras.

También todo este proceso, debe realizarse lo mas pronto posible luego de la colecta del
material, para asi asegurar que las estructuras no se deterioren o en el caso de los

arbusculos desaparezcan.

Todas las variables analizadas en este estudio se encuentran influyendo en el proceso de
colonizacién de HMA, para una investigacibn mas detallada, se deberian complementar
analisis que involucren la temperatura y la humedad existente en las poblaciones, ya que

son factores importantes para el desarrollo y supervivencia de los HMA.

Dentro de los andlisis genéticos es importante mencionar que se deben hacer estudios mas
especificos sobre la diversidad genética de los HMA que se encuentran colonizando las

raices, ya que cada especie cumple una funcion diferente.
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ANEXO 1

Tabla 4. Promedio del porcentaje de colonizacién de las 4 zonas muestreadas

Poblacién Individuo Promedio de Colonizacion
Pit_Rom BO_121 13,17
Pit_Rom BO_122 21,85
Pit_Rom BO_123 7,30
Pit_Rom BO_124 25,70
Pit_Rom BO_125 19,30
Pit_Rom BO_126 31,65
Pit_Rom BO_127 16,70
Pit_ Rom BO 128 5,80
Pit_Rom BO_129 10,17
Pit_Rom BO_130 17,35
Pit_Rom BO_131 12,00
Pit_Rom BO_132 1,35
Pit_Rom BO_133 1,73
Pit_Rom BO_134 19,43
Pit_Rom BO_135 1,13
Pit_Rom BO_136 11,43
Pit_Rom BO 137 1,37
Pit_Rom BO_138 5,80
Pit_Rom BO_139 9,03
Pit_Rom BO_140 18,50
Pit_Rom BO_ 141 3,93
Pit_Rom BO_142 5,60
Pit_Rom BO_143 1,47
Pit_Rom BO_144 2,77
Pit_Rom BO_145 12,23
Pit_Rom BO_146 13,17
Pit_Rom BO_147 1,07
Pit_Rom BO_148 16,40
Pit_Rom BO_149 48,03
Pit_Rom BO_150 21,50
Enc_Paq BO_151 14,50
Enc_Paq BO_152 6,90
Enc_Paq BO_153 18,30
Enc_Pagq BO_154 22,83
Enc_Paq BO_155 4,10
Enc_Pagq BO_156 15,37
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Enc_Paq BO_157 27,03
Enc_Paq BO_158 8,20
Enc_Paq BO_159 29,33
Enc_Paq BO_160 18,47
Enc_Paq BO_161 25,97
Enc_Paq BO_162 5,93
Enc_Paq BO_163 18,47
Enc_Paq BO_164 37,90
Enc_Paq BO_165 7,73
Enc_Paq BO_166 20,13
Enc_Paq BO_167 39,43
Enc_Paq BO_168 44,20
Enc_Paq BO_169 1,70
Enc_Paq BO_170 33,37
Enc_Paq BO 171 21,20
Enc_Paq BO_172 3,13
Enc_Paq BO_173 0,30
Enc_Paq BO_174 19,90
Enc_Paq BO_175 1,40
Enc_Paq BO_176 19,97
Enc_Paq BO_177 21,80
Enc_Paq BO_ 178 0,35
Enc_Paq BO_179 2,07
Enc_Paq BO_180 7,23
L_Guerrero BO_ 181 3,40
L_Guerrero BO_182 5,57
L_Guerrero BO_183 1,63
L_Guerrero BO_184 10,10
L_Guerrero BO_185 16,77
L_Guerrero BO_186 14,40
L_Guerrero BO_187 8,23
L_Guerrero BO_ 188 5,50
L_Guerrero BO_ 189 4,63
L_Guerrero BO_190 2,57
L_Guerrero BO 191 17,93
L_Guerrero BO_ 192 2,23
L_Guerrero BO_193 0,23
L_Guerrero BO_194 1,05
L_Guerrero BO_195 1,73
L_Guerrero BO_196 3,65
L_Guerrero BO_197 3,15
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L_Guerrero BO_198 4,57
L_Guerrero BO_199 10,75
L_Guerrero BO_200 0,73
L_Guerrero BO_201 7,57
L_Guerrero BO_202 6,80
L_Guerrero BO_203 10,57
L_Guerrero BO_204 17,67
L_Guerrero BO_205 4,77
L_Guerrero BO_206 39,00
L_Guerrero BO_207 20,25
L_Guerrero BO_208 14,60
L_Guerrero BO_209 10,57
L_Guerrero BO_210 11,20
Mac_Mand B0O_221 32,07
Mac_Mand B0 222 6,80
Mac_Mand BO_223 24,67
Mac_Mand B0O_224 7,17
Mac_Mand B0 225 8,20
Mac_Mand B0 226 48,03
Mac_Mand BO_227 6,17
Mac_Mand B0O_228 38,67
Mac_Mand BO_229 12,50
Mac_Mand B0O_230 13,50
Mac_Mand BO_231 12,17
Mac_Mand BO 232 28,83
Mac_Mand BO_233 15,50
Mac_Mand B0_234 6,83
Mac_Mand BO_235 12,00
Mac_Mand BO_236 12,00
Mac_Mand BO_237 0,25
Mac_Mand BO_238 0,60
Mac_Mand BO 239 5,87
Mac_Mand BO_ 240 4,17
Mac_Mand BO_241 4,00
Mac_Mand BO 242 6,50
Mac_Mand BO_243 13,50
Mac_Mand BO_244 17,83
Mac_Mand BO_245 9,67
Mac_Mand BO_246 20,50
Mac_Mand BO_247 31,50
Mac_Mand BO_248 6,20
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Mac_Mand

BO_249

36,83

Mac_Mand

BO_250

7,83

Fuente: Autor
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ANEXO 2

Tabla 5. Datos de Diversidad genética de las hojas de Bixa orellana

Cddigo de la | Poblacién Genotipo Nro de individuos Cédigo del
muestra en cada genotipo genotipo

BO-121 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g 0|H

BO-122 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g 0O|H

BO-123 Pit-Rom 231231184184184184210210164164214214193193253256174174g 1 76

BO-124 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642142141931932532561741749g 1 53

BO-125 Pit-Rom 2312311561561841841881881641642222221781932532531761769g 1 47

BO-126 Pit-Rom 2312311561561841841882101641642222221781932532561761769g 1 50

BO-127 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642082221781782562561761769g 1 51

BO-128 Pit-Rom 231231156156184184188188164164222222178178256256176176¢g 1 46

BO-129 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932562561761769 0]l

BO-130 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g 0| H

BO-131 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g O|H

BO-132 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642082141931932562561761769g 0|F

BO-133 Pit-Rom 2312311561561761842102101801802142221781782562561761769 1 40

BO-134 Pit-Rom 2312311561561761762102101641802142221781932532561761769g 1 31

BO-135 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642142221931932562561761769g 1 55

BO-136 Pit-Rom 231231156156176188210218164180208222178193256256174174g 1 42

BO-137 Pit-Rom 2312311561561761762102101641802082141781932562561761769g 1 29

BO-138 Pit-Rom 2312311561561761841882101641642142141931932562561741749g 1 33

BO-139 Pit-Rom 2312311561561761762102101801802142221781932532561761769g 1 32

BO-140 Pit-Rom 2312311561561761842102101801802222221781932532561741749g 1 41
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BO-141 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g OH
BO-142 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769 O|H
BO-143 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761764g O|H
BO-144 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g OH
BO-145 Pit-Rom 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g OH
BO-146 Pit-Rom 2312311561561841842102101641802222221781932532561761764g 1 57
BO-147 Pit-Rom 2312311561561841882102101641802222221931932532561761769g 1 61
BO-148 Pit-Rom 2312311561561761842102101641802082221781932562561761769g 1 38
BO-149 Pit-Rom 2312311561561761842102101641802142221781932562561741749 1 39
BO-150 Pit-Rom 2312311561561761762102101641802142221781932532531741749g 1 30
BO-151 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642222221931932532531761769g 1 56
BO-152 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642222221931932532561761769g 10 | H
BO-153 Enc_Paq 2312311561561761762102101641642082221931932562561761769 1 25
BO-154 Enc_Paq 2272311561841761882102101641642222221931932532561741749g 1 19
BO-155 Enc_Paq 2312311561941761762102101641642222221931932562561761769g 1 69
BO-156 Enc_Paq 2312311561941761842102101641642222221931932562561761769 1 70
BO-157 Enc_Paq 231231156184184184210210164180222222178193253256174174¢g 1 67
BO-158 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642142221931932562561721729g 1 54
BO-159 Enc_Paq 231231156156176184210210164164214222193193256256172172g 1 37
BO-160 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642082221931932532561761764g 1 52
BO-161 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642082221931932562561761769g 0|G
BO-162 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642082221931932562561761769g 2| G
BO-163 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642082141931932562561761769 2| F
BO-164 Enc_Paq 2272271561561841842102101641642222221931932532561761769 OA
BO-165 Enc_Paq 2312311561561761842102101641642082141931932562561761769g 1 35
BO-166 Enc_Paq 22723115616617618221021016416422222219319325625617417649 1 16
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BO-167 Enc_Paq 2312311561561761762102101641642142221931932562561761769g 1 26
BO-168 Enc_Paq 2312311561561761842102101641642082221931932532561761769 1 36
BO-169 Enc_Paq 2312311661661761762102101641642222221931932562561741749 1 73
BO-170 Enc_Paq 2312311561561761762102101641642222221931932532561761769g 1 28
BO-171 Enc_Paq 2312311561561761841882101641642142221931932562561761769g 1 34
BO-172 Enc_Paq 2312311561561841841882101641642142141931932532561761769 1 49
BO-173 Enc_Paq 2312311561841841882102101641802222221781932562561761769g 1 68
BO-174 Enc_Paq 231231156156188188210210164164208222178178253256176176¢g 1 62
BO-175 Enc_Paq 2312311561561881882102101641802082221781932532561761769 1 63
BO-176 Enc_Paq 2312311561561841882102101641802222221781782562561761769 1 60
BO-177 Enc_Paq 231231156156176176210210164164222222193193253256174174¢g 1 27
BO-178 Enc_Paq 2312311561561841842102101641642222221931932562561761769g 2

BO-179 Enc_Paq 2312311561561761762102101641642082141931932532531761769 1 24
BO-180 Enc_Paq 2312311561941841901882181641642222221931932532561761769g 1 71
BO-181 Lauro Guerrero | 2272311561561841841901901641642222221931932562561761769 1 13
BO-182 Lauro Guerrero | 227231156166184184210218164164214222193193253256174176¢g 1 18
BO-183 Lauro Guerrero | 227231156156172184210210164164214222193193253256176176¢g 1 12
BO-184 Lauro Guerrero | 2272271561561841842102101641642222221931932532561761769 0

BO-185 Lauro Guerrero | 227227154154184184188210164164214222193193253256176176¢g 1

BO-186 Lauro Guerrero | 227227154154184184210210164164222222193193256256176176¢g 1

BO-187 Lauro Guerrero | 2272271561561841842102101641642222221931932532561761769 0

BO-188 Lauro Guerrero | 227227166166184184218218164164214214193193253256174174g 1 8
BO-189 Lauro Guerrero | 227231156166184184188218164164214214193193253256174174¢ 1 17
BO-190 Lauro Guerrero | 227231154156184184188218164164214222193193253253176176¢g 1 9
BO-191 Lauro Guerrero | 2312311561661841841882101661662142221931932532561761769 1 66
BO-192 Lauro Guerrero | 227231156156172184188210164164214222193193253253176176¢g 1 11
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BO-193 Lauro Guerrero | 2272271561561841841882101641642082141931932532561761769 1 3
BO-194 Lauro Guerrero | 2272311561561721841882101641642142141931932532561761769g 1 10
BO-195 Lauro Guerrero | 2312311561661721841882101641642142221931932562561761769g 1 65
BO-196 Lauro Guerrero | 2312311561561721841881881661662142141931932532561761769 1 23
BO-197 Lauro Guerrero | 2312311561661721721881881661662142141931932532561761769 1 64
BO-198 Lauro Guerrero | 2312311561561721721882101661662142221931932532561761769g 0
BO-199 Lauro Guerrero | 2312311561561721721882101661662142221931932532561761769 2
BO-200 Lauro Guerrero | 2312311561561841841881881661662142141931932562561741749 1 48
BO-201 Lauro Guerrero | 2312311541561721841882101641642142221931932532561741749g 1 20
BO-202 Lauro Guerrero | 2312311561561721721881881661662142141931932532561761769g 0
BO-203 Lauro Guerrero | 2312311561561721721881881661662142141931932532531761769 1 22
BO-204 Lauro Guerrero | 2312311561561721721881881661662142141931932532561761769 2
BO-205 Lauro Guerrero | 2312311661661721841882101641642222221931932532561761769g 1 72
BO-206 Lauro Guerrero | 2272311561561841842102181641642142141931932532561761769 1 15
BO-207 Lauro Guerrero | 2312311561561841842182181661662142141931932532561761769 1 59
BO-208 Lauro Guerrero | 2272311561561841842102101641642222221931932532561761769g 1 14
BO-209 Lauro Guerrero | 2312311541561841842182181641642222221931932532561761769g 1 21
BO-210 Lauro Guerrero | 2312311561561841842182181641642222221931932532561761769 1 58
BO-221 Macara 2312311661661841842182181641642142221931932532561761769 1 74
BO-222 Macara 231231166196184184218218164164214214193193253256174174¢g 1 75
BO-223 Macara 2312311861861841841881881661662142141931932532561761769g 0
BO-224 Macara 2312311861861841841881881661662142141931932532561761769g 2
BO-225 Macara 2312311861861841842182181661662142221931932532531761764g 1 79
BO-226 Macara 2312311861861841842182181661662222221931932562561761769 1 80
BO-227 Macara 2312311841861841841881881661662142141931932532561761769g 0
BO-228 Macara 2312311841861841841881881661662142141931932532561761769 2
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BO-229 Macaréa 2312311861861841841881881661662142141931931561561761769g 1 78
BO-230 Macara 2312311841861841841881881641642142141931932532561761769g 1 77
BO-231 Macara 2312311961981821821881881661662142141931932562561761769 OfL

BO-232 Macaréa 2312311961981821821881881661662142141931932532561761769g 1 82
BO-233 Macaréa 2312311961981821821881881661662142141931932562561761769g 2|L

BO-234 Macara 231231156156182182188188166166214214193193253256176176g 1 43
BO-235 Macaréa 2312311961981821821881881661662142141931932532531761769g 1 81
BO-236 Macara 2312311561561821821881881661662142141931932562561761769g 1 44
BO-237 Macara 2272271561561841842102181641642222221931932532561761764g 0|C

BO-238 Macara 2272271561561841842102101641642222221931932532561761769 OA

BO-239 Macara 2272271561561841842102101641642222221931932532531761769g 1 5
BO-240 Macara 2272271561561841842102101641642222221931932562561761769g 0|B

BO-241 Macara 2272271561561841842102101641642222221931932532561761769 5|A

BO-242 Macara 2272271561561841842102181641642222221931932532561761769g 0|C

BO-243 Macara 2272271561561841842182181641642222221931932532561761769g 1 7
BO-244 Macara 22722715615618418421021816416422222219319325325617617649 3|C

BO-245 Macara 2272271561561841842102101641642222221931932562561761769 2| B

BO-246 Macara 2272271561561841842102101641642142221931932532561761769g 1

BO-247 Macara 2272271561561841842102181641642142221931932532561761769 1 6
BO-248 Macara 2312311561561821841882181641642142141931932532561761764g 1 45
BO-249 Macara 2312311961981841841881881641662142141931932532561761769g 0| M

BO-250 Macara 2312311961981841841881881641662142141931932532561761769g 2| M

Fuente: Cueva & Arias (Departamento de Ciencias Naturales).
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ANEXO 3
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Figura 6. Correlaciones del porcentaje de colonizacién y diversidad genética, realizadas en las 4
zonas muestreadas.
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