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RESUMEN

El género Cinchona, conocido cominmente como “cascarilla”, es nativo y endémico del valle
de Loja, siendo C. pubescens y C. Officinalis las especies mas conocidas. Debido a su
sobreexplotacion y a la baja tasa de regeneracion en su habitat natural, estas plantas se
encuentran en peligro de extincién. La asociacion con hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), pueden actuar como moduladores de la capacidad de propagacion. Mediante la
delimitacion de Unidades taxon6micas operacionales (OTUs), se investigo la diversidad de
HMA en dos especies del género Cinchona en bosques con diferente grado de alteracion en
la provincia de Loja. Con un umbral de 3% de diferencia de secuencias se detectaron 32
OTUs en bosques no perturbados y 35 en bosques perturbados. The two forest types
differed significantly in their composition of OTUs. The OTUs belonged to Glomerales,
Diversisporales, Paraglomerales and Archeosporales orders. Even greater sampling effort
for the diversity of AMF associated with gender Cinchona as a conservation strategy is
needed.

Palabras Claves: Cinchona, Hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Unidades

taxondmicas operacionales (OTUSs).



ABSTRAC

The genus Cinchona, commonly known as "husk" is native and endemic to the valley of Loja,
being C. pubescens and C. officinalis the best known species. Due to overexploitation and
the low rate of regeneration in their natural habitat, these plants are endangered. The
association with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can act as modulators of the ability to
spread. By the definition of operational taxonomic units (OTUs), diversity of AMF was
investigated in two species of Cinchona in forests with different degree of alteration in the
province of Loja. With a threshold of 3% sequence difference 32 OTUs were detected in 35
undisturbed and disturbed forests in forests. The two forest types differed significantly in their
composition of OTUs. The two forest types differed significantly in their composition of OTUs.
The OTUs belonged to Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales and Archeosporales
orders. Even greater sampling effort for the diversity of AMF associated with gender
Cinchona as a conservation strategy is needed.

Key words: Cinchona Arbuscular mycorhizal fungi, (AMF), operational taxonomic units
(OTUs).



INTRODUCCION

El género Cinchona conocida como “cascarilla o arbol de quina”, pertenece a la familia
Rubiaceae. Generalmente son arboles de tamafio mediano a pequefio o también arbustos
con corteza amarga, son de color verde con pequefias flores, fabricantes de semillas y
pueden alcanzar una altura que puede llegar hasta los 25 metros o un poco mas. Cinchona
officinalis es endémica y Cinchona pubesecens es nativa de la region sur del Ecuador
especificamente del valle de Loja, siendo estas dos especies mas conocidas (Garmendia,
2005).

Tradicionalmente el género Cinchona ha utilizado con fines medicinales, por cuanto
ha sido objeto de sobreexplotacion, a tal punto, que ahora no es facil encontrar poblaciones.
Ademas del uso antropogénico, se ha podido observar que en condiciones naturales el
género Cinchona presenta baja tasa de germinacion y regeneracion, encontrandosela
Unicamente en lugares apartados y en pequefios grupos (Buddenhagen. CE, J. Renteria., M.
Gardener, S.R. Wilkinson. M. Soria, P. Yanez, A. Tye, and R. Valle. 2004). Por estos
motivos, C. officinalis y C. pubescens estan en peligro de desaparicion y son consideradas
como especies prioritarias de conservacion y estudio. En consideraciéon a lo antes
mencionado, el estudio de la diversidad de los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA),

podrian ayudar en el establecimiento de nuevas estrategias de recuperacién y conservacion.

Los HMA son un grupo de hongos que pertenecen al filum Glomeromycota
(Schupler et al., 2001), los méas abundantes en el suelo e importantes funcionalmente ya que
son generalistas y responsables de la dependencia micotréfica de 90% de las plantas
terrestres del planeta (Smith y Read, 2008).

Los HMA caracterizan por la formacion de arblsculos, vesiculas (en algunas
especies) e hifas. El micelio de los HMA permite incrementar el area de absorcion de la raiz
de la planta (Smith y Read,1997) facilitando la toma de nutrientes (Colozzi y Cardoso, 2000)
como: N, P, K, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn, Sy B (Taber et al., 1982), mejorando asi su tolerancia al

estrés bidtico y abiotico (Simard et al., 1997; Simard y Durall, 2004).

Mediante el uso de herramientas moleculares pretendemos obtener secuencias de
ADN vy determinar la diversidad de HMA mediante OTUs en plantas de C. pubescens y C.
officinalis en bosques perturbados y no perturbados en la provincia de Loja, con la finalidad
de aportar informacion que sea especialmente Util en planes de conservacion o recuperacion

de las especies de Cinchona.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades y usos del género Cinchona

El género Cinchona conocida como cascarilla o quina fue descubierto en Ecuador en el
siglo XVII. Ecuador como pais originario e histérico de la especie de Cinchona “brindé al
mundo” uno de los mas importantes medicamentos, abasteciendo cerca del 95% de la
produccién mundial de quina, que fue utilizada para curar el paludismo o malaria, y fue
considerada como la “Salvacién de la Humanidad” por ser el remedio contra las fiebres
paltdicas (Buitrén, 1999).

1.1.1 Generalidades y usos

El género Cinchona contiene cerca de cuarenta especies de arboles, de los cuales 24
arboles pertenecen a Cinchona officinalis que crecen desde 15-20 metros de altura y

producen flores de color blanco, rosa o amarillo.

Aproximadamente el 60% de cortezas de C. officinalis y C. pubescens, se utilizan en
la produccion de medicamentos y actualmente, quinina es muy utilizada en la industria de
alimentos y bebidas, como las aguas tonicas de sabor amargo, el mas conocido “gin
tonic” que ha conquistado varios mercados europeos (Ulloa,2006). Son cuatro los
compuestos (alcaloides) mas conocidos y estudiados de Cinchona que estan presentes
en su corteza: cinconina, cinchonidina, quinidina y quinina, éste Ultimo es el mas
importante en la produccién de farmacos antimalaricos. En la actualidad esta planta ha
sido remplazada por la artemisia que es una planta indispensable en medicina china ya
que posee un efecto antimalarico y antineoplasico actualmente se la utiliza en la

produccion de farmacos antimaléricos (Ghalib, 2007).

1.1.2 Descripcion del género

Cinchona es un género de plantas faner6gamas, pertenece a la familia Rubiaceae y es
nativo de los valles andinos de Sudamérica (Buitrén, 1999; Garmendia, 2005; Jager et al.,
2007). Se distribuye a lo largo de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes
desde 12° latitud norte hasta 20° latitud sur, encontrandose en alturas que van desde los
700 metros hasta los 2900 metros sobre el nivel del mar (Garmendia, 2005).
Generalmente son &rboles de tamafio mediano a pequefio o también arbustos con

corteza amarga. Las hojas son de color verde con pequeias flores, productoras de

5



semillas y pueden alcanzar una altura que puede llegar a los 25 metros 0 un poco mas
(Mahecha et al., 2004). Las hojas son opuestas, lanceoladas a redondeadas, perennes
de 1-4 dm de longitud. Las flores de color blanco, rosa o rojo se producen en paniculas
terminales. El fruto es una capsula con numerosas semillas.

Se conocen 24 especies, de las cuales mas de la mitad se encuentran en Ecuador,
principalmente en provincias como Bolivar, Chimborazo, Cafiar, Azuay, Morona, Zamora
y Loja (Tapia, 2013; Garmendia, 2005). Dos de las especies méas reconocidas son C.

officinalis y C. pubescens.

El género Cinchona ha sido objeto de una explotacion sin previsiones para el futuro a
tal punto, que ahora no es facil dar con porciones apreciables de ellas, si es que no se
penetra en lugares casi inaccesibles, y aln en éstos, la explotacion ha llegado venciendo
todo tipo de dificultades. En los Ultimos afios las actividades como la tala de bosques, la
agricultura y la ganaderia han tenido un impacto muy significativo en la destruccién de su
habitad. (Madsen, 2012). Loja conocida como la patria de las cascarillas antiguamente,
ya no posee cantidades explotables de este arbol, solo quedan pequefias poblaciones en

unos pocos bosques del sur de la misma provincia (Cuvi, 2009).

1.1.3 Cinchona officinalis

Cinchona officinalis es un &rbol de 11 a 15 m de alto, de 30 a 40 centimetros de diametro
de tallo; ramificacion simpodial; con copa globosa irregular, bastante densa. La corteza
externa es de color marrén oscuro, ligeramente fisurada y desprende pequefias placas
en forma irregular. La forma de la hoja varia de casi orbicular o lanceolada de 8 a 27 cm

de largo y 7 a 18 cm de ancho (Andersson, 1998).

Las flores se encuentran en paniculas terminales de 20 a 25 cm de longitud, son
hermafroditas, actinomorfas; la corola es blanca-roja. Los frutos son cpsulas de color

marrén oscuro, de forma elipsoide (Garmendia, 2005).

El desarrollo particularmente en los primeros afios es rapido, los &rboles de 6 a 8
afos de edad pueden alcanzar 12 m de altura. Las ramas principales parten del tronco a
una altura de mas o menos 6 m, puesto que las ramas bajas son desechadas

continuamente (Figura 1).



Figura 1.Hojas de Cinchona officinalis

Fuente 1: Autora

1.1.3.1 Taxonomia
Grupo: Euasterids.
Orden: Gentianales.
Familia: Rubiaceae.
Género: Cinchona.
Nombre cientifico: Cinchona officinalis.

Nombre comun: Cinchona, cascarilla, quina.

1.1.3.2Ubicacion geografica y distribucién de Cinchona officinalis

Es un arbol o arbusto nativo de los Andes encontrados entre los 1000 a 3500 m.s.n.m. En
el Ecuador esta ampliamente distribuido en las provincias de Bolivar, Chimborazo, Cafiar,
Azuay, Morona, Zamora y Loja. Segun estudios realizados por Garmendia (2005). La
especie de Cinchona officinalis se la conoce como endémica de la region sur del Ecuador
especificamente del valle de Loja.

1.1.4 Cinchona pubescens

El arbol alcanza los 20 m de altura, y 40 cm de diametro de su tronco. Las hojas son
pubescentes, ovaladas, de 21 a 29 cm de largo y 12 6 13 cm de ancho, de color verde
oscuro, con peciolo de 3 a 7 cm de longitud, los frutos de 2 cm de largo por 3 mm de
ancho, cilindricos y encapsulados, con numerosas semillas , las flores son en forma de
globo, color rosadas (Figura 2).



Figura 2. Arbol de Cinchona pubescens
Fuente 2: Autora.

1.1.4.1Descripcidn taxonémica.
Grupo: Euasterids.
Orden: Gentianales.
Familia: Rubiaceae.
Género: Cinchona.
Nombre cientifico: Cinchona pubescens Vahl.
Nombre comun: arbol de quinina, cinchona roja, cascarilla, quina, arbol rojo entre

otros.

1.1.4.2Ubicacién geogréficay distribucion Cinchona pubescens

El arbol puede encontrarse desde 3000-3900 m.s.n.m. Se encuentra distribuida en Costa
Rica, Panama, Bolivia, Colombia, Pert y Venezuela (Buitron, 1999) y en el Ecuador.
especificamente (Celica, Portovelo, Loja etc.) (Garmendia, 2005). También se halla
introducida en la Isla Santa Cruz del Archipiélago de Galapagos, donde ha causado
graves problemas en algunos ecosistemas y se ha convertido en una invasora muy
agresiva (Garmendia, 2005).



1.2 Micorrizas

El término micorriza proviene del griego mykes (que significa hongo) y rhiza (raiz) (Simon
et al., 1993; Montafio et al., 2007;), y fue acufiado por A.B. Frank en 1885, para describir
las asociaciones simbidticas entre raices y hongos.

La asociacibn micorrizica y la interacciobn hongo, planta con el suelo
probablemente surgi6 como un mecanismo de supervivencia para ambos socios en
ambientes terrestres de baja fertilidad, sequia, enfermedades y temperaturas extremas
donde no hubieran podido establecerse solos (Marx y Cordell,1989). Los organismos
asociados a la mayor parte de las plantas vasculares pertenecen al reino Fungi
especialmente a los miembros de los filum Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota y
Glomeromycota (Harley y Smith, 1983).

1.3 Micorrizas Arbusculares

Las micorrizas arbusculares (MA) son asociaciones ecoldégicamente mutualistas que se
establecen entre un selecto grupo de hongos Glomeromycota y muy pocos
pertenecientes a los Zygomycota, con la gran mayoria de las plantas. Aproximadamente
un 80-90% de las familias de plantas existentes tienen la potencialidad de formar este
tipo de asociacion, se caracterizan por la formacién de algunas estructuras dentro de las
células corticales que colonizan (Colozzi y Cardoso, 2000), tales como arbusculos,
vesiculas (en algunas especies) y un conjunto de hifas conformando agrupaciones

denominadas micelio (Montafio et al., 2007).

Actualmente son bien conocidos los efectos beneficiosos de las MA, los cuales
comprenden una mayor absorcion de elementos poco moviles en el suelo como el fésforo
P, cobre Cu y zinc Zn por parte de las plantas micorrizadas en comparacién con las no
micorrizadas (Smith y Read, 1997).

Por otra parte, las plantas micorrizadas son capaces de hacer un mejor uso de los
fertilizantes orgénicos, bien sea debido a la producciéon de fosfatasas por parte de los
hongos mismos (Joner y Johansen, 2000) o bien gracias a la asociacion existente entre
las hifas de las MA y los microorganismos que participan en la mineralizacion de la
materia orgénica. Existen evidencias de que las MA protegen a las plantas del ataque de

patégenos (Newsham et al., 1995) y del déficit hidrico (Ghneim et al., 2003).



También son conocidos los efectos de las MA en la formacién de la estructura del
suelo, a través de su papel en la constitucion de agregados estables al agua, en los que
el micelio externo de las MA tiene una notable participacion, asi como a través de la
produccion de una glicoproteina llamada glomalina, la cual por sus caracteristicas

quimicas favorece la agregacién de las particulas de suelo (Rillig, 2004).

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA).

Los HMA son un componente natural de los suelos en la mayoria de los ecosistemas
terrestres, son capaces de presentar una asociacion simbidtica con ellos y pueden ser
considerados como una extension de las raices de las plantas ya que amplian
considerablemente el volumen de suelo que puede ser explorado y por ende se
incrementa la cantidad de nutrientes que pueden ser obtenidos por la planta (Cuenca et
al., 1998).

El efecto positivo de los HMA se observa en la planta hospedera, al mejorar su
adaptacion (reproduccion y supervivencia) y produccion de biomasa (Castillo, 2005). Las
HMA bien podrian representar el segundo componente mas grande de biomasa en
muchos ecosistemas terrestres (Montafio et al., 2007). La estructura y estabilidad de las
comunidades vegetales nativas o de ambientes conservados se encuentran fuertemente

influenciadas por esta simbiosis (Castillo, 2005).

1.3.1 Morfologia de los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

Las estructuras que forman los hongos micorrizicos arbusculares son: esporas,
arbusculos, vesiculas, hifas que pueden formar agrupaciones miceliares externas o
internas, células auxiliares y apresorios.

En Los HMA el sistema de hifas interno (micelio interno) denominado el aparato de
nutricion del hongo se desarrolla intracelularmente (crecen dentro de la pared de la
células de la raiz) o intercelularmente (crecen entre la pared de las células de la raiz)
(Guzman y Farias, 2005; Buelvas y Pefiates, 2008; Guachoén y Prado, 2012;) (Figura 3).
El sistema de hifas externo (micelio externo) funciona como una prolongacion del
sistema radicular de la planta, permitiéndole explorar un area mayor del suelo, (Buelvas y
Pefiates, 2008) (Figura 3). Espora forman hinchazones en una 0 mas hifas en el suelo o
en las raices, poseen resistencia para sobrevivir en el suelo durante muchos afios,

pudiendo funcionar también como “propagulos” y son érganos de conservacion sexual o
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asexual (Brundrett et al.,, 1996; Buelvas y Pefates, 2008) (Figura 3). Arbusculo
minasculas ramificaciones dicotémicas de hifas intracelulares, que sirven como sitio de
intercambio nutrimental entre el hongo y el hospedero (Buelvas y Pefates, 2008) (Figura
3). Vesiculas son estructuras de almacenamiento, cuya formacién de sustancias como
lipidos tiene lugar a partir del hinchamiento de una hifa generalmente terminal. Estos son
organos de reserva, se forman intra o intercelularmente en el sistema radical y fuera de él
(Guachon y Prado, 2012) no estan presentes en todos los géneros de HMA (Brundrett et
al., 1996) (Figura 3). Células Auxiliares estructuras cilindricas y espinosas, las cuales se
forman en hifas gruesas, alrededor de las raices, son abundantes durante la colonizacion
temprana y luego estas disminuyen cuando la esporulacion aumenta (Brundrett et al.,
1996) (Figura 3). Apresorios apéndices especializados del micelio externo de una hifa o
tubo germinativo, imitando una bomba, ejerce presién sobre el tejido que va a colonizar y

facilita la penetracion del hongo (Figura 3).

Apresorio en

el punto de / l Epldermls 1
entrada —
i | lHypodermls!
Hifa e el Hifa
intracelularj‘b_ ]\ J I (}o—rvﬁex | / intercelular

Arbusculos

Figura 3. Principales estructuras de una Asociacion Micorrizica Arbuscular. En la figura se
muestran: apresorio, hifa intracelular, vesicula, hifa intercelular y arbusculos.

Fuente 3: Modificado de Brundrett et al., (1996).

1.4 Clasificacion de Glomeromycota

Schiler y Walker (2010) propusieron la clasificacién taxon6mica mas actual para los
HMA, basados principalmente en la morfologia de estructuras micorrizicas e identificacion

molecular (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion de Glomeromycota

Reino Divisién Clase

Orden

Familia

Género

Fungi

Glomeromycota Glomeromycetes Glomerales

Diversisporales

Glomeraceae

Claroideoglomeraceae

Gigasporaceae

Acaulosporaceae

Entrophosporaceae

Pacisporaceae

Diversisporaceae

Glomus
Funneliformis
Rhizophagus
Sclerocystis
Claroideoglomus
Gigaspora
Scutellospora
Racocetra
Acaulospora
Entrophospora
Pacispora
Diversispora

Otospora
Redeckera
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon
Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporacea Archaeospora

Fuente: (SchuBller y Walker, 2010).

2.4 Identificacion de HMA

Actualmente existe un registro de aproximadamente 160 especies de HMA gque han sido
descritas por la morfologia de sus esporas de acuerdo a la coleccién internacional de
cultivos de micorrizas vesiculares-arbusculares (Lee et al., 2008), pero la produccion de
esporas no siempre esta correlacionada con la colonizacién de las raices, dado que
muchos HMA pueden reproducirse solo vegetativamente sin produccion de esporas.
Cuando las esporas no estan formadas, las estructuras intraradicales de los HMA
permiten la identificacion de la familia del hongo a la que pertenece (Redecker, 2000; Lee
et al., 2008).

Es posible identificar algunas especies de HMA compararando sus patrones de
colonizacion dentro de las raices (Brundrett et al., 1996) o por medio de la utilizacion de
isoenzimas y anticuerpos (Hepper et al., 1988; Sanders et al., 1992). Sin embargo, las
estructuras vegetativas dentro de las raices colonizadas son de uso limitado dadas las
similitudes entre las especies de hongos y los efectos de la planta hospedera en la
morfologia del hongo. Estas técnicas no pueden identificar una sola especie individual
dentro de una raiz y por eso existe la necesidad de desarrollar, técnicas sensibles de

deteccidén y cuantificacibn como son las técnicas moleculares.
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Desde principios de la década pasada, los HMA han sido objeto de investigaciones
basadas en el DNA a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), donde
uno de los aspectos a tratar es referido a la filogenia y taxonomia de estos organismos,
asi como su identificacion y monitoreo en el suelo (Perez et al., 2011). Para ello se han
estudiado las regiones del DNA ribosomal nuclear (DNArn) como la region 18S que se
encuentran relativamente conservadas entre los hongos, facilitando una base molecular
para buscar relaciones filogenéticas a diferentes niveles (Ochoa, 2008). Sin embargo,
aun no existe una suficiente base de datos que nos permita hacer comparaciones mas

precisas utilizando esta region en este tipo de hongos (HMA).

En la mayoria de estudios moleculares ecolégicos, los genes ribosomales se los ha
utilizado en la identificacion de especies de HMA, por lo cual, se ha indicado que el
DNArn proporciona las herramientas adecuadas para la identificacion y estudio
filogenético en HMA (Lee et al., 2008) (Figura 4).

Para el estudio del DNA se utilizan cebadores especificos y universales, que
amplifican regiones determinadas del mismo. Para este trabajo se utiliz6 cebadores
especificos para Glomeromycota, necesarios para la identificacion molecular de la
diversidad de HMA, en este caso, asociados a C. officinalis y C. pubescens. Estos fueron
disefiados por (Lee et al., 2008) y se denominan AML1 y AML2 (Figura 4).

NS1 AML2

L n kel
n==

Nuclear Small rDNA (1ss)

— -l
AML1 NS4

Figura 4. Mapa de la region 18S.Representacion esquematica de la region 18S del gen de DNArn
con los sitios de anillamiento de los cebadores AML1 y AML2.

Fuente 4: (Serrano, 2013).

Unidades Taxonémicas Operaciones como medidas de diversidad

En los ultimos afios para estudiar la diversidad e identificacion de HMA se ha estudiado el
gen ribosomal 18S de Glomeromycota basado en la determinacion de secuencias para
estudios de HMA (Simon et al., 1992, 1993). La técnica, denominada taxonomia numérica

tradicional (Sneath y Sokal, 1973; Sokal y Sneath, 1963) como unidades taxonomicas
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operacionales (OTUs por sus siglas en inglés) o filotipos (Herrera, 2012), que pueden ser
definidos simplemente por la identidad de secuencias (Blaxter, 2004) pueden representar
diferentes especies (Blaxter, 2004). Estos OTUs definirian teéricamente a especies, y
pueden ser utilizadas en estudios ecoldgicos como los de diversidad (Jiménez y Hortal,
2003). El numero de especies, comunmente ha sido utilizado a la hora de describir una
taxocenosis, que nos permite obtener una idea rapida y sencilla de su diversidad
(Jiménez y Hortal, 2003).

Umbrales de differencia de secuencias para definir OTUs pueden ser variables en
diferentes organismos, no obstante el 3% de diferencia de secuencia para delinear OTUs
en Glomeromycota para la region 18S es uno de los mas considerados en estudios de
diversidad de generos y especies (Haug I, et al., 2013).

Por ende, es necesario hacer un muestreo, tomando en consideracion que la riqueza de
especies observada dentro de habitats es notablemente dependiente del tamafio de

muestra (Colwell et al., 2004).

La curva de acumulacién de especies (Escalante, 2003), que se describe como la
grafica del nimero de especies observadas para conocer la riqueza de especies total de
una comunidad como funcion de alguna medida del esfuerzo de muestreo (Colwell et al.,
2004), nos permite analizar la riqueza que aumentara hasta que llega un momento en el
cual por mas que se recolecte, el numero de especies alcanzara un maximo y se

estabilizara en una asintota (Escalante, 2003).

Las curvas de acumulacion permiten 1) dar fiabilidad a los inventarios biolégicos y
posibilitar su comparacion; 2) una mejor planificacion del trabajo de muestreo, tras
estimar el esfuerzo requerido para conseguir inventarios fiables; y 3) extrapolar el numero
de especies observado en un inventario para estimar el total de especies que estarian

presentes en la zona (Jiménez y Hortal, 2003).
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CAPITULO I



2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Area de estudio

Las muestras fueron colectadas en dos sitios de la Provincia de Loja. El primer sitio fue un
bosque no perturbado ubicado en la Parroquia Changaimina perteneciente al canton
Gonzanamd a una Altitud de 1.968 m.s.n.m, Latitud: 04° 13' S y Longitud: 079° 31' O. El
segundo sitio fue un bosque perturbado, en el barrio Palmas (Sitio Lungame), perteneciente
a la Parroquia de Mercadillo del cantén Puyango a una altitud de 1920 m.s.n.m. Latitud: 04°
01’ 25” Sy Longitud: 79° 56' 02” O.

Muestreo

Se recolectaron un total de 38 muestras de raices de Cinchona spp., las 16 primeras
muestras de raices pertenecieron a C. officinalis encontradas en bosque no perturbado y las
22 muestras restantes fueron de C. pubescens encontradas tanto en bosque perturbado y
no perturbado, Primeramente se hizo una excavacion de la tierra al pie de cada é&rbol,
seguidamente se localizé las raices secundarias asegurandose de que pertenezcan al arbol,
y finalmente se extrajeron las raices mas finas, tratando de colectar siempre la misma
cantidad de raices de cada individuo. Se recolecto de 5 a 10 raices secundarias por cada
arbol.

Las raices obtenidas fueron conservadas en etanol al 50% y almacenadas en refrigeracion
hasta su analisis en el laboratorio del departamento de Ciencias Naturales de la Universidad

Técnica Particular de Loja.

2.3 Porcentaje de colonizacion radical
De cada muestra se extrajo al azar las raices mas jovenes y finas (5 a 10 fragmentos de
aprox. 5 cm por individuo), y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 1.5 cm de

longitud y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL (Figura 5).

Se procedi6 a calcular el porcentaje de colonizacién, usando el método de (Phillips y
Hayman, 1970) (Anexo 1). Se colocaron los segmentos de raices tefidos (alrededor de 10
raices por individuo de aproximadamente 1cm de longitud) paralelamente en una placa
portaobjetos y se observé mediante microscopia, las estructuras micorrizicas de HMA (Leitz
WETZLAR SM-Lux), a 40X y 100X (Figura 5).

Los niveles de colonizacion de las plantas se determinaron de acuerdo a la
estimacion de micorrizacion segun Trouvelot, et al. (1986), en la que se establece una clase,
teniendo presente las diferentes estructuras micorrizicas de cada fragmento de raiz y la

abundancia de arbusculos.
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Figura 5. Proceso de clareo y tincion de raices.

Fuente 5:(Phillips y Hayman, 1970).

2.4 Extraccién de DNAy PCR

Se realiz6 primeramente la trituracion de la raiz del género Cinchona con un molino de
extraccion (Retsch MM301). Se aisl6 el DNA con el kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La region 18S DNArn se amplific6 mediante el uso de una PCR anidada. En la
primera se realiz6 una PCR con los cebadores NS1/NS4 (5’-GTA GTC ATATGC TTG TCT
C-3'/5’-CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG-3’) (White et al., 1990), y para la segunda PCR se
uso los cebadores AML1/AML2 (5’-ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA-3'/5-GAA CCC
AAA CAC TTT GGT TTC C-3’), con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
98°C por 15 min; 30 ciclos, cada ciclo consta de un paso de desnaturalizacién a 98°C por 10
s, anillamiento a 60°C por 40 s, extension a 72°C por 55 s y una extension final a 72°C por
10 min (Serrano, 2013).

Para la amplificacion de la region 18S con ambos pares de cebadores, se usé la Taq
Phusion High-Fidelity DNA polymerase 2x Mastermix (Finnzymes, Espoo, Finland), en una
mezcla de reaccion para PCR con un volumen final de 20 uL: 10 pL de 2x Phusion
Mastermix, 6.4 uL de agua dd, 0.4 uL de cada cebador (10 pmol/uL), 0.8 uL de Bovine
Serum Albumin 10% (BSA) y 2 uL de DNA (Serrano, 2013)

17



Los productos de PCR se evaluaron por medio de electroforesis (2 yL de azul de
bromofenol con 3 pL de cada producto de PCR) (128 V, 300 mA, 30 min) en geles de
agarosa 0.7% tefiido en Gel Red™ Nucleic Stain (Biotium), usando 1.5 yL de marcador

molecular de 1 Kb en el primer pocillo. La observacién se hizo en un transiluminador UV.

2.4.1 Cloning, Secuenciacion, determinacion de OTUs

Los productos de DNA fueron clonados y secuenciados en la empresa Macrogen (Seoul,
Korea). Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas para formar consensos
usando el software Codon Code Aligner (v. 4.1.1). La basqueda de secuencias similares se

llevd a cabo utilizando BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Las secuencias fueron alineadas usando la opcion “G-INS-i” implementada en
MAFFT v5.667 (Katoh et al., 2005). Se calcul6 Unidades Taxondmicas Operacionales
(OTUs) con un umbral del 3% de diferencia de secuencias usando el programa OPTSIL
(Goker et al., 2009). Cada OTU fue comparado mediante BLAST.

2.4.2 Riqueza de HMA en sitios perturbados y no perturbados.

Las Unidades taxonémicas operacionales (OTUs) se definieron como equivalentes de las
especies de HMA. En primer lugar, para determinar si el nimero de OTUs diferia Cinchona
officinalis y Cinchona pubescens se llevé a cabo un andlisis de acumulacion de especies
con el programa EstimateS v.8.2.0 (Colwell et al., 2012).

Los datos se ajustaron a una curva de Clench (Soberén y Llorente, 1993) con el programa
Statistica 7.0.61.0 siguiendo las directrices de (Jiménez y Hortal, 2003). A partir de los
parametros de la curva se obtuvo el valor asintético de OTUs esperado al acumular

muestras de Cinchona.
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CAPITULO IlI



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Muestreo.

Se muestrearon un total de 22 plantas al azar del género Cinchona en bosque perturbado y
16 en el bosque no perturbado. 15 de ellas pertenecieron a Cinchona officinalis y 23 a
Cinchona pubescens.

3.2.Colonizaciéon y Observacién Morfolégica de HMA

De acuerdo a la estimaciéon de micorrizacién seguin Trouvelot et al. (1986) obtenida a través
del software Mycocalc, se determin6 una frecuencia de colonizacién de 58% a 100% en las
muestras de raices de Cinchona spp. La observacién de la alta colonizacién micorrizica
muestra que estas especies, poseen un alto grado de micotrofia. Esta aseveracion es
demostrable por la alta ocurrencia de arbusculos, vesiculas y principalmente hifas en el

interior de las células corticales de las raices (Figura 6).

&

Figura 6: Estructuras de HMA encontradas en las plantas de Cinchona officinalis y Cinchona
pubescens.: Arblsculos, vesiculas e hifas. Escala = 10um con el objetivo de 40.

Fuente 6: Autora.

3.3.Extraccién DNA Y PCR

Todas las 38 muestras fueron amplificadas mediante la PCR. Se obtuvieron productos de

buena calidad de aproximadamente 800 pb (Figura 7).
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Figura 7: Gel de Agarosa 0.7%, con productos de PCR de las muestras C4, C5, C6, C7,C8,C9Y B
(Blanco) Peso aproximado de las bandas: 800pb.

Fuente 7: Autora.

3.4 Determinacion de OTUs

Se encontré una alta rigueza de Glomeromycota, tanto en bosque perturbado y no bosque
perturbado. De 38 plantas se determiné 228 secuencias de las cuales 114 secuencias
pertenecieron a Glomeromycota, sobre la base del 3% de diferencia de secuencia de la
region 18 S DNArn (aproximadamente 800 pb), con el programa OPSIL se determiné el 3%
de diferencia de secuencia, dandonos como resultado que la mayoria de los OTUs
pertenecia a Glomus (46.6%), seguido por Rhizophagus (6.3%), y Acaulospora (6.7%),
Archeosphora (6.7%). Muchos de los OTUs se encontraron sélo una o dos veces (Tabla 2).
Al comparar nuestros resultados con los encontrados en otros estudios (Haug | et al., 2013)
el nimero de OTUs encontrado en nuestro estudio es excepcionalmente alto. Se
determinaron 59 (OTUs) de los cuales, 32 OTUs se encontraron en el bosque no perturbado
y 35 OTUs en el bosque perturbado

Tabla 2: OTUs encontrados en Cinchona spp, con el 3% de diferencia de secuencia.

OTUs GENERO PORCENTAJE (%)

1, 2, 3, 6, 11, 12, 14, 15, Glomus 64,4
16, 19, 21, 22, 23, 24, 25,

26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 36, 37, 40, 41, 42,

44, 46, 47, 51, 52, 54, 57,

58, 59

4,19y 20 Rhizophagus 6.7

21



7,6, 38 Scuellospora 3.3

24y 38 Gigaspora 3.3
14 Slerocystis 1.6
15, 39, 53, Acaulospora 6.7
44 Paraglomus 1.6
35 Claroideoglomus 1.6
48 Ambispora 1.6
50 Geosiphon 1.6
49y 56 Archeospora 6.7

De los 59 OTUs encontrados el mas comun fue Glomus, con el 64.4% seguido por los
géneros Acaulospora, Clarideoglomus Paraglomus, Ambispora, Archeosphora, Slerocystis
Gigaspora y Scutellospora que fueron menos frecuentes. Estos resultados en comparacion
con los estudios realizados de diversidad de HMA por Castillo, (2005) describe
a Glomus como el género dominante en la mayoria de las poblaciones y es posible que se
encuentre en simbiosis activa en mayor proporcion que los demas, lo que refleja su
capacidad de adaptacion a las condiciones edaficas y ofrece un alto potencial para su uso

como biofertilizante.

Geosiphon es la UOnica especie de Glomeromycota conocida por formar
simbiosis entre un hongo y cianobacterias (Wettstein, 1915). Tiene gran similitud morfologica
y molecular de Glomus. En nuestro estudio, se encontré6 Geosiphon mediante la utilizacién
de primeros especificos para Glomeromycota. Estudios realizados de Geosiphon pyriformis
demuestran que existen secuencias de nucle6tidos (18SDNAr), que tienen gran similitud con
hongos pertenecientes al orden Glomales, que con hongos fuera de este orden (Gehrig., et
al 1996) y sus esporas guardan cierta semejanza con especies tipicas del género Glomus
(Schussler et al., 1994).
Sin embargo, Geosiphon ha sido considerados como un raro sistema endocitobiotico
primitivo, porque los procariontes encontrados en su interior pueden ser experimentalmente
separados y unificados (Kluge et al., 1997), poniéndose en evidencia no solo el origen de
estos HMA, sino también que en el hongo reconocido como méas antiguo se ha detectado la

presencia de microorganismos endégenos.
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3.5 Riqueza de HMA del género Cinchona

La rigueza observada fue de 32 OTUs en bosque no perturbado y 35 en el bosque
perturbado. Sin embargo, las curvas de acumulacion de riqgueza de OTUs en bosques
perturbados y no perturbados no llegaron a la asintota, y se estimé una riqueza de 91 y 150
OTUs respectivamente. Aun es necesario un mayor esfuerzo de muestreo para completar la
riqueza estimada (Tabla 2). De acuerdo con estos resultados, la diversidad de OTUs entre
los bosques perturbados y no perturbados difiere significativamente Como resultado de la
interaccion entre el arbol y las estructuras de HMA en conjunto con, factores abibticos se
genera una heterogeneidad ambiental que contribuye a mantener la elevada riqueza

taxondémica de la comunidad de hongos HMA (Wolfe y Kironomos, 2005) (Figura 9).

La diversidad encontrada en este estudio puede deberse a factores edéficos
(composicién del suelo) o ambientales (temperatura, humedad) (Wolfe et al., 2006).
Mummey y Rilling, (2008) determinan que existe mayor abundancia de HMA en bosques
perturbado debido a la escases de nutrientes, el micelio externo es mas extenso,
favoreciendo la captaciéon de agua y nutrientes. En cambio en bosques no perturbados
existe una mayor competencia de nutrientes y por ende baja tasa de micorrizacién (Simard
et al., 2002).
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Figura 8. Curva de Acumulacién de OTUs en Cinchona Officinalis y Cinchona pubescens Las lineas
de color gris representan los OTUs del bosque perturbado y las lineas negras representan los OTUs
del bosque no perturbado, en comparacion con las muestras.

Fuente 8: Autora
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En este estudio la comunidad de HMA, es muy diversa, segun Van der Heijden et al., (2002),
nos menciona, que cuando existe una comunidad de HMA muy diversa, también poseen un
micelo extraradical més extensivo, aunando esta informacion se puede explicar que las
plantas de Cinchona, pueden crecer y desarrollarse bajo condiciones de estrés ambientales
(Hart y Klimonos, 2002).

Tabla 3: indices de presencia de OTUs en raices de C. officinalis y C. pubesces en bosques
perturbado y no perturbados.

Tipo de Bosque Riqueza Varianza Proporcion de Asintota Esfuerzo de
(R2) especies indice superior indice  muestreo
Explicad registrada inferior
Perturbado 0.999 91 38.60% 108 633
No perturbado 0.999 150 14.70% 91 1117

Las frecuencias de OTUs presentes en ambos tipos de bosques se calcularon como

ocurrencias existentes en diferentes muestras (arboles).

Muestras
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Figura 9.Frecuencia de HMA en bosque no perturbado, de C. officinalis y C. pubescens los OTUs
mas frecuentes son el 36 y 53, con menor frecuencia 35,44, 45, 46 y el resto de OTUs se representan
como generalista.

Fuente 9: Autora.

En ambos tipos de bosque se encontr6 una gran diversidad de hongos. Los mas
frecuentes en ambos bosques son: los OTUs 31,35 ,36 53 que pertenecen al género
Glomus, Claroideoglomus y Acaulospora.

El nimero menor de OTUs encontrados en bosque no perturbado puede deberse

a condiciones ecoldgicas diferentes al bosque perturbado, como condiciones de pH del
24



suelo, de contenido de fésforo (més elevado que en otros ambientes, lo que desestimula
la produccion de HMA) (Siqueira y Franco, 1988).
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Figura 10. Frecuencia de HMA en bosque no perturbado de C. officinalis y C. pubescens los OTUs
mas frecuentes son el 31 y 35, con menor frecuencia 33,41, 44, y el resto de OTUs se representan
como generalista.

Fuente 10: Autora.

Serrada (2008), indica que las especies de HMA influenciadas por las pendientes, tienden a
ser poco abundantes, por las condiciones meteoroldgicas y de erosion que implican los
terrenos con esta caracteristica, afectando de este modo el crecimiento y mantenimiento del
micelio y por ende afectado a la presencia del hongo.

Se determiné 35 OTUs encontrados en bosque perturbado siendo mas alto el nUmero de
OTUs que en el bosque no perturbado. Trent et al. (1994) nos menciona que la abundancia
de HMA depende de los niveles de colonizacion y longitud del micelo, su asociacion a la
humedad del suelo junto baja disponibilidad de nutrientes de la planta hospedera. Los
denomina a los HMA “colonizadores intensivos de las raices” ya que bajo estas condiciones
existirq una alta abundancia de HMA.

Diferentes factores pueden influir en la distribucién y la estructura de la comunidad
de los HMA, tales como los factores climaticos y edéficos la variacion espacial y temporal, el
tipo de vegetacion (van der Heijden, 1998), la especificidad, entre hongo-planta, la
perturbacion (Hijri et al., 2006), y la capacidad de esporulacion de los HMA
independientemente del tipo de suelo en el que estén asociados (Hart y Reader, 2002).

Las plantas de Cinchona officinalis y Cinchona pubescens estudiadas estan
asociadas a una gran diversidad de HMA, contrario a lo que sucede en las plantas de

Cinchona de las islas Galapagos en la que la diversidad de HMA es menor (28 OTUs al 1%
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de diferencia de secuencias; (Serrano, 2013). Cabe indicar que no se ha hecho estudios de
diversidad de HMA en Cinchona officinalis y Cinchona Pubescens, solo en el trabajo de
(Serrano, 2013).

En nuestro estudio el género Cinchona tiene la capacidad de asociarse con una gran
diversidad de hongos micorrizicos, y estos no serian los responsables del éxito reproductivo
de la planta en Galapagos (Serrano, 2013), ni tampoco estarian involucrados con el poco
éxito reproductivo de las plantas de Cinchona en Ecuador continental. Probablemente
factores ecoldgicos como competencia, disponibilidad de recursos, clima, entre otros, serian
clave en el desarrollo de la planta. Sin embargo no podemos descartar la importancia de los
HMA en futuros planes de conservacion de las plantas de Cinchona officinalis y Cinchona
pubescens.
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CONCLUSIONES

Todos los individuos analizados estuvieron colonizados por HMA con una frecuencia
de micorrizacion que va del 58 % a 100%.

El género Glomus fue el mas abundante, frecuente y dominante de los 58 OTUs,
seguido de los géneros Acaulospora, Gigaspora, Archeospora Paraglomus,
Claroideoglomus, Rizhopagus, Geosiphon ySclerocytis.

Los OTUs mas frecuentes, tanto en el bosque perturbado como en el no perturbado
son: OTU 31, 35, 36, 53, los mismos que pertenecen a los géneros Glomus,
Claroideoglomus y Acaulospora. Seis de los OTUs estuvieron presentes en ambos
bosques estos fueron los OTUs 31, 35, 41, 44, 45, 55 que pertenecieron a los géneros
Glomus y Paraglomus.

En el bosque perturbado, se determin6 tres OTUs con menor frecuencia fueron 33,41
y el 44y el resto de OTUs: 5,6. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27,
29, 30, 45, 55, de este bosque solo tuvieron una sola presencia.

En el bosque no perturbado los OTUs menos frecuentes fueron los OTUs 35, 44, 45,
46 y los demas manifestaron una sola vez: OTUs 1, 2, 3, 4, 31, 32, 34, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59.

Se concluye que en este trabajo de investigacion la diversidad de HMA en ambos
bosques fue evidentemente diferente.

Se necesita realizar un mayor esfuerzo de muestreo, para completar la riqueza

estimada de HMA en ambos tipos de bosque.
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RECOMENDACIONES

v" Realizar un mayor esfuerzo de muestreo completar el total de la riqueza estimada de

OTUs de HMA en ambos tipos de bosque.

v' El alto porcentaje micorrizico y la gran riqueza de especies registradas en este
trabajo, enfatizan la necesidad de estudiar los HMA, ya que pueden ser considerados
a futuro, como la herramienta adecuada evitar la extincion de la planta Cinchona ya
gue son un componente comun e importante e el desarrollo y mantenimiento de
ecosistemas.

v/ Utilizar, nuevas metodologias para estudios de hongos micorrizicos como la

pirosecuencicion, para obtener una diversidad mas real.

v' Realizar estudios de factores bioticos y abioticos que pueden estar involucrados en la
diversas de HMA en ambos tipos de bosque. evaluando la relacién con hospederos,

cuerpos fructiferos, factores edéaficos asi como factores ambientales.
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Anexo 1.
Modificacion del método de Phillips y Hayman (1974) para la clarificacion y

tincion de raices.

1. Desechar el alcohol de las raices y enjuagar con agua de grifo.

. Cortar segmentos de aproximadamente 1.5 cm de longitud y colocarlos en tubos
Eppendorf de 1.5 ml

. Adicionar KOH al 10% a las raices y poner en el bloque calentador a 45°C durante 15-20
minutos. Enjuagar 3 veces con agua de grifo.

. Adicionar HCI al 10% durante 1 minuto a temperatura ambiente 5. Desechar el HCl y sin
lavar, agregar el azul de metileno al 0,05% a 45°C durante 15 minutos.

. Pasado el tiempo de tincién sacar las raices y colocarlas en un portaobjetos limpio,
agregandoles una gota de Polivinyl-lactoglycerol.

. Evaluar en el microscopio.
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