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RESUMEN

La asociacion simbidtica entre las raices de la mayoria de las plantas terrestres y hongos
del Phylum Glomeromycota se conoce como hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
estos incrementan la captacion de nutrientes en las plantas y les brindan proteccion
contra patdgenos del suelo. Debido a su importancia es necesario determinar la presencia
de estos hongos en las raices de G. verrucosa, que ha sido estudiada por contener

metabolitos secundarios de potencial interés biomédico

Se determind la presencia de HMA en las raices de G. verrucosa en cuatro localidades del
Sur del Ecuador. Los porcentajes de colonizacién se relacionaron con cada poblacion,
estado fenoldgico de las plantas y tipo de suelo. Las raices fueron tefiidas y observadas al
microscopio para constatar la presencia de las estructuras caracteristicas de los HMA.
Para el porcentaje de colonizacion se utilizd el método propuesto por Trouvelot. El analisis
de los resultados de colonizacibn mostr6 diferencias significativas (P=0.05) entre las
poblaciones. También se hallaron diferencias en cuanto al estado fenoldgico (P=0.05) y al
tipo de suelo (P=0.05), sugiriendo que en condiciones naturales las plantas estan

colonizadas por HMA.

Palabras Claves: Hongos micorrizicos arbusculares (HAM), Gynoxys verrucosa,

Porcentaje de colonizacién



ABSTRACT
The symbiotic association between the roots of most terrestrial plants and fungi of Phylum
Glomeromycota are known as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), which increase the
uptake of nutrients in plants and protect them against the attack of soil pathogens. Due to
its importance it is necessary to determine the presence of these fungi in the roots of G.
verrucosa, which has been studied for containing secondary metabolites with potential
interest in biomedics.

The presence of AMF in the roots of G. verrucosa was determined in four localities the
South of Ecuador. The percentages of colonization were related to each population,
phenological state of the plants and soil type. The roots were stained and observed under
a microscope to verify the presence of the characteristic structures of AMF. For the
percentage of colonization the method was used Trouvelot. The analysis of colonization
results showed significant differences (P = 0.05) among populations. Differences were
found in phenological status (P = 0.05) and soil type (P = 0.05), suggesting that under
natural conditions the plants are colonized by AMF.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), Gynoxys verrucosa, Percentage of

colonization



INTRODUCCION
La presente investigacion “Evaluacién de la colonizacion de hongos micorrizicos
arbusculares de Gynoxys verrucosa” consistié6 en evaluar la colonizacion de Hongos
micorrizicos arbusculares en las raices de la especie G. verrucosa, planta de gran interés
biomédico debido a que contiene metabolitos (leucodina y la dehidroleucodina) que
presentan actividad antimicrobiana (Ordofiéz et al., 2011). Las micorrizas arbusculares
(MA), resultan de la asociacion beneficiosa entre las raices de plantas terrestres y hongos
del phylum Glomeromycota, estos hongos mejoran la nutricién de la planta hospedadora y
ademas le brindan proteccién contra patdgenos, stress abidtico como sequia y salinidad

entre otros.

Este trabajo se divide en tres capitulos. El primer capitulo contiene el marco teérico en el
que se encuentra las bases teédricas de esta investigacion que se dividen en tres
apartados Hongos micorrizicos arbusculares: historia, mecanismo de colonizacion,
morfologia, taxonomia e importancia. Género Gynoxys: Generalidades. Gynoxys
verrucosa: Descripcion, taxonomia, estudios y asi mismo en este capitulo se describen el
objetivo general y los objetivos especificos. En el segundo capitulo se encuentran los
materiales y métodos en el que se utilizaron raices que fueron colectadas de cuatro
localidades, las mismas que fueron teflidas para observar en el microscopio las
estructuras caracteristicas de los hongos micorrizicos arbusculares y se utilizé el método
(Trouvelot et al., 1986) que asigna categorias de 0 a 5 a cada raiz para determinar el
porcentaje de colonizacién. En el tercer capitulo se describe los resultados y discusion
que nos permitieron responder a los objetivos planteados e interpretar los resultados con

el marco conceptual de otras investigaciones.

Debido a la falta de estudios que indiquen el porcentaje de colonizacién de los hongos
micorrizicos en las raices de la especie G. verrucosa, se plante6 este estudio en el que se
encontré que las raices si estaban colonizadas por hongos micorrizicos arbusculares de
cuatro poblaciones de G. verrucosa, siendo las poblaciones de Villonaco y Célica las que
presentaron la mayor colonizacion de micorrizas en esta especie. Esta investigacion es
relevante debido a que aporta con informacién sobre la colonizacién de HMA en las raices
de G. verrucosa que podra ser relacionada con otros estudios que se estan desarrollando
con esta especie que pertenecen al proyecto macro desarrollado por el departamento de

Quimica y el departamento de Ciencias Naturales de la Universidad.



Todos los objetivos planteados se cumplieron a cabalidad ya que pudimos determinar el
porcentaje de colonizacion de HMA en la raices de G. verrucosa de las cuatro
poblaciones de estudio y asimismo se estableci6 en que poblacion hay mayor
colonizacion. Ademéas se logr6 determinar la relacion entre los porcentajes de

colonizacion y el estado fenol6gico de la planta y con el tipo de suelo.

A través de esta investigacién se pudo adquirir mayor experiencia en cuanto al trabajo en
laboratorio y también participar en congresos de divulgacion cientifica ya que se pudo
exponer este trabajo en el congreso “XL JORNADAS NACIONALES DE BIOLOGIA”
desarrolado en la Universidad de Guayaquil ESPOL en un evento en el que se exponen
investigaciones que se llevan a cabo a nivel nacional. No se presentaron inconvenientes
durante el desarrollo del presente trabajo.

Se colectaron previamente 120 muestras de raices de G. verrucosa en cuatro diferentes
localidades de la provincia de Loja: Villonaco, Celica, Yangana y Las Juntas. Se tifieron
raicillas mediante el protocolo modificado de tincion de raices Philips y Hayman (1970).Se
determiné el porcentaje de colonizacion, utilizando el método (Trouvelot et al., 1986) que
asigna categorias de 0 a 5 a cada raiz y finalmente se utiliz6 el software estadistico Prism
version 5, en el que se un analisis de Kruskal Wallis no paramétrico, todos estos métodos

nos permitieron responder a los objetivos planteados.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO



1.1 Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Son hongos del suelo que para completar su ciclo vital forman una asociacién mutualista
obligada con las raices de la mayoria de las plantas Harley & Smith, (1983), mejorando la
absorcion de agua y nutrientes de la raiz ( Pereira et al., 1999; Prieto-Benavides et al.,
2012). La sociacién simbidtica entre los HMA y las raices de las plantas se denomina

micorriza.

1.1.1 Historia.
Las micorrizas tienen la misma antigiiedad que las plantas, aproximadamente 400
millones de afios desde su aparicion Remy et al., (1994). Se especula que la asociacion
micorrizica jug6 un papel fundamental en el paso de las plantas de ecositemas acuaticos
a ecosistemas terrestres lo que explica que hoy en dia estos hongos se encuentren

asociados a cerca del 95% de las plantas terrestres (Miransaria et al., 2009).

En un inicio, se consideraba que todos los hongos asociados a las raices de las plantas
no eran favorables sino mas bien se los consideraba como parasitos, mas tarde se
descubrio el rol benéfico de estos organismos en la raiz de la planta. Etimolégicamente el
término micorriza se deriva de dos voces griegas: myko=hongo y rhiza=raiz (Andrade-
torres, 2010). Actualmente se conoce que estos organismos son asociaciones en las que
las hifas fungicas penetran las células corticales de la raiz o pueden encontrarse

intercelularmente en las raices de la planta (Camargo-Ricalde et al., 2012).

1.1.2 Mecanismo de colonizacion de HMA.
El mecanismo de colonizacion en las micorrizas arbusculares (HMA) se produce a partir
de hifas que proceden de los propagulos que se encuentran en el suelo (ej. esporas y
raices colonizadas), luego la hifa entra en contacto con la superficie de la células
epidérmicas de la raiz, formando un apresorio. Esta hifa atravesara el espacio intercelular
para formar distintas estructuras como vesiculas y esporas (Lebn, 2006). Los arbusculos
son las estructuras caracteristicas de esta asociacion y se forman al atravesar la pared

celular y posterior imvaginacion de la membrana plasmética.

1.1.3 Morfologia de HMA.
Las estructuras caracteristicas de las micorrizas arbusculares se describen a continuacion
(Figura 1).



1.1.3.1 Hifas.
Son filamentos constitutivos del micelio de un hongo y pueden presentarse en el interior o
entre las células de la raiz, facilitando la adquisicibn de elementos esenciales,
principalmente los de baja movilidad como Fésforo, Potasio, Cobre y Zinc (Borie et al.,
2000).

1.1.3.2 Esporas.
Se forman a partir de la inflamacion de las hifas en el suelo o en las raices, generalmente
se constituyen por paredes resistentes que le permiten sobrevivir en el suelo por varios

afos (Pérez & Peroza, 2013)

1.1.3.3 Arbusculos.
Se forman a través de numerosas ramificaciones dicotémicas repetidas de una hifa. Estos
desempefan un papel clave en la asociacion simbidtica ya que a través de ello se
produce el intercambio de nutrientes entre las células de la planta y el hongo (Filho et al.,
1994).

1.1.3.4 Vesiculas.
Son expansiones de una hifa de forma ovalada y tienen la funcién de reservar lipidos. En
condiciones de estrés los lipidos son usados y las vesiculas se degradan (Filho et al.,
1994).

1.1.3.4 Células Auxiliares.
Se producen unicamente en ciertos géneros de HMA (Scutellospora and Gigaspora) y se
forman a partir de hifas extraradicales gruesas, alrededor de las raices, son abundantes
cuando la colonizacién es temprana y disminuyen cuando aumenta la esporulacion
(INVAM, 2006)

1.1.3.5 Apresorio
Se originan cuando un propagulo germinado de HMA (espora, fragmento de raiz
colonizada) hace contacto con células epidérmicas de la raiz de una planta hospedera.
Se produce un hinchamiento de la hifa (apresorio) el cual ejerce presion sobre las células

corticales de la raiz ayudando al hongo a penetrarla (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002).
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Figura 1. Morfologia de los Hongos Micorrizicos arbusculares
Fuente: http://www.cogollosdeloeste.com.ar/cws/codeloweb/article/13

Elaboracién: Guerra, 2013

1.1.4 Taxonomia HMA.
Segun Redecker et al., (2013) los HMA pertenecen al Filo Glomeromycota, la clase
Glomeromycetes y se clasifican en 4 6rdenes, 11 familias y 25 géneros (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de HMA

DOMINIO Eukarya
REINO Fungi
FILO Glomeromycota
CLASE Glomeromycetes
ORDEN FAMILIA Género
Tricispora
Diversisporaceae Otospora

Diversispora
Corymbiglomus

Redeckera
Acaulosporaceae Acaulospora
Sacculosporaceae Sacculospora
Diversisporales Pacisporaceae Pacispora
Gigasporacea Scutellospora
Gigaspora
Intraornatospora
Paradentiscutata
Dentiscutata
Cetraspora
Racocetra
Claroideoglomeraceae | Claroideoglomus
Glomeraceae Glomus

Funneliformis

Glomerales
Septoglomus
Rhizophagus
Sclerocystis
Ambisporaceae Ambispora
Archeosporales Geosiphonaceae Geosiphon
Archaeosporaceae Archaeospora
Paraglomerales Paraglomeracea Paraglomus

Fuente: (Redecker et al., 2013)
Elaboracion: Adaptacion propia



1.1.5 Importancia HMA.
Su importancia es tanto ecol6gica como econdmica debido a que ayudan al desarrollo de
las plantas, produccion de frutos Schipler et al., (2001), mejoran la absorcion nitrégeno,
produccion de semillas, resistencia a patdogenos, estabilidad edéfica y crecimiento vegetal
(Garzoén, 2015). Finalmente se ha encontrado que las micorrizas mejoran la absorcion del
fosforo, debido a que las plantas requieren este nutriente en grandes cantidades y en la
solucion del suelo se encuentra en bajas concentraciones (Yong-Guan et al., 2003). Se
conoce gue los hongos micorrizicos mejoran la estructura del suelo, incrementando en
las plantas la resistencia a la sequia (Jiménez, 2009). Ademas ayudan en el incremento

de agregados entre las particulas del suelo (Smith & Read, 2008).

1.2 Generalidades del género Gynoxys

1.2.1 Descripcion del género.
El género Gynoxys pertenece a la familia de las Asteraceas y esta constituido por 60
especies que se encuentran distribuidas desde América central hasta Perd, se
caracterizan por ser arboles o arbustos que habitan en bosques nublados en las partes
altas de los Andes o paramos (Universidad de los Andes, 2001). Se han encontrado en el
Ecuador poblaciones de este género en la ceja Andina hasta los 4400 msnm. en una
gran variedad de suelos (Ordéfiez et al., 2001). Son utilizadas para obtener lefia y carbén
de buena calidad y las ramas gruesas se usan para la elaboracién de chozas, mientras

que las ramas delgadas para hacer cercos (Ordoiiez et al., 2001).

1.2.2 Descripcion de Gynoxys verrucosa.
Gynoxys verrucosa es un arbusto perteneciente a la tribu Senecionea de la familia
Asteraceae. Es conocido comunmente como guangalo y las partes aéreas de esta planta,
son usadas en medicina tradicional en el sur de Ecuador para el tratamiento de
infecciones de la piel y cicatrizacién de heridas, esta siendo estudiada por su interés
biomédico debido a que contiene metabolitos como la leucodina y la dehidroleucodina que

presentan actividad antimicrobiana (Ordofiez et al., 2011).

Esta especie tiene reproduccion sexual y asexual por semillas y estacas respectivamente
(Benenaula, 2007), el tiempo de florecimiento y maduracién de los frutos es de
aproximadamente dos meses, aunque se puede encontrar floreciendo y fructificando todo
el afio (Brandbyge, 1991).



1.2.2.1 Taxonomia de Gynoxys verrucosa.

La taxonomia de esta especie se observa en el siguiente cuadro (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Gynoxys verrucosa

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Gynoxys
Especie Gynoxys verrucosa

Fuente: Tropicos.org
Elaborado: Weddell & Hugh, 1856

Figura 2. Gynoxys verrucosa
Fuente: Lucero, 2016

1.3 Estudios

1.3.1 Colonizacion de HMA en el género Asteracea.
Se reporta la colonizaciéon micorrizica arbuscular en cinco especies de Asteracea de las
Sabanas en Cuba, todas las especies analizadas presentan una alta tasa de colonizacion
60% (Rodriguez et al., 2013).

Sin embargo actualmente no hay estudios que indiquen el porcentaje de colonizaciéon de
los hongos micorrizicos en las raices de la especie Gynoxys verrucosa, ni tampoco el

papel que estan desempefiando.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General.
Estudiar la colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares en la especie Gynoxys

verrucosa

1.4.2 Objetivos Especificos.
Establecer el porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares en cuatro
poblaciones de G. verrucosa del sur del Ecuador.
Determinar en qué poblacion existe mayor porcentaje de colonizacion de hongos

micorrizicos arbusculares.

Relacionar los porcentajes de colonizacion de con el estado fenoldgico de G. verrucosa y

el tipo de suelo.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS
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2.1 Area de estudio
Previamente se colecto las raices de G. verrucosa en cuatro localidades que se describen

a continuacion:

2.1.1 Villonaco.
El muestreo en esta localidad se realiz6 a una altitud de 2212 a 2276 msnm. entre las
coordenadas 03°59'57.7" S 079°17'53.5" O - 04°00'14.6" S 079°17'47.0" O, este sitio

posee una gama de variaciones en el suelo, yendo desde el arenoso, franco arenoso y

franco arenoso con capa organica.

Figura 3. Villonaco
Fuente: Lucero, 2016

2.1.2 Celica.
Se encuentra ubicado al suroccidente de la provincia de Loja, presenta una gran
diversidad de microclimas y posee una temperatura que se encuentra entre los 15 a 25 °C
(Cueva, 2016). La recoleccién de individuos se realiz6 en un rango altitudinal entre 1919 a
2073 msnm. entre las coordenadas 04°05'43.5" S 080°00'01.5"0O- 04°05'49.9" S

079°59'41.4" O, ademas este lugar presenta un tipo de suelo Franco Arcilloso.

Figura 4. Celica
Fuente: Trip-suggest
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2.1.3 Yangana.
Se encuentra a 61.64 km de la ciudad de Loja, posee una temperatura promedio de 18,9
°C, con pocas variaciones en invierno o verano (SNI, 2015). La recoleccién de individuos

se realiz6 en un rango altitudinal entre 1866 a 2203 msnm. entre las coordenadas
04°10'26.6" S 079°10'26.6" O - 04°23'25.0" S 079°09'58.0" O con un tipo de suelo Franco

arenoso.

Figura 5. Yangana
Fuente: Municipio de Loja

2.1.4 Las Juntas.
La recoleccion de muestras en esta localidad se la realiz6 en un rango altitudinal entre
1974 a 2019 msnm. entre las coordenadas 03°49°05.4”°S 70°14°33.0°0 - 03°49°51.9”'S
70°14°09.4""0,presenta una gran heterogeneidad en cuanto a los tipos de suelo, como
arenoso, franco arcilloso, franco arenoso, franco limoso, franco rocoso y rocoso que

fueron determinados por el equipo de campo de esta investigacion.

2.2 Muestreo y tratamiento de muestras
El muestreo fue realizado previamente por el equipo de campo en el que se colectdé una
vez a la semana (cuatro semanas) 30 raices por cada localidad, obteniendo un total de
120 individuos muestreados durante los meses de Noviembre y Diciembre que se indican
a continuacion:

e 16/11/2015 -> Villonaco

e 23/11/2015 -> Celica

e 30/11/2015 -> Yangana

e 07/12/2015 -> Las Juntas

Luego las raices fueron almacenadas durante 1 mes en tubos de plastico con alcohol al
70%.
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2.2 Determinacion de Porcentaje de Colonizacion

De cada muestra (120 en total) se tomaron 30 raicillas de 2cm de largo aproximadamente
que fueron almacenadas en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con alcohol al 70% hasta su uso
(Figura 6), estas raicillas fueron tefiidas siguiendo una modificacion del protocolo de
tincién de raices propuesto por (Phillips & Hayman, 1970). (Anexo 1).

Sacar una raicilla a la vez.

: v

= Alcohol al 70%

m.n.m 0 raicillas por muestra,

Almacenar 30 raicillas para

tincion.

Figura 6. Pasos previos a la tincion
Elaboracion: Propia

Posteriormente las raicillas tefiidas fueron montadas permanentemente sobre un
portaobjetos con Polivinil-Lacto-glicerol (Anexo 2), permitiéndonos tener una mejor
visualizacién en el microscopio Optico con una magnificacion de 400x de las estructuras
que caracterizan a las micorrizas y luego en base a Trouvelot et al., (1986), determinamos
el porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares para el que se asigné a
cada raicilla (10 raicillas por placa, 3 placas por individuo) una categoria segun el
porcentaje de colonizacion que presenten basandonos en la (Figura 7).
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Figura 7. Categorias segun el porcentaje de colonizacion de micorrizas
Fuente: Trouvelot et al., 1986

Una vez asignada la categoria de colonizacién, se procederd a realizar el calculo del

porcentaje de colonizacién, basandose en la siguiente formula:

95n° + 70n* + 30n3 + 5n% + n!
N

En donde:

%M =

n®= nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 5

4

n” = namero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 4
n®= nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 3
n?= namero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 2

n' = nimero de fragmentos de raices por placa categorizadas como 1
N = Numero total de fragmentos.
2.3 Estado fenolégico
Los estados fenoldgicos de la especie Gynoxys verrucosa que se encontraron en cada

localidad (Figura 8), fueron determinados previamente al estudio, por observacion directa

del equipo de campo del programa (Tabla 3).
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Tabla 3. Estados fenolégicos de la especie G. verrucosa de cada localidad

LOCALIDAD ESTADO FENOLOGICO DE LA
ESPECIE Gynoxys verrucosa INDIVIDUOS
Flores 22
VILLONACO Vegetativo 8
CELICA Post-Floracion 30
YANGANA Post-Floracion 30
Post-Floracion 29
LAS JUNTAS i

Vegetativo 1

Fuente: Lucero, 2016
Elaboracion: propia

Figura 8. Estados fenolégicos de la especie G. verrucosa: a) Vegetacién b) Floracién c)
Postfloracion
Fuente: Lucero, 2016

2.4 Tipos de suelo
El equipo de campo antes de realizar esta investigacion, distingui6 los tipos de suelo de

cada localidad de estudio mediante observacion directa (Tabla 4).

Tabla 4. Tipos de suelo que se definieron previamente en cada localidad

LOCALIDAD TIPO DE SUELO
Arenoso
Franco Arenoso
VILLONACO
Franco Arenoso con capa
organica
CELICA Franco Arcilloso
YANGANA Franco Arenoso
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Arenoso
Franco Arcilloso
Franco arenoso
LAS JUNTAS ]
Franco limoso
Franco rocoso

Rocoso

Fuente: Lucero, 2016
Elaboracion: Propia

2.5 Andlisis estadistico

Se usaron los programas PRISM versién 5, el cual es un programa estadistico en el que
se utilizé la prueba de Kruskal Wallis que realiza un analisis no paramétrico, sabiendo que
nuestra investigaciéon es “no experimental”’, permitiéndonos ver si existen diferencias
significativas del porcentaje de colonizacion de micorrizas arbusculares en las cuatro
localidades de estudio, aplicando pruebas de “comparaciones multiples Dunnett” para

comprobar si existen diferencias por cada par de poblaciones.
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CAPITULO 1Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Porcentaje de colonizacion

Se observaron las estructuras caracteristicas de las micorrizas arbusculares que estaban
colonizando a las raicillas de la especie Gynoxys verrucosa encontrando en la mayoria de
las muestras, colonizacion por vesiculas e hifas y constatdndonos de la ausencia de
arbusculos, esto pudo darse debido a que estos mueren a los cuatro o cinco dias y son
reemplazados por arbusculos mas jovenes, pero esta sustitucion solo sucede si existe el
intercambio de nutrientes Guerrero, (1996) por lo que se puede inferir que después del
muestreo, los arbusculos pudieron haberse degradado y no se volvieron a generar debido

a que ya no existia este intercambio de nutrientes, lo cual hizo que no observdramos esta

estructura en nuestras muestras (Figura 9).

T NS
Figura 9. Estructuras caracteristicas de micorrizas arbusculares que colonizan las raices de
Gynoxys verrucosa: a) Vesiculas; b) hifas fungica
Elaboracion: Propia
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3.1.1 Porcentaje de colonizacion — poblaciones.
El andlisis estadistico mediante la prueba de Kruskal Wallis present6 un p-valor de 0.0062
(menor a 0.05), indicando que existen diferencias significativas en el porcentaje de
colonizacion de las micorrizas entre las poblaciones. La prueba post — hoc indico
especificamente que las poblaciones de Villonaco — Celica, y Celica — Las Juntas

presentan diferencias significativas en el porcentaje de colonizacion (Figura 10).

Estas diferencias en la colonizacion de las poblaciones antes mencionadas podrian
haberse dado a la diferencia de la altitud de los sitios, puesto que Villonaco y la Juntas
estan ubicadas a mayor altitud respecto a Celica, esto podria explicarse con lo expuesto
por Perez et al., (2011), que menciona que las comunidades de HMA pueden cambiar por
aspectos climéticos asociados a la altitud y son dinamicas en el tiempo, sin embargo el
muestreo de raices de cada poblacion se la realiz6 semanalmente, por lo que este factor
no pudo haber influenciado en las diferencias del porcentaje de colonizacion en las

poblaciones ya que el tiempo de muestreo fue el mismo para todos los sitios.

Se le puede atribuir también a que la poblacién en Villonaco no estaba intervenida en
comparacion con la de Celica que se ubican mas cerca de la carretera y se practica la
agricultura y ganaderia. EI manejo agricola afecta negativamente a la asociacién
micorrizica causando la pérdida de cobertura vegetal que lleva a la erosion del suelo vy,
como consecuencia reducen el numero de propagulos, la biodiversidad y la funcionalidad

de las micorrizas arbusculares (Sangabriel-Conde et al., 2010).

30+

5
i o

1

20+

10+

PorColonizacion

Poblaciones

Figura 10. Andlisis del porcentaje de colonizacion que existe en cada poblacion de estudio
Elaboracion: Propia
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3.1.2 Porcentaje de colonizacion - estado fenolégico.
También el porcentaje de colonizacion se lo relacion6 con el estado fenolégico en el que
se encontraba las plantaciones de Gynoxys verrucosa, esto se lo analiz6 mediante la
prueba de Kruskal Wallis generdndose un p-valor de 0.034 (menor a 0.05), lo que quiere
decir que si existen diferencias en el porcentaje de colonizacion de cada estado
fenoldgico. La prueba post hoc indico que entre el estado fenoldgico vegetativo y flores si
existen diferencias significativas, sin embargo, al comparar los estados Vegetativo-
Postfloracion y Postfloracion-Flores no existen diferencias significativas con respecto al

porcentaje de colonizacién de micorrizas arbusculares (Figura 11).

Se puede concluir que cuando las plantaciones de Gynoxys verrucosa se encontraban en
estado vegetativo, existi6 una mayor colonizacibn de micorrizas arbusculares en
comparacion con el estado de floracién sin embargo si existié colonizacion micorrizica en
floracién lo que concuerda con lo expuesto por Medina & Figueroa (2008), en el que
menciona que en estado vegetativo la planta permite la colonizacion radicular al
transportar grandes cantidades de fotosintatos hacia el sistema radical que son utilizados
por la microbiota, obteniendo asi la planta el beneficio de acceder al agua y nutrimentos
que estan lejos de su zona de influencia, en cambio al iniciar la etapa de floracion o
reproductiva, la planta redirige los fotosintatos hacia el fruto en formacién y las células
corticales de la raiz ya no son colonizadas por hongos micorrizicos y, los ya establecidos,
perciben esta disminucion de nutrimentos carbonados respondiendo con la formacion de
estructuras de resistencia (esporas) y con el incremento en el nidmero de vesiculas y
arbusculos.

Este comportamiento pudiera ser explicado en funcién de las necesidades nutricionales
de las plantas ya que en la etapa de crecimiento vegetal y floracion se requiere de los
fotosintatos, de grandes cantidades de agua y nutrimentos minerales (Medina & Figueroa,
2008).

22



50+
c 40+
o
R
N 304
,
o
(@] -
O 20
o)
O 104
0 ) ! L
QO &P O
\73\\ <<\Ok (bc’\
S O
N\ Me.
/7
O%

Estado_Fenoldgico

Figura 11. Relacion del porcentaje de colonizacion con respecto al estado de colonizacion de la
especie Gynoxys verrucosa
Elaboracion: Propia

3.1.3 Porcentaje de colonizacion - Tipos de suelo.
Se relaciono el porcentaje de colonizacion de micorrizas en G. verrucosa y el tipo de suelo
de cada poblacion, indicAndonos el andlisis de Kruskal Wallis, un p-value de 0.0098.
(Menor a 0.05), por lo que se podria inferir que en estos suelos si hay diferencias en el
porcentaje de colonizacion de micorrizas. En cambio al realizar la prueba post hoc que
nos permite ver las diferencias de forma mas especifica mostré que al comparar por pares
los distintos tipos de suelo no existen diferencias significativas en el porcentaje de

colonizacion entre ellos (Figura 12).

Sin embargo aunque el primer analisis nos permite ver de manera amplia que si hay
diferencias en el porcentaje de colonizacion de micorrizas en los suelos, es suficiente para
este estudio puesto que nos permite constatar las condiciones en las que se encuentra los
suelos de las cuatro localidades de estudio, ya que en suelos que muestran la presencia
de micorrizas, son pobres en nutrientes o han sido sometidos a estrés, siendo en estos
ambientes en donde las plantas necesitan ser colonizadas por el hongo para ser
competitivas, en cambio en suelos que estdn manejados con fertilizantes la simbiosis es
inhibida, debido a que las plantas tienen muchos minerales en el suelo (Asociacion Vida
Sana, 2012). Ademas las micorrizas han evolucionado con las plantas para trabajar sobre

la materia organica, ya que las raices micorrizadas dominan la absorcién de nutrientes en
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la interfase suelo-planta y como consecuencia los HMA aceleran la descomposicién de la
materia organica, aumentando asi la disponibilidad y absorcién de Nitrégeno y fosforo
(Ferrol & Pérez-Tienda, 2009).

Se ha visto que las micorrizas se encuentran en suelos que presentan condiciones de
materia organica, pH y humedad altas (Ferrol & Pérez-Tienda, 2009). Sin embargo la
presencia de micorrizas arbusculares en los suelos puede verse afectada por factores
externos como inundaciones prolongadas de agua, fuego, herbicidas, fungicidas e
insecticidas (Asosiacion Vida Sana, 2012). Por lo que el mantenimiento de los suelos es
importante para la funcionalidad del ecosistema. Siendo asi “las micorrizas arbusculares
un importante factor biolégico dentro de la estructura y funcionamiento de los suelos que
inciden sobre el comportamiento ecoldgico, productividad y composicién de comunidades

vegetales naturales” (Pérez & Fuentes, 2009).

PorColonizacion
N
o
[

TipoSuelo

Figura 12. Relacién entre el porcentaje de colonizacién y el tipo suelo de las poblaciones de
estudio
Elaboracion: Propia
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CONCLUSIONES
Se puede concluir en este trabajo que se ha comprobado la presencia de micorrizas
arbusculares en la raices de la especie Gynoxys verrucosa, tal cual como estan en su
hébitat natural sin realizar ningun tipo de experimento. Esta especie vegetal no ha sido
estudiada en este ambito, permitiéndonos contribuir con informacion importante al macro
proyecto en el que se esta estudiando esta especie en otros &mbitos por el Departamento

de Quimica y Ciencias Naturales.

También se puede inferir que el uso del protocolo Phillips & Hayman (1970), en donde se
modificaron los tiempos de los reactivos y los de temperatura en el plato calentador fueron
factibles para conseguir la tincién de las raicillas, puesto que éstas eran gruesas (muy
lignificadas) por lo que en tiempos cortos no se podia conseguir la raices claras para

poder ser tefiidas y ver las estructuras principales de las micorrizas arbusculares.

El método propuesto por Trouvelot et al.,, (1986) aunque nos permitio determinar el
porcentaje de colonizacién asignando categorias a cada raiz, quiza podria ser una técnica
subjetiva debido a que de acuerdo a la perspectiva del observador se asignan las

categorias que indican el porcentaje de colonizacion.

Finalmente se puede concluir que esta investigacion es un aporte de informacién sobre
otra especie vascular (Gynoxys verrucosa) que estad asociada con HMA comprobando

gue el 90% de las plantas vasculares se encuentran colonizadas por hongos micorrizicos.
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RECOMENDACIONES
Este trabajo representa el primer estudio en el que se verifica la presencia de micorrizas
arbusculares en la especie Gynoxys verrucosa de cuatro localidades del Sur del Ecuador
y por ende puede ser utilizado para proximos estudios que se realicen con esta especie.
Entre otros temas se podria: estudiar la diversidad genética de micorrizas asociadas a
esta especie; profundizar sobre la influencia de las micorrizas en la asimilacion de

nutrientes; relacionar las micorrizas con el estado fitosanitario de las plantas; entre otros.

Ademas se puede hacer recomendaciones de manejo de suelos con miras a aplicarlos en
sistemas productivos; lo que llevaria a una produccién de alimentos mas “limpia” o
amigable con el entorno ya que segun Aghababaei & Raiesi (2015), se han generado
politicas publicas encaminadas a la proteccién de los productos de exportacion, puesto
que la Unién Europea desde el 2020 no aceptara productos agricolas ecuatorianos con
niveles altos de Cadmio, siendo una alternativa clave las micorrizas que ayudan a

disminuir los metales pesados en los suelos y por ende en los frutos de exportacion.
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Anexo 1. Modificacion del Protocolo de tincion (Philips y Hayman, 1970)

Desechar el alcohol y lavar bien las raices con agua de grifo.

Cubrir las raices con una solucién de KOH al 10%, tapar los tubos y poner en bafio
maria o en bloque de calentamiento a 70°C durante 30 minutos.

Enjuagar las raices tres veces con agua del grifo.

Cubrir las raices (dentro del mismo tubo) con una solucion de HCI al 10%, durante
1-2 min a temperatura ambiente y descartar el HCI.

Afadir una solucién de azul de metileno al 0.05% (éste debe estar diluido en &cido
lactico) lo suficiente hasta cubrir las raices y poner los tubos en bafio maria por 30
minutos a 70°C.

Extraer una muestra de raices y verificar la tincion. Si las raices estan muy azules
colocar una solucion de &cido lactico durante 24h a los tubos (pero primero extraer
al azul de metileno de todos los tubos). Si las raices estdn muy palidas puede ser
necesario prolongar el tiempo de exposicion al azul de metileno unos cuantos
minutos.

Colocar 10 segmentos de raiz en cada portaobjetos correctamente etiquetado y
anadir PVLG para fijar la muestra, cubrir con el cubreobjetos.

Se deben preparar 3 portaobjetos con 10 segmentos cada uno por cada muestra

analizada.

Anexo 2. Protocolo para preparar Polivinil-Lacto-Glicerol (PVLG)

1. Enuna botella oscura se coloca 100 ml de agua destilada

2. Se agrega 16,6 gr de Alcohol de polivinilo (PVA) y se lo disuelve lentamente en la
plancha calentadora

3. Una vez disuelto el PVA a este se le agrega 100ml de acido lactico y 10 ml de
Glicerol

4. Tapamos con papel aluminio y dejamos reposar por al menos 24 horas antes de

usarlo.
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