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RESUMEN

El mortifio (Vaccinium floribundum) es una planta de los paramos andinos, arbustiva que
crece de forma silvestre, ofreciendo multiples beneficios tanto antioxidantes como
nutricionales y culturales, ya que sus frutos son utilizados en nuestro pais para la
produccion de la tradicional colada morada consumida en el dia de los difuntos. Sin
embargo, el cultivo de esta especie con fines comerciales se ha visto afectado por la
dificultad que presenta la domesticacion fuera de su &rea natural. Uno de los factores que
influenciaria la tasa de supervivencia seria la interaccion simbidtica que realiza con un
grupo especifico de hongos formadores de micorrizas ericoide de manera silvestre y que
podria no estar considerdndose al momento del cultivo. Asi, el presente proyecto
integrador busca evaluar un protocolo para la identificacion de estructuras micorrizicas
simbidticas, ademas del aislamiento de esporas pertenecientes a estos microorganismos
y la aplicacion de diferentes indculos en esquejes vegetales. Para lo cual se recolectaron
muestras de mortifio de diferentes localidades del pais, y se procesaron haciendo uso de
métodos como centrifugacion, tamizaje de esporas y tincion de raices. Se observé la
presencia de hifas en el interior de la estructura radicular del mortifio, asi como una gran
diversidad de esporas en torno a su rizosfera. Se probaron 4 in6culos de esporas,
pertenecientes a los sitios de muestreo, encontrando que el perteneciente a Sigchos arroj6
una menor tasa de mortalidad en la fase de vivero, sugiriendo que la aplicacién de este

podria representar un progreso en el potencial de adaptacién de esta especie.

Palabras Clave: Mortifio, porcentaje de micorrizacion, diversidad de esporas, inoculo,
tasa de mortalidad.



ABSTRACT

The mortifio (Vaccinium floribundum) is a shrubby Andean moorland plant that grows wild,
offering multiple antioxidant, nutritional and cultural benefits, since its fruits are used in our
country for the production of the traditional colada morada consumed on All Souls' Day.
However, the cultivation of this species for commercial purposes has been affected by the
difficulty of domestication outside its natural area. One of the factors that would influence
the survival rate would be the symbiotic interaction with a specific group of ericoid
mycorrhiza-forming fungi in the wild, which may not be considered at the time of cultivation.
Thus, the present integrative project seeks to evaluate a protocol for the identification of
symbiotic mycorrhizal structures, in addition to the isolation of spores belonging to these
microorganisms and the application of different inocula in plant cuttings. Samples of
mulberry were collected from different localities of the country, and were processed using
methods such as centrifugation, spore screening and root staining. The presence of
hyphae in the interior of the root structure of the mortifio was observed, as well as a great
diversity of spores around its rhizosphere. Four spore inocula were tested, belonging to
the sampling sites, finding that the one belonging to Sigchos showed a lower mortality rate
in the nursery stage, suggesting that the application of this inoculum could represent a

progress in the adaptation potential of this species.

Key words: Mortifio, mycorrhizal percentage, spore diversity, inoculum, mortality rate.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En el Ecuador el mortifio (Vaccinium floribundum) es considerado una especie nativa,
neotropical que crece en los Andes; el cual es empleado en la preparacion de alimentos
como mermeladas, bebidas y en ciertos postres durante las festividades del pais (Luteyn,
2002). Es una planta arbustiva, conocida como una especie sagrada entre los nativos
del lugar debido a las caracteristicas medicinales que poseen los compuestos
nutraceuticos de los cuales presentan propiedades antioxidantes (Coba Santamaria et
al., 2012). Tanto las propiedades nutricionales como las medicinales han creado una
situacion contextual propicia para la produccién comercial de dicha especie por lo que

se han propuesto diferentes proyectos para lograr esta condicion.

El suelo posee un sinnimero de microorganismos que ejercen un rol esencial en las
practicas agricolas, gracias al papel que desarrolla sobre la recuperacién de suelos
dafiados y el ciclado de fertilizantes minerales (Aguilar-Ulloa et al., 2015). Los hongos
representan mas del 50% de la masa microbiana presente en el suelo, quienes ademas
de participar en procesos de degradacion, también le confieren humedad y estructura,

por lo que previenen la remocion de las capas superficiales (Yang et al., 2016).

Existe un hongo especifico ericoide que coloniza exclusivamente a las ericaceas, familia
a la cual pertenece el mortifio (Yang et al., 2020). Estos hongos especializados se
caracterizan por su estructura endomicorrizica distinguida por sus hifas intracelulares en
espiral. Por otra parte, son considerados micorrizas obligadas por el éxito evolutivo que
tuvieron al asociarse con las especies de la familia Ericaceae. La simbiosis entre hongo
y planta permite que eco-fisiologicamente, exista la desintoxicacion del suelo y la
administracion de nutrientes esenciales a la planta (Vohnik, 2020).

Al determinar los beneficios que las micorrizas ericoides promueven en el mortiiio, los
diferentes problemas asociados a su adaptacion a ser un cultivo comercial y el creciente
interés en sus propiedades antioxidante se ha llevado a considerar, si el cultivo comercial
del mortifio se esta viendo afectado por la ausencia de estos hongos en su entorno de
desarrollo. Por lo tanto, se requiere estandarizar protocolos de aislamiento y
reproduccion de micorrizas nativas del género Vaccinium floribundum (Mortifio) para su

aplicacion en los sistemas de propagacion bajo condiciones controladas.
1



1.1 Descripcién del problema

Vaccinium floribundum Kunth conocida como mortifio provee un fruto utilizado en la
realizacion de la colada morada, una bebida caracteristica del Dia de los Difuntos en
Ecuador. Ademés del uso comestible, se ha demostrado que los frutos poseen fuentes
naturales de compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides, antocianinas, entre otros,
los que lo convierten en un poderoso antioxidante, dando un enfoque en lo medicinal, ya
gue, que estos compuestos ayudan a evitar el estrés oxidativo en las células (Alarcon-
Barrera et al., 2018). Este tipo de informacién ha logrado captar la atencion de producir
el mortifio como cultivo, pero hasta donde se conoce esta especie no se ha domesticado
de manera adecuada, dado que las bayas del mortifio silvestre se recolectan

manualmente y se venden en las localidades aledafas (Vega-Polo et al., 2020).

Uno de los problemas para establecer la especie como un cultivo comercial se debe a
su distribucion limitada, dado que, esta condicionada por factores altitudinales y
climéticos; el mortifio es exclusivo de los paramos andinos por lo que su climatizacion
suele ser dificil en las demas regiones (Cobo et al., 2018). Mientras que el siguiente
problema se debe a la falta de protocolos de propagacion eficaces, se han probado
propagacion mediante esquejes y semillas siendo la ultima la menos eficaz debido a su

lento progreso y existencia de propagulos irregulares (Magnitskiy et al., 2011).

1.2 Justificacion del problema

El mortifio es una planta con un valor cultural, alimenticio y medicinal, la importancia
adquirida para su produccién comercial y las diferentes dificultades en los métodos de
propagacion que se han mencionado. Provoca la inclinacién hacia el uso de micorrizas
especializadas que permitan el desarrollo y aclimatacion 6ptimo de la especie en
cuestion. Por lo que se hace necesario la evaluacion de un protocolo que permita la
propagacion del mortifio mediada por especies de micorrizas ericoides.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Estandarizar protocolos de aislamiento y reproduccion de micorrizas nativas del
género Vaccinium floribundum Kunth (Mortifio) para su aplicacion en los sistemas

de propagacion bajo condiciones controladas.



1.3.2 Objetivo Especifico

e Aislary caracterizar micorrizas especificas del mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth) proveniente de la regién andina mediante técnicas de obtencion de
esporas e inoculacion.

e Establecer un protocolo para la propagaciéon masiva de las micorrizas nativas

del mortifio para el mejoramiento de la producciéon comercial.

1.4 Marco tedrico
1.4.1 Descripcion botanica del Mortifio y su distribucién

El mortifio posee la siguiente taxonomia: (Ver tabla 1.1).

Tabla 1.1 Taxonomia del mortifio (Freire, 2004).

Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidea
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Nombre cientifico Vaccinium floribundum kunth

A su vez su descripcion botéanica se presenta como arbustos con ramificaciones, posee
una altura de 2.5 m 0 menos segun las condiciones, las hojas son pequefias con bordes
aserrado y nervacion pinnada, el tamafio de las flores es menor a 1 cm, se presentan
individualmente o en racimos, dentro de la flor, el céliz puede ser articulado o no con el
pedicelo, mientras que el fruto es parecido a una pequefia uvilla de hasta 8 mm de
diametro, con matices de color azul (Jorgensen et al., 1995).

Las especies de la familia Ericaceae suelen habitar entre 1000 a 3000 metros, en
ecosistemas frios y hiumedos de bosques montanos. La mayoria de estas especies
neotropicales suelen ser endémicas del lugar dado que crecen en habitas especificos
por lo que el Vacccinium floribundum kunth es exclusiva de los Andes, ademas de
considerarse nativa en Ecuador y Colombia (Cobo et al.,, 2016; Luteyn, 2002). En
Ecuador, el mortifio se distribuye a lo largo de la sierra ecuatoriana, registrado mediante

colectas en las 10 provincias andinas (Coba Santamaria et al., 2012).



1.4.2 Aplicaciones

El fruto de Vaccinium estad despertando un gran interés debido a su capacidad de
contrarrestar un sinnumero de enfermedades neurodegenerativas afines a la edad y en
especial el cancer (Shukitt-Hale et al., 2008). Esto debido a su elevado contenido de
antioxidantes, tales como las antocianinas que poseen efectos preventivos contra estos
padecimientos (Neto, 2007). Estos denominados superfrutos poseen un complejo perfil
flavonoide con multiples aplicaciones en la industria farmacéutica, nutracéutica y
alimentaria (Bagchi et al., 2006; Gomez Pinilla, 2008). Entre los componentes fendlicos
gue presentan encontramos el acido elagico, el acido galico, las proantocianidinas,
acidos hidroxicinamicos y finalmente las antocianinas, todos estos encontrados en
concentraciones relativamente altas (Maatta-Riihinen et al., 2004; Mi et al., 2005). Otro
tipo de compuesto encontrado en la fruta de Vaccinium son los estilbenos, que ademas
suelen encontrarse en uvas y vinos (Rimando et al., 2004).

Ademas, se han reportado aplicaciones en cuanto a hanotecnologia, que es un érea de
gran valor en las ciencias aplicadas. Sintetizando un compuesto de plata grafeno, por
medio del 6xido de grafeno (GO) y la reduccion de la plata haciendo uso del arandano
del mortifio. El extracto del fruto se usd para reducir las hojas de 6xido de grafeno,
obtenidas por medio del grafito. Este material posee mdultiples aplicaciones en la
nanoeléctrica, nanomedicina, células solares entre otros, gracias a sus propiedades

mecanicas, opticas y biologicas (Vizuete et al., 2016).

1.4.3 Domesticacion del mortifio

Entre los principales factores limitantes para propagar la siembra y produccién a gran
nivel, se suma el déficit de informacion acerca de su ecologia con relacion a las
exigencias de sustrato, clima y rizosfera. Lo cual restringe la domesticacion y falta de
aprovechamiento de su potencial alimentario. Estudios como el de Racines vy
colaboradores en el 2016 encontraron que esto podria deberse a la presencia de plantas
cercanas que le brindan un microclima beneficioso. La vegetacion exuberante que crece
a la par con el mortifio mantendria la temperatura mas alta que la del ambiente, esto le
ayudaria a protegerse de bajas temperaturas durante la noche y de los rayos solares
durante el dia. Es asi como, el mortifio necesitaria temperaturas bajas pero superiores a
las del medio ambiente para su éptimo crecimiento, ademas de una alta humedad

relativa. Se sabe también que esta planta se desarrolla de mejor manera con



concentraciones altas de fésforo, hierro y cobre y concentraciones bajas de zinc, calcio

y magnesio, parametros que podrian jugar un papel esencial en su domesticacion.

Otro factor importante que se debe considerar para incrementar el potencial de
domesticacion es el analisis de los microorganismos mostrados en el suelo y entender
la dependencia del desarrollo de la planta en relacién con este. En la actualidad se
cuenta con evidencia de que la filtracibn de nutrientes, la detencion de agua y la
disminucién de patégenos se ve influenciada en gran parte por los microorganismos
benéficos que se encuentran en el sustrato, por lo cual es necesaria la identificacion de
dichos simbiontes. Los estudios relacionados a la caracterizacion de estos organismos
endofitos, encaminaria los esfuerzos por cultivar estas especies de plantas silvestres y
mejorar la produccién del fruto a nivel comercial. Otro aspecto por tomar en cuenta para
el correcto establecimiento de un programa de domesticacion es el estudio de la

variabilidad genética de Vaccinium floribundum (Meléndez-Jacome et al., 2021).

1.4.4 Biologia de micorrizas

Se denominan micorrizas a aquellos érganos compuestos definidos que se forman entre
el tejido celular y las hifas de diversos hongos y que varian en composicion y estructura
dependiendo del huésped, el microorganismo y los factores ambientales. Las raices
brindan habitats especializados de donde los hongos obtienen los recursos necesarios
para el crecimiento, provenientes del flujo continuo de nutrientes, la pérdida de células

senescentes y diversos productos del crecimiento y el metabolismo (Harley, 1968).

Es asi como esta relacion simbidtica parte de la estimulaciéon del micelio, el cual se
origina a partir de la germinacion de la espora, y el crecimiento de las hifas, dando inicio
al establecimiento de la estructura micorrizica que va a formar los propagulos. Es el
micelio entonces el encargado de colonizar el cortex, previo reconocimiento mutuo
mediado por metabolitos y exudados de la raiz. El apresorio se genera como resultado
del desarrollo del micelio, produciendo un biotropismo positivo del mismo. Esto dara paso
a las alteraciones morfoldgicas y estructurales tanto en los tejidos infectados, como en
los componentes celulares del hongo, que finaliza con la integracion de ambos
organismos a nivel de procesos metabdlicos, mediados por accién enzimatica (Molina et
al., 2005).

Por medio de este mecanismo, los hongos captan, y distribuyen aquellos micronutrientes
encontrados en el suelo tales como: nitrégeno, fosforo y agua hacia el interior de la
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planta, al mismo tiempo que esta le brinda al microorganismo azucares simples
necesarias para su desarrollo (Baeza-Guzman et al., 2017; Comandini et al., 2012). Esto
se podria deber en gran parte a la baja capacidad reductora que poseen las plantas
pertenecientes a los géneros Ericaceae y Epacridaceae (Havill et al., 1974; Stewart et
al., 1993), para obtener los iones nitratos, dependiendo asi, en gran parte de la
colonizacion micorrizica. Ademas, de que esta relacion ha demostrado poseer
capacidad saprofita, permitiendo asi la competencia con los descomponedores, y como
consecuencia la captacion de nitrégeno y fésforo provenientes de los desechos
organicos (Read, 1996).

1.4.5 Micorrizas especializadas ericoides

Dependiendo de la estructura micorrizica formada podemos encontrar tres grupos
principales que son: ectomicorriza, ectendomicorrizas que abarcan a las micorrizas
arbutoides y monotropoides; y por ultimo las endomicorrizas, divididas en ericoides,
orquidoides y arbusculares, distinguidas por presentar colonizacién intracelular del
hongo (Read, 1996). La micorriza ericoide es una asociacion entre aquellos individuos
pertenecientes al orden Ericales y el hongo simbionte que coloniza a cada familia, entre
las que se encuentran Ericaceae, principalmente en el hemisferio norte y Epacridaceae
en el sur (Smith & Read, 1997). Ambas familias comparten micorrizas morfolégicamente
muy parecidas, en las que los endofitos fungicos construyen hifas en forma de hélice en
el interior de las células de la epidermis, con bajo desarrollo del micelio en torno a la raiz
superficial (Chambers et al., 2000). Anteriormente se creia que las ericaceas silvestres

eran colonizadas Unicamente por O. maius (Hambleton et al., 1998).

Sin embargo, estudios posteriores como los de Perotto y colaboradores en el 1996,
encontraron que aquellas ericAceas que crecen en lugares naturales pueden ser
habitadas por diversos taxones de hongos enddfitos, e incluso existirian especimenes
capaces de formar micorrizas con ambas familias Ericaceae y Epacridaceae, debido a
sus altas similitudes estructurales (Liu et al., 1998; Read, 1996). Este tipo de micorrizas

prepondera en climas frios y en suelos de latitudes altas (Camargo-Ricalde et al., 2012).

1.4.6 Importancia de la micorrizaciéon
A pesar de que se tiene muy poca informacién con respeto a las micorrizas ericoides, la
interaccioén especifica entre este hongo y las plantas de arAndano ha demostrado ser

una respuesta co-evolutiva exitosa (Scagel, 2005). Segun Molina y colaboradores en el
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2005, la presencia de micorrizas en plantulas con condiciones controladas favorece el
crecimiento radicular en etapa de vivero, asi como al enraizamiento en la propagacion in
vitro. Varios estudios, ademas, han reportado que esta relacion simbi6tica contribuye al
desarrollo 6ptimo de la planta en etapa de vivero, ademas de reducir la demanda de
nutrientes por fertilizacion complementaria (Koron & Gogala, 2000; Scagel, 2005). Segun
Starrett (2003) una inoculacion en etapa de propagacion es fundamental para potenciar
el crecimiento radicular y desarrollo del tallo en plantas de arandano. Roveda y
colaboradores en el 2007, por otra parte, mencionaron que utilizar micorrizas
arbusculares favoreceria la demanda de fotosintatos y que beneficiaria el crecimiento
posterior a la siembra, debido a que la presencia de hongos estimula el aumento de

biomasa a nivel radicular.

También se reporté un control mas eficiente de enfermedades, ademas de la disminucion
de gastos por el uso de insecticidas y fungicidas, esto podria deberse a que las
micorrizas crean una barrera fisica dificil de penetrar en el cortex de la raiz, aumentando

asi la resistencia a patégenos (Khanizadeh et al., 1995).

Por otra parte, Corredor (2003) y Barea (2003), han demostrado que esta relaciéon
simbidtica mejora varios procesos fisioldgicos relacionados al intercambio iénico y COz,
lo cual favorece la transpiracion, la conductancia estomatica y la optimizacion del agua.
Esto facilitaria la adaptacion a sustratos salinos y contrarrestaria el déficit de nutrientes
inducido por presion ionica. Ademas de disipar los cambios hormonales como respuesta
a este tipo de estrés.

El uso de hongos micorrizicos de forma controlada en viveros es actualmente un
mecanismo necesario para la obtencion de resultados positivos, para esto es necesaria
la creacion de un programa eficaz que haga uso de hongos competitivos, tanto en viveros
como en el campo. El factor principal es establecer las cepas propicias provenientes del
campo que colonizan de manera natural estas poblaciones de plantas, esto con el fin de
que, al momento del traspaso a la etapa de campo, los hongos no sean desplazados por

las especies nativas (Carrillo et al., 1992).

1.4.7 Métodos de propagacion

La propagacion vegetal es el mecanismo de reproduccion asexual mediante el cual

distintas partes de una planta pueden dar origen a la generacion de una nueva a partir

de una célula, tejido u érgano perteneciente a una planta madre. Estos métodos no
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precisan de semillas y van desde los mas sencillos como la reproduccion por estacas,
hasta los mas complejos como la reproduccion in vitro. Es asi como diversas partes de
una planta bajo condiciones controladas de luz, humedad, temperatura, etc.) son
capaces de generar un individuo completo, esto gracia a la propiedad que poseen las
plantas de des diferenciar sus tejidos maduros e iniciar nuevamente la actividad
meristematica, multiplicandose y dando origen a los distintos 6rganos vegetativos,

propiedad que se conoce como totipotencia (Espeland & Emam, 2011).

Entre los diversos métodos que existen de propagacion encontramos los naturales,
cuando se trata de estructuras propias de la planta que le brindan la capacidad de
multiplicarse de manera asexual como (bulbos, rizomas, tubérculos, etc.) O artificiales
cuando son generadas por actividad antrépica como la reproduccion por esquejes,
injertos, acodos y el cultivo in vitro. La propagacion por esqueje consiste en la utilizacion
de trozos de tallos, que al ser situados bajo condiciones ambientales adecuadas son
capaces de generar plantas equivalentes a la planta madre, gracias a la induccién de

raices y el desarrollo de un brote vegetativo (Dong et al., 2019).

Proceso que va a depender de la especie y del periodo de crecimiento en el que esté la
misma. Para esto se pueden utilizar brotes, que son puntas de crecimiento rapido
producidas durante la primavera. Ramas tiernas, que son aquellas ramas verdes que se
dan cuando el crecimiento apical se vuelve mas lento; ramas semilignificadas, que son
aquellas de tallos mas gruesos y fuertes generados una vez que el crecimiento ha
disminuido y finalmente ramas lignificadas que se toman durante la fase de latencia
(Dong et al., 2019).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA
2.1 Areade Estudio

Se realizo, la recoleccion de cuatro muestras con dos respectivas replicas, los ejemplares
comprendian plantas de mortifio con sus concernientes raices y suelo, aledafio a la
misma planta, la localizacién general comprende el Paramo de la Sierra ecuatoriana,
distribucion que sigue la especie. El primer muestreo (Ver llustracion 2.1) fue a 3 475
metros de altitud en la Reserva Ecologica “El Angel” proveniente del canton Espejo

provincia de Carchi con las siguientes coordenadas 0° 31’ 31.5” Sy 78° 28’ 10.9” O.
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llustracion 2.1 Mapa localidad El Angel elaborado en el programa

ArcMap.

El segundo muestreo (Ver llustracién 2.2) se realiz6 en “lliniza norte” ubicado en la
provincia de Cotopaxi a 3800 metros de altura con las coordenadas 0° 37’ 38" Sy 78°
41’ 4.8” O.
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llustracion 2.2. Mapa localidad lliniza norte elaborado en el programa ArcMap

El tercer lugar de muestreo (Ver llustracion 2.3) se ubicado en “Pedregal” en Machachi
cantén Mejia provincia de Pichincha a 3 453 metros sobre el nivel del mar con
coordenadas 0° 31’ 32.2” Sy 78° 28’ 27.4” O.
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llustracion 2.3. Mapa localidad Pedregal elaborado en el programa ArcMap
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Por ultimo, el cuarto lugar (Ver llustracion 2.4) ubicado a 3 207 metros de altura en

“Sigchos” cantdn perteneciente a la provincia de Cotopaxi a coordenadas 0° 42’ 56.3” S
y 78° 53 50.8” O.
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llustracion 2.4. Mapa localidad Sigchos elaborado en el programa ArcMap

2.2 Colectade muestras

Se recolecté muestras de suelo de 50 cm de profundidad aledafio a la planta de mortifio,

evitando tomar suelo compartido con otras especias del alrededor. Mientras que se tomo

muestras de raices finas de la raiz principal del mortifio, en ciertos casos se tomo la

especie total o parcialmente. Ambas tomas se reservaron en fundas ziploc rotuladas

segun el estudio a realizar.

2.3 Aislamiento y conteo de esporas
2.3.1 Materiales

4 vasos precipitados de 1000 ml.

Varilla de vidrio

Tamices de 710 um, 250 pm, 106 um, 45 um y 40 um de apertura
Balanza analitica

Tubos falcon de 50 ml
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e Centrifuga

e Cajas Petri

e Estereoscopio
e Microscopio

e Solucion de sacarosa al 72% y Tween 80

2.3.2 Procedimiento

El aislamiento y posterior conteo de esporas se realiz6 utilizando la técnica propuesta
por Gerdemann & Nicolson en 1963 que consiste en un proceso de tamizaje para la
obtencion de particulas mas pequefias entre las que recogeremos las esporas. Se
pesaron 100g de suelo de cada uno de los 4 lugares (EI Angel, lliniza, Sigchos y
Pedregal) (Ver llustracion 2.5, A) colocandolos en bakers, cada muestra se llené de agua
hasta completar 1 litro triturdndola de forma mecénica con la espéatula para disolver los
agregados de suelo y conseguir una solucion homogénea, posterior a esto se filtro
usando los tamices apilados de apertura (710 pm, 250 um, 106 um, 45 umy 40 um) y se
recogioé en tubos falcon del sedimento que se obtuvo de los dos ultimos tamices. Una
vez precipitada la disolucion se peso6 y se centrifugd a 2000 rpm por 5 minutos, se
descarta el agua sin retirar sedimento y se coloca una solucion de sacarosa al 72% mas

Tween 80 hasta completar % de los tubos.

Para el conteo de las esporas (Ver llustraciéon 2.5, B), se vertio en 2 dosis el contenido
de cada tubo falcon en cajas petri, con el fin de formar una pelicula fina y mejorar la
visualizacion. Debajo de la caja Petri se coloc6 un cuadrante circular dividido en 8
secciones y se contabilizaron las esporas presentes con la ayuda del microscopio

estereoscopio y una iluminacion (Aguilar-Ulloa et al., 2015).
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llustracion 2.5 A Determinacion de los 100 g de suelo para los cuatro lugares

muestreados. B Observacion en el estereoscopio de las esporas obtenidas.

2.4 Evaluacion de Colonizacion por Hongos Micorrizicos
2.4.1 Materiales

Tubos de vidro

Autoclave

Porta objetos

Cubre objetos

Microscopio

Solucién de KOH

Solucién de peroxido de hidrogeno alcalino
Solucion de HCL al 1%

Solucién azul de tripano al 0.0005%

Solucién de lactoglicerol lactofenol

2.4.2 Procedimiento

De las muestras obtenidas en campo, se seleccioné las raices que corresponda a la
especie a estudiar, dado que muchas veces en campo es normal encontrar mas especies
cercanas a la estudiada. De estas se tomé las raices mas finas posibles debido a que
agui se hallan las estructuras definidas de los hongos. Posteriormente fue necesario
clarificar las raices con KOH al 10%, en donde se lavd, se coloco en tubos de vidros y

agreg6 20 ml de la solucién ya dicha hasta cubrirlas para luego situarlas en una autoclave
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durante 15 a 20 minutos a 120°C a 15 libras de presion. Se retir6 la solucion de KOH, se
lavd y se cubri6 nuevamente las raices, pero con peréxido de hidrogeno alcalino a

temperatura ambiente hasta que aclarecieron (Bagyaraj et al., 2012).

El siguiente paso consistio en la tincion de dichas raices, en donde se adiciono azul de
tripano al 0.005%, para luego mandarlo nuevamente a la autoclave por 10 minutos. Una
vez realiza la anterior accion se procedio a la realizacion de la evaluacién micorrizica en
donde se colocaron 10 trozos de raices en un portaobjeto de forma paralela y dividido
en dos grupos de 5 mediante el uso de dos cubreobjetos. Finalmente se presionaron las
muestras con el fin de romper las paredes las raices y que la observacion de los hongos
sea mas detallada en el microscopio de esta manera se pudo determinar el porcentaje

de colonizacion (Bagyaraj et al., 2012).

Numero de campos observados * 100

% de micorrizacion =
Total de campos

2.5 Ensayo de aclimatacion

2.5.1 Materiales
e 4 vasos precipitados de 1000 ml.
e Varilla de vidrio
e Tamices de 710 pum, 250 um, 106 pum, 45 um y 40 um de apertura
e Balanza analitica
e Tubos falcon de 50 ml
e Autoclave Systec V-150
e Suelo de Paramo
¢ Arena
e Turba
e Vasos térmicos de 180 ml
e Solucion IBA al 0.5 mg/ml

2.5.2 Inéculo concentrado de esporas

Para la obtencién de un concentrado, se realiz6 un tamizaje humedo, el cual consistia
en la toma de 100 g de suelo por cada una de las localidades. Posteriormente se agrego
1 litro de agua para la disolucién del suelo, una vez disgregado, se dejo reposar durante
media hora con el fin de que se asienten las particulas mas grandes. Pasado el tiempo
se tamiz6 hasta obtener sedimento de 40 y 45 um, el cual se recolecto en tubos falcon
en solucion de 50 ml de agua. Por cada 100 g de suelo se obtuvo 100 ml de in6culo de

esporas (Gerdemann & Nicolson, 1963).
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2.5.3 Preparacion del sustrato

Se recolecté 5 kg suelo del Paramo Andino (Ver llustracion 2.6), el cual se esterilizo
durante 2 horas por dos dias mediante el uso de una autoclave Systec V-150 a 1 bar de
presion y con un rango de temperatura de 70°C a 180°C. Para la preparacion de la tierra
madre, se mezcl6 arena, turba y paramo estéril en proporcion 0.5:0.5:1.

llustracion 2.6 Sustrato preparado a partir

de arena, turbay suelo de paramo estéril.

2.5.4 Disefo experimental

Se realizd una mezcla con 500 g de tierra madre y 100 ml de solucién de inoculo para
cada uno de los lugares establecidos. Por lo cual se obtuvo cuatro tratamientos Pedregal,
El Angel, Sigchos e lliniza con 6 réplicas respectivamente, asi como uno tratamiento de
control absoluto sin inoculo (control negativo) y otro control con hormona IBA (control
positivo). Se tomaron esquejes de plantas de mortifio (Ver llustracion 2.7, A) de
aproximadamente 10 cm de largo y mediante técnica de inmersion, se lo sumergié en
una solucién 2 ml IBA (4cido indol butirico) en 1 litro de agua destilada a una
concentracion de 0.5 mg/ml por dos horas, antes del establecimiento en tierra (Castrillon
et al., 2008).

Se rotulo y establecié 36 envases estériles para los tratamientos y controles (Ver
llustracion 2.7, B), con 80 g de sustrato, en el cual se colocé los esquejes, posterior a la
inmersion en IBA realizado mediante el uso de bloques al azar para reducir el error
experimental. Se mantiene un ambiente de humedad relativa en una camara sellada y

con la continua dispersion de agua y a baja temperatura.
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llustracion 2.9 Puesta del disefio experimental: A Esquejes sumergido en

1 litro de solucion de agua concentrada con IBA a 0.5 mg/ml, B disefio

Replicas por
séxtuplicado

establecido en una camara cerrada.

|

| ! 1

!

!

=

llustracion 2.12 Diagrama del Disefio Experimental empleado en este trabajo.

SIGCHOS

PEDREGAL ILINIZA EL ANGEL

Control
Absoluto (-)

Control
Hormona (+)

!

SUSTRATO: estéril paramo, turba y
arena (80 g)

INOCULO: 4 localidades
TEMPERATURA: 15°C
HORMONA IBA: 0.5 mg/ml por 30
minutos
HUMEDAD RELATIVA: 90%
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CAPITULO 3

3.RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Densidad de esporas
Una vez realizado el aislamiento y el conteo (Ver llustracién 2.9) se presentan en los

cuadros las esporas totales encontradas en 100 g de muestra de tierra de las diferentes
localidades. Se realizaron 2 conteos por cada sitio. El total de esporas corresponde las
dos fracciones donde se encontré un total de 1733 esporas en la localidad del El Angel,
1056 en Pedregal, 1672 en lliniza y 1437 en Sigchos. Resultados que se encuentran por
encima de los obtenidos por Cardona y colaboradores en el 2005 quienes analizaron
actinomicetos y HMA en diferentes ecosistemas fragmentados de Colombia, obtuvieron
promedios de 1509 esporas en 100g de sustrato. Sin embargo, los resultados en este
proyecto fueron menores a los reportados por Ledn Velandia (2006) quien obtuvo una
densidad de 8710 esporas en 100 g. Esto podria indicar que los factores bidticos y

abidticos estan correlacionados con el nimero de esporas de este género de hongo.

’ ‘ﬂ ' Y

.',‘ ' a’ﬁ 'o v
Q.. ’ .§ 4 . '*.

;i’

llustracion 2.9. Visualizacion de las esporas de hongos formadores de

o“'.."

micorrizas observadas en un estereoscopio.
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llustracion 3. Totalidad de esporas de hongos formadores de micorrizas.

La abundancia de esporas (Ver llustracion 3) responde a multiples factores bioticos y
abidticos que condicionan la reproduccion de estos hongos, por ejemplo, Ramirez y
colaboradores en 1997, sumado a Violi y colaboradores en el 2008 han documentado
gue la mayor produccion se da en los periodos estacionales secos, ya que esto genera
un estrés hidrico en la planta y por consiguiente al hongo, que responde aumentando

produccion de esporas.

Se visualizé una gran diversidad de esporas en torno a la rizosfera del mortifio, incluidas
esporas de hongos micorrizicos arbusculares, esto podria deberse a que posiblemente
alrededor del mortifio se encuentren otras plantas que estén siendo colonizadas por
estos hongos, ya que se ha informado que la presencia de leguminosas usadas como
cubierta vegetal, acrecienta la poblacién originaria de hongos micorrizicos hasta 3 veces
(Deguchi et al., 2007), afectando asi de manera positiva a la riqueza y diversidad de
especies. Otra posible razén seria que los HMA también podrian estar colonizando a
estas plantas de la familia Ericaceae, sin embargo, esto no se ha corroborado de manera
oficial hasta ahora. Se muestra a continuacion la variedad de esporas encontradas en

cada sitio de estudio.
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3.1.1 Sigchos
Este sitio (Ver llustracion 3.1) ocupo el tercer lugar de abundancia de esporas de los 4

lugares (Ver llustracién 3) sin embargo, la abundancia no esté relacionada con la
diversidad, ya que existen especies que bajo cierta presion ambiental pueden esporular
de manera abundante. Es decir, que una sola especie es capaz de aumentar la
abundancia en el sustrato.

llustracion 3.1. Morfologia de las esporas encontradas en Sigchos

visualizadas con microscopia éptica a 100x.
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3.1.2 Pedregal
Este sitio (Ver llustracion 3.2) ocupé el lugar mas bajo en cuanto a abundancia con

respecto a los demas sitios (Ver llustracion 3). Sin embargo, se muestra una diversidad

similar a los deméas sitios y una predominancia de esporas pertenecientes al Género
Glomus (O).

llustracion 3.2. Morfologia de las esporas encontradas en Pedregal
visualizadas con microscopia 6ptica a 100x (A, B, C,D) Y A 40X (E, F, G,
H,1,J,K,L, M, N, N, 0)
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3.1.3 lliniza norte

Esta localidad (Ver llustracion 3.3) ocup6 el segundo lugar en abundancia con respecto
a los demas sitios (Ver llustracion 3). Presenté morfotipos con conexiones hifales mas

robustas, a diferencia de las encontradas en los demés sitios que poseian superficies
mas lisas.

llustracion 3.3. Morfologia de las esporas encontradas en lliniza norte

visualizadas con microscopia 6ptica a 100x (A, B,C,D,E,M, N, N, O)y a
40x (F,G,H, I, J,K, L)
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3.1.4 El Angel
Esta localidad (Ver llustracion 3.4) ocupo el primer lugar en abundancia con respecto a
los demas sitios (Ver llustracion 3). Esto respalda la idea de que una mayor abundancia

de esporas no implica necesariamente una mayor diversidad.

llustracion 3.4. Morfologia de las esporas encontradas en El Angel

visualizadas con microscopia 6ptica a 100x

La diversidad de hongos presentes en el sustrato representa un aspecto positivo, debido
a que optimizan la actividad biolégica del suelo, que ademas de protegerlo aportan al
desarrollo de las plantas, aumentando asi mismo el nUmero de esporas adaptadas a
diferentes condiciones edafoclimaticas. Por otro lado, esta riqueza puede verse afectada
por practicas agricolas, tales como el establecimiento de monocultivos, la baja diversidad

taxonémica y la siembra de variedades no mico-troficas (Sasvari et al., 2011).
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3.2 Porcentaje de micorrizacion
El porcentaje de micorrizacion (Ver tabla 3.1) presenta el valor de cada lugar
encontrandose una diferencia significativa entre los lugares Sigchos y el Pedregal e

incluso entre muestras.

Tabla 3.1 Infeccidon micorrizica y porcentaje de micorrizacion de promedios y total de los
lugares muestreados Sigchos, Pedregal, lliniza Norte y El Angel.

Promedio Porcentaje de
Lugar Muestras porcentual micorrizacion
9 por tres
. por lugar
replicas
Sigchos 1 59
61
2 62
Pedregal 1 13
22
2 30
Iliniza Norte 1 14
29
2 43
El Angel 1 39
47
2 56

Posteriormente se ejemplifica un grafico en donde se ensefia una tendencia de
micorrizacion por muestra 1 y 2 de los lugares estudiados en donde exhibe un aumento
del 50% en la colonizacién de micorrizas entre muestras de un mismo lugar, siendo el
caso mas notable el de Pedregal e lliniza Norte. En el caso de El Angel manifiesta una
misma tendencia, pero con un menor porcentaje de cambio y siendo Sigchos la Unica

constante.

Es probable que entre lugares las condiciones tanto altitudinales como el ambiente en
general haya afectado la colonizacion de dichas micorrizas y considerando que cerca de
los lugares muestreados como en el caso de lliniza y Pedregal ocurriera un incendio
previamente a la toma de muestras. Segun Bautista y colaboradores en el 2017
especularon que los factores ambientales, la composicion o el uso del sustrato alteran la

tasa de colonizacion y no solo se debe a la manifestacion de las micorrizas adecuadas,
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esto incluso explicaria la diferencia entre muestras si se considera las amplias distancias

tomadas entre cada una.

Porcentaje de Micorrizacidon por Muestras 1y 2

70
62
59

60 56
20 43
39
40
30

30
20 13 14
10

0

Sigchos Pedregal lliniza Norte El Angel

M Seriesl Series2

llustracion 3.5 Promedio porcentual de micorrizacién por muestras 1

y 2 de los lugares Sigchos, Pedregal, lliniza Norte y El Angel.

Por otro lado, se presenta el porcentaje total de micorrizacién (Ver llustracién 3.5)
observandose que la localidad de Sigchos posee el valor mas alto de micorrizacion con
61%, seguido de EI Angel con 47%, por otra parte, se evidencia una diferencia notable

entre lliniza Norte y Pedregal con 29% y 22% respectivamente.

Dos de los valores presentados se encuentra por debajo de un porcentaje establecido
como 6ptimo (Ver llustracion 3.6), Noboa y colaboradores en el 2018 reportaron
promedios de micorrizacion del 60% a 90% mientras que Bautista y colaboradores en el
2017 presentaron valores del 40% encontrandose en este estudio porcentajes similares

a los reportados por los investigadores.
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Porcentaje de Micorrizacion Total
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61

60
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40

29
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Porcentaje de micorrizacién por lugar

mSigchos MPedregal Mlliniza Norte B El Angel

llustracion 3.6 Micorrizacién total en porcentaje de los lugares

muestreados Sigchos, Pedregal, lliniza Norte, El Angel.

llustracidn 3.7 Estructuras infectivas micorricicas ericales: A, B hifas visibles en

lente de 40x; C hifas y estructura en espiral semejante a un ovillo observado en

lente 100x; D, F, G hifas y estructuras espirales observados en lente de 40x.
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Lo que caracteriza a una micorriza ericoide es su morfologia simple dado que presentan
finas espirales conformadas por sus hifas que se encuentra intracelularmente y de forma

compacta en las células rizodérmicas (Vohnik, 2020).

Se presenta una estructura espiral en forma de ovillo visiblemente debido a la destruccion
de la raiz que la contenia. Mientras que las otras exhiben las hifas ectodérmicas

alrededor de diferentes raices (Ver llustracion 3.7).

3.3 Resultado del ensayo

Debido a las caracteristicas del experimento, los resultados se recolecto bajo una
variable que se defini6 como marcaje, en el cual se establecié un criterio cualitativo si la
planta se encontraba viva o muerta. Por lo que de esta manera se implanto el porcentaje
de prendimiento con el fin de determinar el efecto de los tratamientos en los esquejes de

mortifio (Ver llustracion 3.8).

llustracion 3.8. Marcaje que representa si la planta se encuentra viva o muerta.

Determinado segun el estado seco de la hojay el desprendimiento de esta.
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Los resultados se recolectaron a las 3 semanas de establecido el ensayo en condiciones
controladas. Se comparan tratamientos de inéculos por cada localidad y controles
respectivos. El tratamiento con la localidad Sigchos y el control hormona presentaron la

mayor tasa de supervivencia con 4 y 3 esquejes de mortifio vivos respectivamente (Ver

llustracion 3.9)

Vacccinium floribundum kunth

Inéculo de
micorriza Sigchos

VIVA

Vacccinium floribundum kunth

Inéculo de
micorriza Pedregal

Vacccinium floribundum kunth

Control Absoluto
sin inéculo, sin

Vacccinium floribundum kunth

Inéculo de
micorriza El Angel

VIVA

Vacccinium floribundum kunth

Inéculo de
micorriza lliniza
norte

Vacccinium floribundum kunth

Control Hormona
sin inéculo

hormona

llustracion 3.9. Visualizacion de la tasa de supervivencia de los esquejes sometidos a
tratamiento.

El porcentaje de prendimiento (Ver llustracion 3.10) muestra que la localidad de Sigchos
posee el 67% de prendimiento, seguido del control hormona con un 50%. Bautista y
colaboradores en el 2017 obtuvieron una respuesta positiva en plantas cv Biloxi con
inoculado esporas de Gaultheria sp., mientras que Wei y colaboradores en el 2020
mencionan que Oidiodendron maius una cepa de micorriza promovié la formacién de
raices en esquejes, deduciendo en este estudio la influencia significativa de las esporas

formadoras de hongos micorrizicos.

27



70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de Prendimiento

67
50
33
17
Sigchos Pedregal lliniza Norte El Angel Control Control
Absoluto Hormona

B Porcentaje de Prendimiento

llustracion 3.10. Porcentaje de prendimiento de los esquejes de

mortifio con esporas de las diferentes localidades.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1

4.2

Conclusiones

Se evidencié la existencia de hongos micorrizicos en las raices de mortifio de
cuatro lugares diferentes de la sierra ecuatoriana, Sigchos, El Angel, Pedregal e
lliniza Norte, en donde se determiné tanto su densidad de esporas, porcentaje de
micorrizacion y estructura morfologica. Lo que llevé al hecho de que Sigchos es
el que presento mayor colonizacion a diferencia del resto de lugares muy
probablemente se deba a las condiciones fisicoquimicas del suelo, componentes

bioldgicos y factores ambientales diferentes entre los demas.

El uso de un in6culo a base de esporas de micorrizas ericoides podria ser un
importante recurso para la aclimatacion del mortifio en vivero, por lo tanto, la
estandarizacion de un protocolo de propagacion resulta indispensable. Para este
trabajo dicho disefio conllevo al 67% de prendimiento de esquejes de mortifio de

la localidad Sigchos.

Recomendaciones

Se recomienda aumentar el numero de replicas para disminuir el error porcentual

de los esquejes.

Se recomienda determinar adecuadamente la accion que ejerce la IBA sobre los

esquejes de mortifio.

Se recomienda determinar los factores diferenciales de los lugares que

provocaron la disminucién de colonizacién de las micorrizas.
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