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RESUMEN

En el presente estudio se evalué la situacion de la simbiosis
micorrizico arbuscular del cultivo de papa (S. tuberosum),
mediante la determinacion de los porcentajes de colonizacién
radicular y determinacion de morfotipos de esporas para
establecer géneros tentativos en cuatro zonas papicultoras en las
provincias de Cafar, Azuay y Loja. Se establecieron 12 cultivos de
hongos micorrizico arbusculares tres por cada zona usando suelo
y raicillas provenientes de las 4 zonas muestreadas en Plantago
lanceolata como planta hospedera y se intenté su asilamiento en
cultivos puros usando dos métodos distintos. En el andlisis
microscopico de las raices de las plantas de los sitios
muestreados, los mejores resultados para porcentajes de
colonizacion por HMA se obtuvieron en el sitio Loja (Saraguro-
Carboncillo) 75%, mientras que el nimero de esporas fue bajo
para los cuatro sitios. La determinacion preliminar de morfotipos
para establecer géneros tentativos, mostré la presencia de
Acaulospora y Glomus. No se tuvieron resultados positivos en los
intentos de aislaimento, la colonizaciébn y numero de esporas de
HMA en los cultivos de papa, en términos generales fue bajo,
debido quizds a varios factores antropogénicos como: las
practicas inadecuadas del manejo del suelo y del cultivo, labranza
intensiva del suelo, periodos prolongados de barbecho, falta de
rotacion de cultivos y uso indiscriminado de insumos agroquimicos
como fungicidas y fertilizantes inorganicos que tienen efectos
negativos sobre las poblaciones de los hongos micorrizicos

arbusculares.



Palabras clave: micorriza arbuscular, simbiosis, cultivos trampa.



ABSTRACT

In the present study we assessed the status of the arbuscular
mycorrhizal symbiosis of the potato crop by determining root
colonization percentages and morphotypes of spores to establish
putative genera in the four sampling zones in the provinces of
Cafiar, Azuay and Loja. Twelve crops of arbuscular mycorrhizal
fungi were established, three for each zone using soil and roots
from the 4 areas sampled in Plantago lanceolata as host plant
and we attempt its isolation in culture pure using two different
methods. In the microscopic analysis of the plant roots from the
sampled sites, significant results for percent AMF colonization
was found in Loja (Saraguro-Carboncillo) 75%, while the number
of spores was low for the four sites. The preliminary determination
of morphotypes to establish tentative genera, showed the
presence of Acaulospora and Glomus. No positive results were
obtained on isolations attempts. Colonization and number of AMF
spores in potato crops in general was low, perhaps due to various
anthropogenic factors such as: inappropriate practices of soil
management and crop intensive soil tillage, prolonged periods of
fallow, lack of crop rotation and indiscriminate use of fungal
agrochemical inputs and inorganic fertilizers have negative effects

on populations of arbuscular mycorrhizal fungi.

Keywords: arbuscular mycorrhiza, symbiosis, trap culture.



1. INTRODUCCION

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (de aqui en adelante
HMA) son simbiontes obligados de plantas y constituyen quiza el
grupo de hongos mas importante debido a su amplia distribucion
y a los beneficios econémicos y ecolégicos que reportan
(Schuessler, 2001). Las evidencias fésiles sefialan que este tipo
de asociacion es muy antigua (ap. 400 millones de afios atras)
(Smith & Read 1997). Los HMA se encuentran formando
simbiosis con la gran mayoria de las plantas vasculares (Smith &
Read 1997) y existe una evidencia creciente de que su diversidad
tiene un impacto significativo en la diversidad vegetal,
productividad y estabilidad de los ecosistemas (van der Heijden
et. al. 1998). Su importancia radica en que para muchas de las
plantas terrestres son las micorrizas (la unién del la raiz y el
hongo) en lugar de las raices solas, los 6rganos de mayor
captacion de fésforo y nutrientes poco méviles en la solucion del
suelo (Smith & Read, 1997). Los HMA exploran el suelo a través
de su micelio que funciona como una extensién del sistema
radicular de la planta y se prolonga varios centimetros de
distancia desde la raiz hacia el suelo, de esta forma las plantas
amplian el volumen de suelo que pueden explorar con sus raices
y por consiguiente mejoran la captacién de nutrientes poco
moviles como el fésforo de la solucion del suelo.

Numerosos estudios a nivel filogenético y molecular, sefialan que
los origenes de las interacciones simbiéticas entre plantas y
hongos se remontan hacia el periodo Devonico temprano ap. 400
millones de afos atras, (Honrubia, 2009). Esta simbiosis es la
mas antigua, de acuerdo a las evidencias fésiles en las que se
puede distinguir la presencia de arbisculos, hifas y esporas

fangicas. ( Honrubia, 2009).

La Cordillera Central Andina, es el centro de origen de la papa
(Solanum spp.) y uno de los centros de diversidad con mas de
3800 diferentes variedades nativas de papa cultivadas por los
agricultores (CIP, 2007). En el Ecuador alrededor de 50.000
hectareas estan cultivadas con papa, las que producen alrededor
de 450.000 toneladas de tubérculos, con un valor total de 120
millones de ddlares, constituyendo el cultivo mas importante de la
region Andina. La productividad del cultivo para Ecuador se



calcula en 6-7 tn/ha (Andrade, 2002), encontrandose los
promedios mas bajos en las provincias de Cafiar, Azuay y Loja
(Aguirre 2009, datos no publicados).

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) es considerado
ineficiente en la toma de nutrientes del suelo (Prashar 2009,
datos no publicados); por lo tanto en grandes extensiones del
cultivo, son necesarios altos niveles de insumos (pesticidas y
fertilizantes inorganicos) para mantener un cierto nivel de
productividad del cultivo (Condori et. al. 1997).

Debido a los efectos adversos del uso desmedido de pesticidas y
fertilizantes inorganicos en los cultivos, actualmente se vienen
implementado tecnologias amigables con el medio ambiente con
la finalidad de sustituirlos (Romero et. al. 2000). En este contexto,
siendo los microorganismos del suelo los componentes clave de
cualquier sistema agricola, es necesario promover su uso en la
agricultura. Los HMA son considerados el grupo de hongos que
mas beneficios reporta en la produccién de los cultivos. Luego de
una era caracterizada por el uso desmedido de fertilizantes para
mejorar el rendimiento de los cultivos, el uso de HMA se presenta
como una alternativa sana para minimizar el uso de estos y
promover una agricultura sostenible a lo largo del tiempo.

El presente trabajo pretende hacer una evaluacion de la situacion
micorrizico-arbuscular en las zonas papicultoras del Sur del
Ecuador, para lo cual, se seleccionaron 4 sitios ubicados; en las
provincias de Cafiar, Azuay y Loja. Esta informacion es
importante con el fin de implementar alternativas ecolégicamente
saludables que promuevan una agricultura sustentable vy
sostenible a lo largo del tiempo. Esta investigacion se desarrollé
en el marco del proyecto VALORAM (Valorizing Andean microbial
diversity through sustainable intensification of potato based
farming systems) llevado cabo por el Centro de Biologia Celular y
Molecular de la UTPL.



2. OBJETIVOS

2.1. General

2.2.

Efectuar un diagnéstico de la situacion simbidtica
micorrizico arbuscular en los sistemas de cultivo basados
en papa de 4 zonas ubicadas al Sur del Ecuador.

Especificos

Realizar la multiplicacion de HMA en cultivos trampa
utilizando Plantago lanceolata como planta hospedera.

Determinar la frecuencia de esporas en el suelo de
rizosfera de plantas de papa y sus morfotipos.

Mediante los cultivos trampa intentar aislar especies
puras de HMA.



3. GENERALIDADES DE LAS MICORRIZAS:

El término micorriza fue usado por primera vez en 1885 por el
botanico aleman Frank, y se deriva del vocablo griego mykos=
hongo y del latin rhiza= raiz, y detalla las asociaciones
simbiéticas entre diferentes especies flngicas con especies
vegetales (Smith & Read, 2008). Inicialmente dicha asociacién
se le atribuia a un ndmero limitado de plantas, especialmente las
plantas lefiosas, sin embargo, ulteriores estudios demostraron la
existencia de una gran diversidad de asociaciones de este tipo,
que comprendian no solamente las plantas lefiosas sino la
mayoria de los vegetales (Aguilera et. al. 2007). De manera
general el éxito de este tipo de interacciones se dimensiona a
partir de las ventajas nutricionales por parte de cada integrante
de la asociacion. El establecimiento de la simbiosis depende de
los tres componentes del sistema, planta, hongo, suelo,
demostrados en un conjunto de procesos como: reconocimiento,
compatibilidad y especificidad. Para lo cual se hace necesario la
identificacién y la taxonomia de estos hongos con el fin de
conocer las especies, géneros Yy la variedad de estas estructuras
(Ruiz-Lozano, 2002)

3.1. TIPOS DE MICORRIZAS

De acuerdo a Salas 2003, se destacan dos tipos principales de
micorriza, que se encuentran clasificadas de acuerdo a su
estructura, morfologia y modo de infeccion en: ectomicorrizas y
endomicorrizas, Las endomicorrizas se subdividen en
ectendomicorriza, arbutoides, monotropoides, ericoides,
orquidaceas y arbusculares.

Ectomicorrizas: Se distinguen por la formacién de hifas
alrededor de las raices colonizadas, su micelio pasa entre las
células sin penetrarlas y de esta manera atraen los nutrientes.
Una caracteristica predominante de este tipo de asociacion
micorrizica es que forman un singular tipo de raiz (secundaria y
de crecimiento limitado) (Honrubia, 2009) (Rivera & Fernandez,
2003).

Endomicorrizas: Su forma de colonizacion difiere de las
ectomicorrizas debido a que sus hifas forman una capa menos
densa y que es imperceptible a simple vista. El hongo penetra



las células corticales mas no llega al endodermo (Rivera &
Fernandez, 2003). Dentro de los subtipos de endomicorrizas
antes citados, son las asociaciones de micorrizas arbusculares,
que por sus funciones y ventajas son consideradas las mas
importantes, y sobre las cuales se enfocard la siguiente
investigacion.

3.2. SIMBIOSIS MICORRIZICO ARBUSCULAR

Partiendo de las evidencias fésiles se puede demostrar que la
asociaciébn micorrizica es un mecanismo muy antiguo de
simbiosis mutualista. Las hifas y arblsculos han sido reportados
en fésiles de Aglaophyton, una planta procedente del periodo
Devénico tardio (Harrier, 2001). El mecanismo por el cual el
hongo se une a la planta inicia con la penetracién de la hifa a
través del cértex radical en donde el micelio externo se extiende
por medio de una red de hifas atravesando la matriz intercelular,
cabe recalcar que existen tipos de hongos quienes en ausencia
de hospederos forman septos, y sobreviven un lapso de 20 a 30
dias, a diferencia de los HMA cuya simbiosis obligada limita su
crecimiento Unicamente asociado a raices (Rivera & Fernandez,
2003).

Reproductive
chlamydospore

Epidermis

Arbuscule

Endodermis

Vesicle

ks 5
External Cortex
mycelium “———~——

Fig.1 Esquema de la colonizacion de raices por endomicorrizas
Fuente: http://www.mmar.es/natural/archives/2704.
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El beneficio de la simbiosis micorrizica arbuscular es que
maximiza la utilizacién de los elementos biolégicos que estan
presentes en el suelo y por ende en la raiz. Los HMA absorben
nutrimentos inorganicos del suelo entre los que se destaca el
fésforo que es traslocado del suelo a la raiz en forma de i6n
fosfato, simultdneamente el hongo recibe de la planta entre el 10
y 30% de sus productos de fotosintéticos como azucares simples
como glucosa y fructosa. (Alarcon & Ferrera, 2000). En cuanto a
la traslocacion de nutrientes podemos decir que los HMA
aumentan el volumen de exploracion de la raiz, esta propiedad
es de fundamental importancia pues en suelos en donde el
contenido de elementos nutricionales es escaso, la longitud que
las hifas proporcionan a la raiz de la planta le permiten migrar a
lugares distantes donde los recursos son optimos.

Otra ventaja que aportan los hongos micorrizicos a las plantas es
la resistencia a la infeccion por organismos fangicos patégenos
ya que compiten por la poblacion de la superficie radical (Varma,
2008)

3.3. HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES:
SU ORIGEN Y CLASIFICACION

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares, son
simbiontes obligados de plantas y son considerados un grupo
monofilético, dentro del filum Glomeromycota, clase
Glomeromycetes (Schiiller et. al., 2001) y colonizan las raices de
mas del 80% de las especies vegetales, produciendo en su
interior estructuras caracteristicas: circunvoluciones, arbusculos
y/o vesiculas. Su reproduccion no es sexual, sus esporas son
estructuras de resistencia y permanencia, en consecuencia su
fase de esporulacion es mas como una respuesta a condiciones
ecoldgicas estresantes que sufren los hospederos, por ejemplo
periodos prolongados de sequia, escasés de nutrientes y no
respondiendo a una condicion de su ciclo de vida. (Pifidn, 2009)

Los hongos micorrizicos, en virtud de su extensa red de hifas,
aumentan el area de exploracion del suelo, permitiendo a la
mayoria de las plantas acceder a las fuentes de nutrientes



inmaviles, principalmente fésforo, y aumentar la absorcion de
aquellos méviles (Clark & Zeto, 2000).

En la zona externa del cortex de la raiz forman unas estructuras
intracelulares tipicas que son los ovillos, en la zona media las
hifas crecen longitudinalmente en los espacios intercelulares;
mientras que en la zona interna las hifas penetran
intracelularmente 'y forman arblsculos por ramificacion
dicotémica repetida, a este nivel se produce el intercambio de
nutrientes. Las vesiculas que se forman en el cortex cumplen la
funcion de reservas lipidicas (Ledn, 2006). Tras la colonizacion
interna se produce la ramificacion y desarrollo del micelio
externo, en cuyas redes tridimensionales se forman estructuras
de resistencia denominadas esporas que al madurar, cumplen
con el ciclo del hongo. (Ledn , 2006)

3.4. INOCULO

Se entiende como inoculante al producto bioldgico que facilita la
introducciébn de microorganismos con diversa actividad
fisiolégica, que favorece el crecimiento y desarrollo de las
plantas. El aspecto fisico del inoculante puede ser liquido o
sélido. El objetivo de dicha herramienta biologica es establecer
microorganismos en las hojas, tallos o raices de plantas usadas
en las labores agricolas, horticolas, fruticolas y forestales.
(Ferrera- Cerrato, datos no publicados, 2000).

Refiriéndonos al in6culo usado en los cultivos de HMA, estos
pueden ser esporas viables, hifas, fragmentos de raices
colonizadas y suelo de rizosfera con abundantes restos de hifas
micorrizicas. (Alarcon & Ferrera — Cerrato, 1999).

3.4.1. PLANTA HOSPEDERA

Al momento de seleccionar la planta hospedera adecuada, su
capacidad micotréfica debe ser establecida. Las plantas
presentan distintos grados de dependencia a la micorrizacion.

Esto se logra analizando algunas caracteristicas particulares, que
se enfocan en aspectos como: 1) sistemas radicales con



limitacién para absorber y aprovechar los nutrientes presentes en
el suelo o sustrato correspondiente 2) la escaza presencia de
pelos radicales y del tipo magnoloide encontrados en especies
como la mayoria de los frutales, algunas leguminosas, especies
forestales principalmente, hace que esta clase de hospederas
tengan una dependencia elevada a la actividad de los hongos.
Por otro lado las especies vegetales que no son depedientes a la
la micorrizacién poseen densos sistema radicales y abundantes
pelos radicales de tipo graminoide, entre los cuales se encuentra
el maiz, sorgo, trigo y otros, que restan la necesidad de simbiosis
micorrizica (Ferrera-Cerrato, datos no publicados, 2000).

3.5. METODOS DE CULTIVO DE HONGOS MICORRIzZICOS
ARBUSCULARES (Walker, 1997)

3.5.1. Cultivos trampa con suelo de rizésfera

Es el método mas simple de obtencion de cultivos consiste en
colectar suelo del area de interés y mezclarlo con un sustrato
desinfectado el cual puede ser suelo, arena o arcilla expandida.
Esta mezcla se coloca luego en un contenedor apropiado, que no
debe estar contaminado por otros HMA. (Salas & Blanco,
2000). Se puede utilizar tanto semillas como plantulas (libres de
micorrizas) sembradas en el sustrato. Las plantas se mantienen
por un periodo de tiempo adecuado para el establecimiento de
las micorrizas (usualmente de uno a seis meses). Este tipo de
cultivos puede utilizarse para una purificacibn de especies
futuras de HMA.

3.5.2. Cultivos a partir de cultivos en maceta ya
existentes

El uso de sustrato de un cultivo ya existente es otro tipo de
cultivo trampa aunque en este caso, los cultivos podrian o al
menos deberian ser de un cultivo de una sola especie flngica.
En este tipo de cultivo una pequefia cantidad de sustrato de un
cultivo ya existente es mezclado con el sustrato desinfectado, o
afladido en un hoyo dentro del cual una planta libre de micorrizas
es colocada. Los cultivos usualmente se establecen rapidamente
y las esporas se producen normalmente dentro de uno o dos
meses de cultivo.



3.5.3. Cultivos de plantas trampa del campo

Otro de los métodos para producir cultivos es extraer pequefias
plantas del area de interés cuidadosamente, lavar copiosamente
las raices y remover los restos de suelo y micelio externo. Luego
se coloca la planta en un sustrato estéril apropiado. El resultado
es usualmente un cultivo en coctel ya que las plantas pueden
tener mas de un simbionte asociado a ellas, pero a veces,
aparentemente cultivos de una sola especie se pueden obtener
de esta forma. Este método tiene cierta ventaja para estudios
ecolégicos, pues las especies de HMA asi obtenidas tienen una
alta probabilidad de haber estado en simbiosis con la planta en
condiciones de campo, aunque es probable que un propagulo
ocasional de otra simbiosis pueda haber permanecido adherido a
las raices luego del enjuague.

3.5.4. Cultivos de Fragmentos de raices

En este método, pequefios fragmentos de raices son tomados de
las especies de interés y puestos en contacto con las raices de
plantas huésped libres de micorriza en un sustrato estéril. Este
método comparte las mismas ventajas que el cultivo de plantas
trampa, pero quizas es mas probable obtener cultivos de una
sola especie si los fragmentos de raices son suficientemente
pequefios.

3.5.5. Cultivos multispéricos

Las esporas son extraidas del suelo o de sustrato de cultivos
trampa. Son ordenadas bajo un estereoscopio a especimenes
que son superficialmente similares. Muchos (més de 100)
especimenes son luego introducidos a plantas hospederas libres
de micorriza. Existen varios métodos de introduccién, por
ejemplo, Gerdemann (1955) us6é un embudo pequefio lineado
con laminas de metal. El cuello del embudo se llena con sustrato
y las esporas se colocadan en la base del embudo en el suelo.

El embudo se llena y siembra con un hospedero adecuado.
Después de un periodo de tiempo para que se establezca la
simbiosis, las plantas son removidas del embudo, y si la
micorrizaciébn es exitosa, son transferidas a una maceta que
contenga substrato desinfectado.



Otra manera es simplemente colocar una planta pre-germinada
libre de micorriza en depresién, en una maceta de sustrato
estéril. Luego pipetear las esporas en agua destilada sobre las
raices, finalmente cubrir con mas sustrato y regar la maceta.
Este método tiene una gran desventaja. Es imposible estar
seguro sobre la identidad de la espora de HMA a nivel del
estereoscopio. Consecuentemente nunca se puede estar seguro
de que el cultivo derivado es de una especie. Alun si solo una
especie esta presente, esta puede ser de mas de un gen asi que
puede estar mezclado genotipicamente.

Al igual gque con las plantas y cultivos trampa, incluso si solo un
tipo de espora es producido de tal cultivo, es posible que otra
especie pueda estar presente en un estado no esporulativo
(fragmentos de hifas pueden adherirse a esporas y actuar como
propagulos; esporas muertas pueden parecer vivas bajo el
estereoscopio y pueden contener esporas vivas de otras
especies).

3.5.6. Cultivos monosporicos

Estos son preparados exactamente de la misma manera que los
cultivos multispéricos, pero, como su nombre lo indica, son
producidos por una sola espora. La proporcion de éxito con los
cultivos de una sola espora puede ser muy bajo dependiendo de
la especie de hongo y las condiciones de las esporas. A menudo,
solo uno o dos por ciento de los intentos seran exitosos,
especialmente de las esporas colectadas del campo. La
contaminacion puede ser debida a (1) fragmentos de hifas, (2)
que otras especies de HMA hayan esporulando dentro de las
esporas muertas y, (3) produccion de un cultivo de otra especie
diferente de la que se pensaba que habia sido usada para la
inoculacién. Con esporas de un cultivo saludable, el éxito es
razonablemente alto.



5. METODOLOGIA:
5.1. Sitios de muestreo

Se seleccionaron 4 zonas productoras de papa al Sur del
Ecuador a lo largo de una gradiente altitudinal entre los 2 670-
3560 m.s.n.m y se determinaron sus condiciones edaficas. La
primera zona estuvo ubicada en la provincia de Cafiar a 3560 m
s.n.m (02°37°20.4” S; 078°56’04.7”E). La segunda zona ubicada
en la provincia del Azuay a 3 000 m s.n.m (03°20’15.9”S;
079°09°'25.4”E). La tercera zona en el canton Saraguro en el
sector denominado Gueledel a 2 760 m s.n.m (03°32°03.7" S;
079°13'17.2” E) y la cuarta zona también en el cantén Saraguro
en el sector Carboncillo a 2 670 m s.n.m (03°32'21.8” S;
079°13'32.6” E).

El periodo de muestreo se lo realizé durante los meses de julio a
noviembre del 2009.

5.2. Determinacién de las condiciones edafocliméaticas de
los sitios muestreados

Se determinaron las condiciones edafocliméticas de las zonas
muestreadas: temperatura, precipitacién, y caracteristicas del
suelo. Ademas se realiz6 una breve descripcion de los sitios en
lo concerniente al manejo del cultivo.

5.3. Tomade muestras

De cada una de las 4 zonas seleccionadas, se escogié una
parcela al azar de 20m x 20m aproximadamente y de ella se
tomaron 5 plantas al azar. Este procedimiento se realiz6 durante
tres estadios de desarrollo de las plantas: estado de prefloracion,
floracion y senescencia. Se recolectaron raices y suelo de
rizosfera. De cada planta se seleccionaron 10 segmentos de
raices finas de aproximadamente 20cm de longitud (o varios
segmentos que juntos constituyan 20cm) y se cortaron en 20
segmentos de 1cm de longitud. De esta forma se obtuvieron 200
segmentos de raices de 1cm de longitud por planta muestreada,
100 de ellos se destinaron a andlisis moleculares en la
Universidad Ludwig Maximilian de Alemania (andlisis aun en
curso) y de los otros 100 restantes; 40 se tomaron para realizar
tinciones y cuantificar la colonizacion de las raices por HMA en el



campo, 40 se destinaron para establecer cultivos trampa, y los
diez restantes se utilizaron para establecer ensayos de
aislamiento de HMA a través del método de inoculacion de un
Unico fragmento de raiz.

5.4. Determinacién de porcentajes de colonizacién de
raices colectadas en el campo.

Se tomaron 40 segmentos de raices de 1cm de longitud tomadas
al azar de cada planta muestreada, se tifieron con azul de
metileno siguiendo la metodologia propuesta por Sieverding,
1984 y se determind su porcentaje de colonizacion en cada una
de las tres etapas de crecimiento de las plantas utilizando el
método de los rangos propuestos por Trouvelot, 1986. Se
tomaron 30 segmentos al azar y se montaron en grupos de 10 en
placas porta y cubreobjetos. Los porcentajes de frecuencia de la
colonizacion e intensidad de la colonizacion fueron calculados
utilizando el programa Myco-calc, disponible en
(http://www?2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalc-prg/download.html).

5.5. Determinacién de morfotipos de esporas de HMA de
muestras de suelo delas zonas de estudio.

Se tomaron 20g de suelo de rizésfera por cada una de las 5
plantas muestreadas durante la etapa de floracion y se
homogenizo para tener un total de 100gr de suelo por campo. La
extraccion de esporas se lo realizd siguiendo el método de
tamizado en hiumedo, decantacion y centrifugacion propuesto por
Gerdeman & Nicholson, 1963 en combinacion con el método de
centrifugado en sacarosa (Jenkins, 1964). La captura de esporas
se efectud luego con una pipeta Pasteur bajo estereoscopio a
32x, las esporas extraidas se cuantificaron y agruparon por
morfotipo, tomando en cuenta sus caracteristicas morfologicas
externas (color, tamafio, forma y ornamentacion, presencia de
hifa de suspensién), para establecer su género tentativo.

5.6. Establecimiento de cultivos trampay ensayos de

aislamiento para verificar viabilidad del in6culo de
HMA.

5.6.1. Cultivos trampa.



De los cuatro sitios, se tomaron muestras de suelo (50 g) de
rizosfera y raicillas de 5 plantas de papa en floraciéon tomadas al
azar, este material se homogenizé y se utiliz6 como inéculo de
HMA para el establecimiento de tres cultivos trampa (por sitio de
muestreo). El establecimiento de los cultivos trampa se hizo
siguiendo el protocolo propuesto por Walker, 1997 que consiste
en colectar suelo del area de interés y mezclarlo con un sustrato
desinfectado y libre de HMA. Esta mezcla se coloco luego en
macetas de 1Kg de capacidad. En la que se sembré una planta
micotrofica: Plantago lanceolata, para lo cual se desinfectaron
primero sus semillas con hipoclorito de sodio al 2% durante 15
min. Las plantas se dejaron crecer por un periodo de seis meses
en sistemas cerrados para evitar la contaminacién cruzada.

5.6.2. Método de inoculacion de fragmentos de raices en
planta trampa.

Para el establecimiento de este ensayo se siguidé el protocolo
descrito por Walker, 1997. Se desinfectaron semillas de P.
lanceolata y se dejaron germinar en sustrato autoclavado 3
veces a 120°C durante 1h, con la finalidad de eliminar micorrizas
no deseadas en la investigacién para luego dejar reposar el suelo
durante 24h entre cada autoclavado. El sustrato consistié en una
mezcla de arena de mina y tierra negra (5:1), las plantulas se
dejaron crecer en esta mezcla hasta que alcanzaron tres
semanas de edad.

Se tomaron 10 segmentos de raices de 1cm de longitud al azar
por cada una de las 5 plantas muestreadas por sitio (4 sitios) y
por etapa de desarrollo fenol6gico (prefloracion, floracién y
senescencia). Con cada uno de estos segmentos se establecié
un intento de aislamiento al ponerlo sobre un P. lanceolata libre
de micorrizas. Las plantas se sembraron nuevamente en
macetas que contenian sustrato estéril, dentro de sistemas
cerrados. En total se obtuvieron 600 ensayos.

10 replicas x 5 plantas = 50 cultivos x 3 etapas de desarrollo
fenologico = 150 plantas x 4 sitios = 600 plantas.



5.6.3. Método de establecimiento de cultivos
monospéricos.

Para este tipo de cultivos también se siguié el protocolo
propuesto por Walker, 1997 usando sustrato esterilizado y P.
lanceolata como planta hospedera. Del suelo de rizésfera
colectado del campo, se extrajeron esporas con apariencia viable
con el método de tamizado en humedo, centrifugacion y
decantacion (Gerdeman & Nicholson, 1963). Las esporas
extraidas fueron colocadas de forma individual en la raiz de las
plantulas de P. lanceolata. En total se extrajeron 60 esporas
aparentemente viables (coloracion brillante, sin manchas en las
pared externa y turgentes) por sitio de muestreo y se inocularon
en plantulas de P. lanceolata, obteniendo un nimero final de 240
ensayos para obtener aislamientos de HMA. Las plantas se
dejaron crecer por un periodo de 3 meses antes de realizar la
comprobacion de la colonizaciéon en sus raices.

5.7. Verificacion de la colonizacién de cultivos y
ensayos de aislamiento.

La tincién de las raices de las plantas de P.lanceolata, se realizé
a los seis meses en el caso de las plantas trampa y a los 4
meses en el caso de los ensayos de aislamiento, siguiendo la
metodologia de Philips y Hayman, 1970 (descrita anteriormente).
Las raices fueron montadas en placas porta y cubreobjetos y se
evalué su porcentaje de colonizacién con el método de Trouvelot
1986 y el programa Myco-calc para determinar los porcentajes de
frecuencia e intensidad de colonizacion.

Existen algunos métodos utilizados para el aislamiento de estos
microorganismos en cultivos puros. Dos de las técnicas mas
utilizadas para este fin son: la inoculacion con fragmentos
individuales de raices colectadas al azar de la plantas de interés
(Walker, comunicacion personal), y el otro método de aislamiento
muy utilizado es la inoculacién de esporas individuales en una
planta trampa micotrofica.



6. RESULTADOS:
6.1. Caracterizacion de los sitios

Los sitios de muestreo corresponden a lugares tipicos de
explotacion del cultivo en la zona sur del Ecuador. Se
seleccionaron sitios en los que existi6 una moderada aplicacion
de productos quimicos para el control de lancha (Phytophtora
infestans) e insecticidas (de acuerdo a comentarios de los
mismos agricultores). No fue posible muestrear una variedad de
papa comun para todos los sitios. En Cafiar y en Azuay se
tomaron muestras de cultivos de la variedad “superchola” que es
una variedad producida por el INIAP. En Gueledel-Saraguro se
muestred un cultivo de la variedad “guata” y en Carboncillo de la
variedad “Fripapa” también producida por el INIAP. Los sitios de
muestreo también fueron muy heterogéneos en cuanto a sus
caracteristicas del suelo. La fertilizacion del suelo también fue
heterogénea, en Cafiar y Azuay, la fertilizacion se realiz6 con
gallinaza colocada en los surcos, en Gueledel, se realizé una
enmienda con fertilizante inorganico 10-30-10, en Carboncillo no
se realiz6 ninguna enmienda.

A continuacibn una vista panoramica de las parcelas
muestreadas en cada una de las zonas.
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Fig 1. Vista de los sitios muestreados, se puede apreciar la
heterogeneidad del paisaje y del cultivo entre sitios.

En las tablas 1, 2 y 3 se detallan las caracteristicas climaticas y
de suelo de los sitios muestreados, asi como algunas
caracteristicas importantes con respecto al manejo del cultivo.

Tabla 1.- Determinacion de las caracteristicas climaticas de los
sitios muestreados. Los valores presentados son los promedios
obtenidos para seis afios de acuerdo a los datos de las
estaciones meteoroldgicas del INAMHI (Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia del Ecuador).

Precipitacion

Sitio Temperatura anual
Promedio (°) Promedio (mm)
Canar-Buena 12 330-560
Esperanza
Azuay-La Paz No datos 578
Loja-Saraguro-
Gueledel 15 695
Loja-Saraguro- 15 695

Carboncillo




Tabla 2.- Caracteristicas del suelo. Las muestras se analizaron
en la Universidad Agraria La Molina. Lima-Peru

pH (Cili) M.O | N = K Arena Limo Arcilla
- i 0, 0, 0, 0,
siio | Y D{dsm| % | % |Epm)|PPM| % | o | %
Cafar 4.07 |0.25 |31.72|0.88|7.0 95 Suelo orgéanico
La Paz 4.49 |0.20 |13.38|0.45|4.0 275 Suelo orgénico

Gueledel 440 |0.35 [5.19 |0.30(11.9 |242 50 32 18

Carboncillo |4.45 |0.47 |9.01 |0.35|7.2 275 56 26 18

Tabla 3.- Caracteristicas de manejo del cultivo de papa.

Periodicida
d de
aplicacion
. Tipo de de Rotacié
sitio Variedad | ¢ ilizacio | fungicidas | n de
cultivada . .
n por ciclo de | cultivos
cultivo
Canar- Organica-
c Buena Superchol gallinaza 3 No
speranza a
Azuay- Organica-
La Paz Suptzrchol gallinaza 1 Si
Loja-
Saraguro- Papa Inorganica- no Si
Gueledel guata (10-30-10)
Loja-
Saraguro- Sin
Carb(())ncul Fripapa fertilizacion 1 Si




6.2. Determinacién de los porcentajes de colonizacién de
muestras de raices colectadas en los cultivos.

Los porcentajes de

colonizacion de las muestras de raices
colectadas en el campo se muestran en las figuras 2.

Segmentos de raiz colonizados

(%)

Frecuencia de la

colonizacion

o

¥ Pre-floracién
® Floracion

Senescencia

Fig 2. Frecuencia de colonizacién por HMA en las muestras de
raices colectadas en cuatro zonas de cultivo al sur del Ecuador.
Las zonas fueron ordenadas en forma descendente con respecto
a su altitud.

Tabla 4.- Representacion numérica de los porcentajes de
colonizacion de la Fig. 2.

Frecuencia de Colonizacién

Zona

Prefloracion

Floracién

Senescencia

Cafar

5.2%

3.33%

5.46%




Azuay 4.81% 9.26% 6.86%

Loja-

13.3% 11.15% 17.86%
Gueledel
Loja- 34.1% 69.91% No datos
Carboncillo

De acuerdo a la grafica y tabla presentadas, se puede ver una
clara diferencia en cuanto a los porcentajes de colonizacion de
las raices en los diferentes sitios, especialmente en la zona de
Carboncillo, en donde los niveles fueron altos, sin embargo para
la fase de senescencia de este cultivo no se tienen datos, debido
a que el propietario del predio cosecho las plantas antes de
realizar el Gltimo muestreo

6.3. Determinacién de morfotipos de esporas de HMA de
muestras de suelo de las zonas de las estudio.

A continuacién se detallan la frecuencia total de esporas y los
morfotipos de esporas de HMA encontrados en cada uno de los
sitios muestreados.

Tabla 5. Frecuencia Total de esporas pertenecientes a los 4
sitios.

Frecuencia de esporas en 100g de
suelo seco
Lugar Frecuencia
Caiar 25
Azuay 22
Saraguro (Gueledel) 157
Saraguro (Carboncillo) 126




Tabla 6. Morfotipos encontrados y asignacion de los géneros

putativos.

Tabla de morfotipos de esporas de HMA por sitio

Sitio Morfotipos Géneros putativos
Canar 3 Acaulospora (2), Archeospora (1)
Azuay 2 Archeospora (1), Glomus (1)
Saraguro 9 Acaulospora (4), Glomus (3),
(Gueledel) Gigaspora (2)
Saraguro 6 Acaulospora (2), Glomus (3),
(Carboncillo) Scutellospora (1)

6.4. Establecimiento de cultivos trampay ensayos de
aislamiento para verificar viabilidad del in6culo de
HMA

6.4.1. Cultivos trampa

Se realizé la tincion de las raices de las 12 plantas trampa
obtenidas de los 4 sitios, verificandose la presencia de HMA.
Desafortunadamente las condiciones de cultivo no fueron las
adecuadas para que los cultivos produzcan esporas.
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Fig. 3.- Grafica de la frecuencia e intensidad de los 12 cultivos
trampa obtenidos a partir de las cuatro zonas de muestreo.

6.5. Ensayos de aislamiento de hongos micorrizicos
arbusculares

6.5.1. Método de inoculacion de fragmentos de raices en
planta trampa.

De los 600 ensayos de aislamiento que se hicieron utilizando
esta técnica, ninguno fue exitoso.



Fig 4. (A) Vista de los cultivos en el invernadero (B) Raiz no
colonizada por HMA en la que se pueden apreciar las células
corticales tefiidas con azul de metileno.

6.6. Establecimiento de cultivos monospdricos

De los 240 ensayos de aislamiento, solamente se obtuvo un
aislamiento exitoso con una espora de HMA del suelo
proveniente de Carboncillo-Saraguro.



7. DISCUSION:

En la Tabla 3, se detallan las caracteristicas de cultivo de papa
en cada zona. Debido a que la papa es un cultivo muy poco
eficiente en la captacion de nutrientes necesita de una alta
cantidad de agua vy fertilizacion del suelo (Prashar, datos no
publicados). En los sitios de Cafar, Azuay y Saraguro-Gueledel
los suelos fueron fertilizados con abonos orgéanicos (mayormente
gallinaza) y fertilizantes inorganicos (10-30-10). En Cafar, los
agricultores cultivan papa hasta 3 veces consecutivas en el
mismo terreno, lo que no es una practica muy adecuada en
términos de deplecién de los mismos nutrientes del suelo por
parte del cultivo. Es una practica muy comun, antes y después
del periodo de cultivo de papa dejar descansar en barbecho, lo
cual no es adecuada debido a que los propagulos de HMA no
encuentran un huésped con el cual asociarse, perdiéndose de
esta forma una gran cantidad de propagulos infectivos de HMA.

Como se observa en la Fig. 2 los porcentajes de colonizacion por
HMA en papa mas bajos se encuentran en las zonas de Cafiar
(3.33%), Azuay (9.26%) y Loja-Gueledel (11.15%). Resultados
muy parecidos fueron obtenidos en el 2008 por Cesaro et al, en
dos areas de cultivo de papa en ltalia, encontrando niveles de
colonizacion de 55 y 2,1%, ElI porcentaje méas alto lo
encontramos en el sector de Loja-Carboncillo (69.91%), aunque
el porcentaje colonizado de la raiz no fue muy alto, si se encontro
una gran cantidad de puntos de contacto entre las hifas del
hongo y las raices denotando una gran actividad de HMA en el
sitio. Cabe recalcar que en el sector Loja-Carboncillo no se
efectud la aplicacion de fertilizante lo que podria explicar la
abundante presencia de HMA en dicho sector.

Varios experimentos han demostrado que las diferentes especies
vegetales varian sustancialmente en su respuesta a los hongos
micorrizicos (Van der Heijden et al. 1998). Incluso distintas
variedades dentro de un mismo cultivar pueden presentar
distintas respuestas en el establecimiento de la simbiosis
micorricico-arbuscular (Ryan & Graham, 2002). Los programas
de cruzamiento para la obtencién de nuevas variedades agricolas
han resultado en variedades o cultivares con un amplio rango de
diferencias genéticas. Por ejemplo, se ha reportado, variacién en
la dependecia micorrizica de citricos a los HMA. Muchos de estos



programas de cruzamiento han presentado respuestas pobres a
los HMA por parte de los cultivares de gran importancia
econdmica. Algunos ejemplos son el maiz (Zea mays), avena
(Avena sativa), Cebada (Hordeum vulgare) y trigo (Triticum
aestivum) (Hetrick et al. 1993; Kaeppler et al. 2000; Ryan &
Graham, 2002). En consecuencia tal como se detalla en
metodologia, se muestrearon distintas variedades de papa, esto
debido a que fue muy dificil encontrar una variedad comun para
todos los sitios muestreados. Para Cafiar y Azuay la variedad
muestreada fue “superchola” que es una variedad mejorada
producida por el INIAP y que actualmente es una de las
variedades mas producidas en nuestro pais (Cultivo de la papa
en Ecuador, 2002). En los sitios: Saraguro-Gueledel y Saraguro-
Carboncillo se muestrearon “papa guata” y “fripapa”
respectivamente. Concomitante a lo antes expuesto y mas halla
de gue no existen estudios para evaluar el grado de dependenia
de distintas variedades de papa a los HMA creemos que el origen
de las variedades estudiadas pudo ser otra causa de los bajos
porcentajes de colonizacion

El cultivo de papa en la region Andina se ha desarrollado durante
miles de afios sin la adiciébn de insumos externos (Cultivo de la
papa en Ecuador, 2002). La aparicién de Phytophtora infestans
Mont de Bary ,ha causado la propagacion de epidemias de tizén
tardio que demandan la aplicacion de fungicidas. Como
resultado, el cultivo de papa es considerado uno de los cultivos
mas controversiales en cuestiones fitosanitarias con problemas
de dependencia y sobreutilizacion de agroquimicos y efectos
colaterales negativos en la productividad del cultivo, el medio
ambiente y la salud humana. (Cultivo de la papa en Ecuador pp
153, 2002). Una caracteristica comun para todos los sitios fue la
aplicacién de fungicidas como protectivos del cultivo, que en el
caso de Cafar fue de hasta tres aplicaciones durante todo el
ciclo, los fungicidas méas aplicados fueron los Dithiocarbamatos
como el Mancozeb y el Maneb que son los méas recomendados
en los almacenes agropecuarios para el control del tizon tardio.
La accion de estos fungicidas ha probado ser detrimental en la
asociacién micorrizico arbuscular (Alarcén et. al. 2004; Janza et
al, 2002; Oehl et al, 2003). Oehl en el 2003, en un estudio sobre
la diversidad de HMA en tres sistemas de manejo de suelo
distintos (pradera, agricultura moderada y agricultura intensiva)



encontré que una intensificacién en el manejo del suelo estuvo
correlacionada con un decremento de la diversidad de especies
de HMA. Uno de los errores mas comunes es la utilizacion de
fungicidas para erradicar Phytophtora infestans Mont de Bary,
pues se considera errbneamente que esta entidad en un
organismo flngico, cuando en realidad se trata de un
oomycete(Govers, 2001). Los efectos colaterales causados por
el uso de estas sustancias son entre otros la resistencia de
Phytophtora infestans Mont de Bary, y la disminucién o
desaparicion de las comunidades de hongos beneficos
(HMA)(Govers, 2001).

Como se puede observar en la Tabla 2, los géneros a nivel de
esporas mas frecuentes corresponden a Glomus y Acaulospora,
estos géneros se encontraron en los 4 sitios muestreados. Los
resultados concuerdan con los encontrados por Hijri et al, 2006
en un estudio de las comunidades de HMA en suelos cultivados.
Se hizo un estudio a nivel molecular de las especies presentes
en estos ecosistemas y se encontr6 que Glomus grupo A y
Acaulospora fueron los géneros mas frecuentes. También Read
1991 citado en Varela y Trejo 2001, menciona que existen
micorrizas arbusculares que presentan una dominancia en
determinadas comunidades vegetales especialmente en las de
importancia agricola y horticola y que tal dominancia esta
correlacionada con el estado de los suelos y las latitudes bajas.
Ademas se ha demostrado de que Glomus y Acaulospora son los
géneros mas resistentes a las perturbaciones producto del
manejo constante de los suelos (Mathimaran et. al. 2005 citado
en Guadarrama et. al. 2007).

Con respecto a los cultivos trampa establecidos, se observa que
los porcentajes de colonizacién fueron muy similares a los
encontrados a nivel de campo, siendo nuevamente los cultivos
provenientes del sitio de Carboncillo los que presentaron los mas
altos porcentajes de colonizacion (75%). Los porcentajes de
colonizacion de las raices de P. lanceolata, posiblemente guarde
relaciébn con la viabilidad del inéculo en el campo. Bajos
porcentajes de colonizacién de las plantas de papa en el campo,
podria significar: que la cantidad de inéculo viable del material
recolectado fue baja debido a las préacticas inadecuadas de
manejo del suelo o que las condiciones de cultivo no fueron las
adecuadas para la proliferacion de los HMA. La produccion de



esporas fue nula esto debido quiza a que las condiciones en las
que se mantuvieron los cultivos no fueron las adecuadas para
promover la esporulacion de los hongos, encontrandose
Unicamente en estado vegetativo.

Concerniente al establecimiento de aislamientos con esporas y
de fragmentos individuales de raices provenientes de las plantas
colectadas, la viabilidad de estos propagulos se ve cuestionada
por lo mencionado en los parrafos anteriores en vista de que se
consiguié solamente un aislamiento procedente del sitio
Carboncillo (Loja). Muchos factores pueden haber influido sobre
el fracaso en el establecimiento de los asilamientos, cuyo éxito se
calcula entre el 1-2% (Walker, 1997) con el material proveniente
del campo. Factores como la agricultura intensiva, aplicacion
continua de fungicidas y periodos largos de barbecho podrian
influir sobre la viabilidad esporas de HMA (Morton, 1993; Walker,
1997; Cuenca et. al. 2003; Serralde y Ramirez, 2004). Debido a
que no se hicieron ensayos de viabilidad en el presente estudio
es dificil corroborar esta hipotesis. En un estudio realizado por
Salas en el 2010 (datos no publicados) con las mismas
condiciones de cultivo y con igual nimero de intentos de
aislamiento de HMA provenientes de esporas encontradas en la
zona de la rizosfera de una especie silvestre de papa, se
obtuvieron 6 aislamientos exitosos de HMA. Lo que podria
reflejar que la viabilidad de las esporas colectadas en las zonas
agricolas fue menor.



8. CONCLUSIONES

La produccién de papa en el Ecuador tradicionalmente se
desarrolla en la regién sierra. (Andrade, 2002). De acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, es posible que la
asociacion mutualista HMA sobre las variedades de papas
estudiadas se encuentre afectada por factores como las practicas
de cultivo intensivas entre ellas: labranza del suelo y el uso
indiscriminado de insumos agroquimicos (Jeffries et. al.2003),
que hace que estas poblaciones disminuyan al igual que su
infectividad y permanencia provocando que el éxito de la
simbiosis micorrizica sea escaso en los lugares de la regién sur
del Ecuador donde producen este tubérculo se vean afectados
por este tipo de factores.

Desde el punto de vista del porcentaje de colonizacién existe una
correlaciéon entre los porcentajes encontrados en el campo con
los encontrados en las raices de los cultivos trampa. Algunas
investigaciones sugieren que la mejor manera de asegurar la
viabilidad de las esporas de HMA es a través de su multiplicacion
en cultivos trampa en invernadero (Harries et al. 2009), lo que
incrementa las posibilidades de obtener aislamientos.

El intento de aislamiento de especies puras de HMA en cultivos
trampas no se pudo efectuar debido a causa al bajo porcentaje
de colonizacidn obtenidos en los mismos.

A través de los resultados obtenidos en el presente trabajo y las
investigaciones similares analizadas en el mismo nos permiten
concluir que la simbiosis micorrizica arbuscular en los cultivos de
papa (S. tuberosum) en el Sur del Ecuador se encuentra
disminuida.



9. PERSPECTIVAS

Dada la importancia de los HMA por sus multiples beneficios
sobre las comunidades vegetales, el presente trabajo pretende
aportar la informacion necesaria para usarla en futuras
investigaciones dentro del proyecto VALORAM que se lleva a
cabo en el CBCM de la UTPL.

Hasta ahora no existen estudios que se hayan hecho para
evaluar el grado de dependencia de distintas variedades de papa
a los HMA, por lo que creemos que se deberia hacer un estudio
més profundo al respecto.

Proporcionar a los agricultores la manera correcta de seleccionar
el manejo agricola apropiado para conservar tanto la
biodiversidad de los hongos micorrizicos arbusculares como el
mantenimiento de los suelos.

Realizar estudios con la finalidad de controlar la calidad y la
mayor produccion de este tubérculo evitando desequilibrar el
ecosistema.
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11. ANEXOS

ANEXO 1: PLANTAGO LANCEOLATA

Llantén menor: (Plantago lanceolata) L. es una especie de planta
herbacea perenne natural de toda Europa, Norteamérica y Asia
occidental donde crece en terrenos secos, taludes, bordes de
caminos y lugares no cultivados.

Caracteristicas

Es una planta herbacea vivaz sin tallos ramificados y con tallos
florales que alcanzan 30-50 cm de altura, tiene un rizoma corto
del que brotan muchas raicillas de color amarillo. Las hojas, algo
dentadas y radicales estan dispuestas en una roseta basal en la
base del tallo, tienen de 3-7 nervaciones longitudinales que se
estrechan y continan en el peciolo. La inflorescencia terminal es
una espiga densa con flores muy pequefias de color blanca o
purpurea. El fruto es un pixidio con 4-16 semillas.

Nombre vernaculo:


http://es.wikipedia.org/wiki/L.
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%A1cea
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta_perenne
http://es.wikipedia.org/wiki/Europa
http://es.wikipedia.org/wiki/Norteam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Asia
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Rizoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Roseta
http://es.wikipedia.org/wiki/Peciolo
http://es.wikipedia.org/wiki/Inflorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Espiga
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://es.wikipedia.org/wiki/Pixidio
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Vern%C3%A1culo

Castellano: alpiste pajarero, calracho, carmel, carrajo, hierba de
las almorranas, la de las almorranas, liantel, llanté, llantel, llanten,
llantén, llantén de cinco nervios, llantén de hoja estrecha, llanten
de hojas de lanza, llantén de hojas estrechas, llantén de siete
nervios, llantén lanceolado, llantén menor, llanter, michitos,
orejillas de liebre, pelosilla, planta de las almorranas, plantaina,
raiz de las almorranas, rampetes, siete nervios, sietevenas,
lengua de oveja Catalan (Catald): Plantatge de fulla estreta
Vascuence (Euskera): ezpata-bedarra.






