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Resumen. En la finca “ Martha Samaniego®- ubicada en el cantdn Pallatanga, se constattd
la presencia de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMAS) cn varias plantaciones nativas
del sitio, detectando 1a mayor cantidad de esporulacidn y micorrizacién en las plantaciones
de Banano (Musa sp.) y Niguito (Muntingia calabura). El porcentaje de humedad en las
muestras de suelo cstudiadas, oscilan entre 32% al 36%, y ¢l pld del suelo promedio es de
5.0. El porcentaje de micorrizacién nativa en las plantaciones de interés, estuvo entre 53%
para banano y 33% cn niguito. Las especies de HMAs idenlificadas ¢n ambas plantaciones,
pertenecen en su mayoria a los génevos Acanlospora, Diversispora y Glomus. Se aislaron
consorcio de esporas viables en banano y niguito, las mismas que fueren inoculadas en €l
cultivo trampa maiz (Zea mays), usando como sustrato una mezcla en proporciones 50/50
de arena y suelo. Se¢ determind un aumento en el porcentaje de colonizacion de ambos
consereios en los cullivos trampas, cn comparacién al porcentaje nativo de los mismos. La
versalitidad de estos hongos para adaptarse a la mayoria de plantaciones terrestres,
mucstran ¢l potencial que tienen para ser ulilizados como bioferiilizantes en sistemas
agricolas, como soportc en ia conservacién de ccosisteras en ricsgo y en sistemas
fitorremediadores.
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Abstract. On the farm "Martha Samaniego”- located in the canton Pallatanga Pallatanga,
the presence of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) in various native plantings site is
determined by detecling the greatest amount of mycorrhizal sporulation and Banana
plantations (Musa sp.) and Niguito (Muntingia calabura). The moisture in the soil samples
tested, ranging from 32% to 36%, and the average ground pH is 5.0. The percentage of
native mycorrhizal interest in plantations, was between 53% and 33% for bananas in
niguito. FIMAS species identified in both plantations, mostly belong to the genera
Acaulospora, diversispora and Glomus. Consortium of viable spores in banana and niguito
were isolated, the same that were inoculated in the trap plants maize (Zea mays), using as
substrate a mixture in 50/50 proportions of sand and soil. An increase in the percentage of
colonization of both consortia trap crops compared to native percentage thercof is
determined. The versatility of these fungi to adapt to most terrestrial plantations,
demonstrate their potential to be used as bio-fertilizers in farming systems to support the
conservation of ecosystems at risk and phytorcmediadors systems,



1. Introduccién.

El desarrollo del sector agricola como sector econdmico primario, es evidente en
el Ecuador. En el 2014 se reporté un promedio de 7,33% del Producto Interno
Bruto! (PIB), lo que conlleva a realzar su importancia a nivel econémico y
nutricional, sin embargo el desgaste ecoldgico y ambiental que ocasiona debe ser
controlado, puesto que la mayoria de los sistemas agricolas son poco sustentables
y sostenibles.

Los agroecosistemas convencionales ocasionan graves impactos ambientales,
debido a la deforestacién, erosidn de los sitios nativos, uso excesivo de
agroquimicos para el control de plagas, enfermedades y el uso de fertilizantes
quimicos que alteran el ciclo normal del nitr6geno y de otros elementos [1]. Para
contrarrestar el impacto negativo de los agroecosistemas convencionales sin
afectar la produccion, se ha propuesto la implementacién de una agricultura
ecologica, sustentable y sostenible que tiene como fin optimizar el rendimiento
de la produccidn y disminuir el impacto nocivo al ambiente.

Una de las estrategias aplicada en la agricultura ecolégica, expone el uso de
microorganismos benéficos propios del sitio como inoculantes microbianos,
obteniendo notorias mejorias en la calidad y produccién del cultivo, y asegurando
la conservacion de los recursos naturales nativos del lugar®. Actualmente, la
alternativa de emplear microorganismos propios del suelo en la elaboracién de
biofertilizantes, se ha venido desarrollando, destacédndose el uso de Hongos
Micorrizicos Arbuscalares (HMA)[2] [3], quienes al formar simbiosis con las
plantas, les permite utilizar eficientemente los nutrientes del suelo, reduciendo el
uso excesivo de fertilizantes quimico, y por ende la contaminacién que
provocan(4], a su vez esta relacion positiva con los HMA les brinda ventaja sobre
otras planta no hospedadoras[5].

En los tltimos afios, se ha comprobado los beneficios que proveen los HMA
frente a la salud y el desarrollo de cultivos con importancia agricola, horticola y
forestal [G], esto se debe a la simbiosis efectiva que realizan con
aproximadamente el 80 % de las plantas habitantes en ecosistemas terrestres[7],
[8]. Los efectos provocados en las plantas, complementan y favorecen al sistema
radicular, puesto a que se presenta un incremento en la absorcién de agua y
nutrientes provenientes del suelo, también aumenta la tolerancia ante el estrés
bidtico y abidticos [7], y mejora Ia calidad de suelos erosionados [6], [9]. Una vez
que se haya dado la infeccion por los HMA, estos producen red de hifas que se
extienden tanto al interior de las raices, como al exterior de las mismas, abarcando
la mayor superficie del sector, dandole mayor resistencia a metales téxicos, alta
salinidad, niveles variantes de temperatura y un pH desfavorables para los suelos,
y ademds beneficia a las plantas al aumentar la captacion de iones poco méviles
de manera considerable. La baja cantidad de iones de fésforo es un limitante para
el desarrollo vegetal eficiente [10].
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Los HMAs muestran un crecimiento intracelular e intercelular en la zona
cortical del sistema radical, conformando dos estructuras internas flingicas
denominadas arbusculos y vesiculas, estructuras propias de estos hongos [2], [11],
capaces de translocar granulos de polifosfato a las zonas de mayor requerimiento
de fosforo [12]. Los arbusculos se forman por la division dicotomica de hifas,
estos llegan a ser invaginados por la membrana plasmatica, incrementando la
disposicion e intercambio de nutrientes entre las plantas y los HMAs, entre tanto
las vesiculas se forman en la porcién terminal de las hifas, y almacenan reservas
frente a las posibles limitaciones de adquirir la energia necesaria para su propio
crecimiento [6], [13]. Se considera que los HMA son simbiontes obligados puesto
a que la reproduccion de los mismos depende de la correlacion con las plantas
hospedadores, de tal manera que completan su ciclo de vida asociados a las raices
hospedadoras [2]. Hay tres tipos de hifas externas presentes en los HMA: las hifas
infectivas, encargadas de suscitar los puntos de colonizacion de diversas raices;
también se encuentras las hifas absorbentes, quienes se extienden por los suelos
para la absorcion de nutriente; y por tltimo estan las hifas fértiles, colocadas en
la superficies de las esporas [6].
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Imagen |.-Estructura morfologica de Hongos Micorricicos Arbusculares
relacionados simbidticamente a raices vegetales [14].
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Imagen 2.- Infeccion en raices de plantaciones por HMAs [26].



No hay un tnico hdabitat propicio para los HMAs debido a que ellos se
encuentra ampliamente distribuidos en ambientes terrestres, y gran parte de las
raices de Angiosperma, Gimnospermas, Pteridofitas y Briofitas son simbiontes
obligados o facultativos con los HMAs [15]. Asimismo los HMAs no tienen
especificidad exclusiva con un tipo de planta hospedadora determinada[7], sin
embargo es evidente el efecto positivo que tienen los HMA sobre ciertas
vegetaciones hospedadoras especificas [16], [17]. Por lo tanto se presume la
existencia de diversos HMAs en las zonas del tropico hamedo del Ecuador,
teniendo el conocimiento de la gran biodiversidad de flora y fauna propias del
sitio,

Con estos antecedentes, el presente estudio tiene como objetivo aislar e
identificar a nivel morfolégico la presencia de HMAs nativos del tropico himedo
de Pallatanga - Ecuador. El sitio de estudio seleccionado fue la finca “Martha
Samaniego”, la misma que se encuentra inactiva por aproximadamente mas de
10 afios y escasa influencia antropogénica, esto supone la restauracién de la
microbiota nativa de la zona. Con esta investigacion se establece una linea base,
de tal manera que en futuras investigaciones se pueda analizar la efectividad de
los mismos, en cultivos comerciales y de importancia econémica, como
biofertilizantes para una agricultura ecoldgica sostenible y sustentable.

2. Materiales y Métodos

Anilisis de la zona de estudio.

Se recolectd muestras de suelo, en la finca “Martha Samaniego®, ubicada en
el sector del trépico himedo aledafla al cantén Pallatanga de la provincia de
Chimborazo, en los puntos 02°09°26” S y 079°03°45” W a 523 m sobre el nivel
del mar. Las muestras provienen de una profundidad aproximada de 15 a 20 cm
y a una distancia de 5 cm de las raices principales pertenecientes a plantaciones
relevantes del sitio. Se recolectd por cada muestra aproximadamente 1 kilogramo
de suelo y raicillas, posteriormente fueron almacenadas en bolsas Ziploc a 106°C
en el cuarto frio de los laboratorio del CIBE - ESPOL.

El porcentaje de humedad del suelo fue calculado al separar 10 gramos (peso
fresco) de suelo de diversas plantaciones presentes de la zona, y secados en horno
a72°C por 72 horas consecutivas [18], luego se volvié a pesar en balanza eléctrica
para obtener un nuevo peso (peso seco), la diferencia de ambos peso, multiplicado
por 100 dio el porcentaje de humedad.

Se calculo el pH promedio del suelo, extrayendo aproximadamente 500 gr de
las plantaciones muestreadas, se utilizé exclusivamente un pH-metro de suelo,
modelo kelway soil tester, con un rango pH de 3.5 a 8.0, el mismo fue incrustado
a 10 cm de profundidad.

Aislaniento y conteo de esporas de Hongos Micorricicos Arbusculares.

Las esporas procedentes de las plantaciones fueron aisladas por el métode de
“Extraccion por gradiente de densidad”, propuesto por Furlan, Bartschii y Fortin
[19], con ciertas modificaciones debido a la gran cantidad de materia organica del
suelo, protocolo que serd brevemente descrito a continuacion:



El método de extraccion por gradiente de densidad, tiene como base la
metodologia de “Cribado y decantacién” propuesta por Gerdemann y Nicolson
[20]. Se inicié con la separacion de aproximadamente 50 gr de suelo, pesados en
balanza electrénica; los 50 gr de suelo fueron colocados en un vaso de
precipitacién de 1000 ml, y se adiciond aproximadamente 800 ml de agua de
grifo; continud el procese agitando alrededor de 30 segundos, hasta obtener la
disolucion total del suelo y se dejo precipitar por aproximadamente 1 minuto; se
vacié el agua del recipiente sobre los tamices con malla de 250 pm y 45 pm
respectivamente, sin dejar pasar el sedimento que estaba precipitado, Este proceso
se repitié las veces necesarias, hasta obtener particulas en suspensién lo mds
claras posibles; el material colectado en el tamiz de 45 pm, fue transferido a tubo
falcdn de 50 ml.

Segtin Furlan, el material recolectado, no debe sobrepasar Y4 del tubo
centrifuga, en este caso se vertié de 10 a 15 m) de muestras en los tubos falcdn de
50 ml, los % restantes del tubo se llenaron con agua potable y se centrifugd por 5
minutos a 2000 rpm; al salir de la centrifuga, se eliming el sobrenadante de los
tubos y se adicion6 aproximadamente de 10 a 15 ml, de una sotucién de sacarosa
y tween 20, al 72% y 2.8 %. Para una solucién de 1000 m! se utiliza 21,4 gr de
tween 20 y en caso de utilizar tween 80 se cola 20 gr; los tubos fueron colocados
una vez mas en la centrifuga por 5 minutos a 2000 rpm [19]. La solucién
resultante de la dltima centrifugacién, fue puesta en nuevos tubos previamente
etiquetados. Se observd en el estero microscopio agregando alrededor de 5 ml de
resultante con 5 m! de agua potable. Las esporas que se encontraron flotando
fueron extraidas con pipetas pasteur de 2 ml.

Fifacién semipermanente de esporas en placas portaobjetos.

Previo a la identificacion morfolégica, las esporas se fijaron en placas porta
objetos, tomando como base la metodologia propuesta por Koske y Tessier [21],
que utiliza la solucién de Melzer y PVLG para elaborar montajes
semipermanentes de las esporas.

I.a solucidén de Melzer empleada, estd compuesta de 100 ml de agua destilada,
100 gr de hidrato de cloral, 1.5 gr de yodo y 5 gr de yoduro de potasio, 1a solucién
debe ser agitada hasta conseguir una mezcla homogénea. El PVLG estd
compuesto por alcohol polivinilico, agua destilada, 4cido lactico y glicerol, se
recomienda prepara la solucién de PVLG por parttes, se homogenizé en un
recipiente 10 m! de glicerol con 100 ml de 4cido lactico hasta obtener una solucién
acliosa; en un recipiente oscuro se colocé 100 ml de agua destila tibia, y 12 gr de
alcohol polivinilico (PVOH), se calentd en baiio maria a 150 °C por @ horas, luego
se vacia ¢l dcido lctico y glicerol en el PVOH caliente y se deja reposar por una
noche en la estufa a 85 °C.

Tdentificacion morfolégica de Hongos Micorricices Arbusculates.

La identificacion morfoldgica de esporas HMAs, se bas6 en caracteristicas
notables, como el color y tamafio de la espora, la textura y grosor de las capas, y
la reaccién de las mismas en reactive de MELZER, estas caracteristicas son
normalmente visibles en microscepio compuesto binocular y estereoscopio.



Para identificar morfolégicamente las esporas previamente extraidas, estas
fueron colocadas en cajas Petri y se agruparon entre 10y 15 esporas seglin color
y tamafio, de tal manera que en cada grupo existan minimo dos variedades de
HMA. Se situd en el lado derecho del portaobjeto una gota de PVLG, encima de
¢ésta se coloct el grupo de esporas que se encontraban en mejores condiciones,
Las esporas que no estuvieron en 6ptimas condiciones, fueron colocadas en porta
objetos, los cnales tendrian una gota de PVLG maés reactivo de MELZER, se dejé
reposar las esporas con PYLG y PVLG + MELZER por 3 minutos para aumentar
la viscosidad, luego se colocd el cubre objetos, dejande la menor cantidad de
burbujas de aire [21], Bajo el estérec microscopio, se suministré una ligera
presion con la aguja enmangada sobre el cubre objetos, para aplastar las esporas
y observar las estructuras de mayor importancia para la identificacion,

Se recomienda colocar las placas en la incubadora a 65°C por 24 horas, para
le eliminacién de residuos y reduccién de burbujas de aire presentes, Las placas
con esporas son inspeccionadas en el microscopio dptico compuesto, bajo los
lentes de 10X, 40X y 100X, con el fin de examinar las capas y paredes de la
espora.

Tincidn de raices infectadas con HMAS.

Para conocer el pereentaje de micorrizacion en las plantaciones nativas del
sitic muestreado, se procedit a extraer las raicillas mds finas, y cercanas a las
raices principales, a un maximo de 15 ¢cm de profundidad, las cuales fueron
lavadas y tratadas para una clarificacion Optima y una posterior tincidn con azul
de tripano al 0,05%, baséndose en las técnicas propuestas por Phillips y Hayman
[22], con ciertas modificaciones adaptadas exclusivamente a las raicillas
obtenidas, con el fin de mejorar su eficacia. La descripcidn resumida de las
técnicas de clarificacién y tincion es:

Las raicillas extraidas, pasaron por el primer proceso de lavado, donde éstas
son colocadas en una cernidora o un colador de plastico y se virtié constantemente
agua de grifo hasta dejarlas con la menor cantidad de tierra. Se distribuyeron en
frascos de vidrio de 10 ml, teniendo en cuenta de no sobrepasar la mitad de los
frascos. El hidraxido de potasio (IKO) al 10% fue colocado en los frascos, hasta
cubrir por completo las raicillas, proceso que sirve para aclarar por completo a
éstas, los frascos con KOI fueron expuestos por 15 minutos en el autoclave a
121°C. Para eliminar el exceso de KOH se lavd un minimo de 3 veces cada
muestra, en caso de que las raicillas no se encontraron totalmente clarificadas, se
procedié adicionar per oxido de hidrégeno (H:02) al 4%, por aproximadamente
10 minutos, luego se eliminé ¢l excedente enjuagando 3 veces cada muestra. La
acidificacién de las raicillas es necesaria para la fijacion del colorante en los
HMAs presentes en las células corticales, y por elio se utilizé 4cido clorhidrico
(HCI) al 1% por 4 minutos, transcurrido este tiempo se elimina ¢l HCl y no se
enjuagan las raicillas. Después se adiciona la solucién de azul de tripano al 0,05%
hasta cubrir las raicillas por 10 minutos a 121°C en autoclave.



Determinacidn del porcentaje de micorrizacidn en plantaciones nativas.

El calculo del porcentaje de micorrizacién en las plantaciones de banano y
niguite $e¢ determind segin la formulas propuesta por McGonigle [23],
disponiendo las raicillas previamente tefiidas en placas de porta objetos.
Aproximadamente se colocaron 10 raicillas de 2 em en cada porta objetos y se
agreg6 una gota de acetoglicerol antes colocar el cubre objetos.

Las raicillas fueron observadas en un microscopio compuesto binocular
usando el lente de 20 X, y se examind una por una para detectar la presencia de
hifas, vesiculas y arbusculos y de esta manera determinar la micorrizacion en cada
plantacion.

Inoculacién en cultivos trampu, -

Los HMAs, para su multiplicacién, fueron inoculados en cultivos trampa[24],
de los cuales se tiene informacion, como es el caso del maiz (Zea mays), que es
una excelente graminea para lograr multiplicar a los HMAs en abundancia. El
inoculo usado para la multiplicacion de los HMAs fue obtenido de las
plantaciones de banano y niguito por poseer mayor cantidad de esporas, se tomd
10 muestras de suclo rizosférico de aproximadamente 1 Kg, éstas fueron
homogenizadas para tener una muestra compuesta y después se la tamizd para
manejar un mismo tamafio de particula. El sustrato utilizado para Jos cultivos
trampas, esta compuesto de suelo arenoso y suelo limoso en una proporcién de
50/50 [25]. Este fue previamente esterilizado por 3 dias consecutivos en autoclave
a 121°C por una hora.

En fundas plésticas, se coloco la tierra estéril y 20 gramos de indculos por
unidad, sembrando 3 semillas esterilizadas de maiz por maceta. El proceso de
multiplicacién se realizé para los dos consorcios de HMA obtenidos de las
plantaciones de banano y de niguito por dos meses consecutivos.

3. Resultados

Andlisis de la zona de estudio.

El porcentaje de humedad retenida en el suelo de las plantaciones estudiadas,
varfa entre 32% y 56% (Tabla 1), indicando un porcentaje de humedad promedio
en la zona de estudio del 41%.



En cuanto al pH del suelo, presento un valor promedio de 5.0, valor
aproximado que coincide con el reportado por otros investigadores en estudios
similares.

Plantaciones

Porcentaje de Humedad

Banano ; LS80 e 1
Bromelia | 56,67 B ‘
Café 39,96
Fernan Sanchez | 42,25
Guarumo 35,90 |
Niguito 3208

| Papaya | 41,09

' Pilchi ! 45,45

Tabla .- Porcentaje de humedad de las respectivas plantaciones de la finca
“Martha Samaniego”.

Aislamiento y conteo de esporas de Hongos Micorrizicos Arbusculares.

En las muestras de suelo rizosférico de las ochos plantaciones analizadas, fue
posible encontrar la presencias de esporas HMAs en seis plantaciones, estando
solo ausentes en las muestras de bromelia y pilchi (Tabla 2).

Plantacion

Banano 1 X e
Bromelia o e
- Café .
' Fernan Sénchei - \ '
alatume.. .

1
|
|
[
i
i
s EIES R - S -
|
|

§Niguito _’ '
' Papaya |
Pilchi \ ------

Tabla 2.- Presencia yforausenbia de esporas HMAs en las plantacionés"c“ié la
zona de estudio

En el grafico 1 se presenta el nimero de esporas por gramo de suelo rizosférico
de los dos cultivos seleccionados, observando que las interacciones constituidas
por los consorcios de HMAs en banano y niguito, no difieren en sus valores. Tanto
en banano como en niguito se encontré una relacion de 1:1 de esporas por gramos
de suelo. Cabe mencionar que ambas plantaciones se encuentran cercanas dentro
de la misma zona de estudio y estdn expuestas a las mismas condiciones
climaticas.



Numero de esporas en 50 gr. de
suelo
(5]
=

Banano

Plantaciones

Niguito

Grafico 1.- Promedio de nimero de esporas HMAs en 50 gr de suelo de
plantaciones banano (Musa sp.) y niguito (Muntingia calabura)

Identificacion morfolégica de HMAs.

En la tabla 3 y 4 se presentan la identificacion de los consorcios de HMA que
estaban presente en la rizosfera de los cultivos de banano y niguito.

Especic

Especie

Género
Acaulospora colliculosa
_A;;u[agpgra serobiculata |
Claroideoglomus _‘-’“;”ff;'tﬂ_"—
Cla;aideagfomus hiterm
i;ive;s'ispam Sp.
B I:l'varsispom trimurales

Entrophospora infrequens
—-F ;;;rnel{farnlis W;f;l?m'um
) Glg;i;pg;;g margarita
Glomus bistratum
Glomus i 8'-’71‘10_8;; i
Glomus sp.
Sc:;te-ll—ospom spinosissimea

" Tabla 3.- Diversas especies de HMASs presentes en el suelo de plantaciones de

banano (Musa sp.).




Las esporas detectadas en el consorcio de banano (C.Bn), fueron clasificadas
en los siguientes géneros: Acaulospora, Claroideoglomus, Diversispora,
Entrophospora, Funneliformis, Gigaspora, Glomus y Scutellospora. Se llegd a
identificar tentativamente a nivel de especie, a gran parte de las esporas. En el
género Acaulospora encontramos a las especies colliculosa [27), scrobiculata
[28] y spinosa [29]; del género Claroideoglomus, corroboramos las especies
etunicatum y luteum [30]; se determiné en el género de Diversispora a la especie
trimurales [31]; se logré distinguir a una sola especie Entrophospora denominada
infrequens [32]; también del género Funneliformis se logré identificar a la especie
geosporum [33]; se logré identificar del género Gigaspora a la especie margarita
[34]; en Glomus se identificaron en las especies bistratum [35] y gibbosum [36];
y finalmente en el género Scutellospora, se encontré a la especie spinosissima
[37]. Los géneros que manifestaron mayor diversidad de especie fueron
Acaulospora 'y Glomus, cada uno con porcentaje de 21%, y los menos diversos
fueron los géneros Entrophospora, Funneliformis, Gigaspora y Scutellospora
con un 7 % cada uno.

_Género Especie
Acaulospora colliculosa Glomus corymbiforme
{ |
. . | | .
Diversispora | Clara : Racocetra Sulgida
Diversispora sp. Redeckera sp.
et oG | :
Diversispora torfuosa ; . Scutellospora nodesa
| \
]
Glomus bistratum

Tabla 4.- Diversas espééi'é's' de HMAs presehféé en el suelo de ﬁléntacioncs de ni ghitd
(Muntingia calabura).

Las esporas detectadas en el consorcio de niguito (C.Ng), fueron clasificadas
dentro de los géneros y especies que a continuacion se mencionan: Acaulospora
colliculosa [27]; se determin6 dos especie del género Diversispora, clara [38] y
tortuosa [39]; del género Glomus se identificaron a bistratum [35] y
corymbiforme [40]; la especie fulgida [41] del género Racocetra; y en
Scutellospora se determind a la especie nodosa [42]. El género Diversispora tiene
mayor porcentaje de diversidad presentando 33%, y los menos diversos son los
géneros Acaulospora, Racocetra, Redeckera y Scutellospora con un porcentaje
de 11% cada uno.




Determinacion del porcentaje de micorrizacion en plantaciones nativas
de banano y niguito.

Alrededor de 13 especimenes correspondiente a cada plantacion estudiada,
fueron utilizados para determinar el porcentaje de micorrizacion nativa en banano
y niguito.
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Porcentaje de Micorrizacion
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Gréfico 2.- Presenta el porcentaje de micorrizacion promedio de las plantaciones
de banano (Musa sp.) y niguito (Muntingia calabura).

En el grafico 2 se presenta el porcentaje nativo de micorrizacion de las dos
especies estudiadas. Este porcentaje fue obtenido al observarse las estructuras de
hifas, vesiculas y arbuisculos en las raicillas tefiidas de las dos especies estudiadas.
En las plantaciones de banano se encontr6 mayor porcentajes de colonizacion,
alcanzado un valor de 53%, y niguito obtuvo un 33% (Gréfico 2).

Aunque el grafico 2 solo menciona el promedio general de colonizacion en
ambas plantaciones, se encontraron algunos especimenes que alcanzaron un
porcentaje de colonizacion mayor como se muestra en el Grafico 3. En
especimenes de banano se hallaron hasta un 93% de micorrizacién y en niguito
hasta un 60%. En ambas plantaciones se lograron distinguir al menos dos de las
tres estructuras anteriormente mencionadas con frecuencia, y en este estudio se
considerd solo la presencia de una de las estructuras como infeccion a las raices.



100

=

=)

'g 80

N

= 60

SE

w = 40

% g a e
(5]

g 0

E Ptl P2 P33 P4 PS5 P66 Pt7 P8 P9 Pt10 Ptll Pt12 Pt13
o

Especimenes de Banano y Niguito

=®=Banano ==#==Niguito

Grafico 3.- Las plantaciones de banano y niguito muestran especimenes con un
porcentaje de colonizacion mayor a la media.

Inoculacion en cultivos trampa.

Al mes de haber infectado el cultivo trampa con los dos consorcios de HMA,
se pudo observar que el C.Bn present6 una baja tasa de infeccién alcanzando solo
un 30 %. Mientras que el C.Ng, presenté una mayor infeccion del cultivo de maiz
logrando un porcentaje de colonizacion del 70%. En el segundo mes, las tasas de
micorrizacién para ambos consorcios aumentaron de forma considerable,
llegando a un 80% para C.Bn y 85% para C.Ng (Grafico 4).
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Grifico 4.- Porcentaje de micorrizacion de los indculos C.Bn y C.Ng en cultivos
trampa de maiz (Zea mays) después de dos meses de inoculacion.

Se aplicaron condiciones de estrés en los dos meses de tratamiento, con el fin
de multiplicar con mayor rapidez las esporas inoculadas. Luego de los dos meses
ambos consorcios tienen una similar tasa de colonizacion, y los cultivos trampas
presentan un desarrollo similar en su sistema radicular, tamafio y comportamiento
en general. Se pudo evidenciar las estructuras de hifas, vesiculas y arbusculos en
ambos tratamientos, y con mayor frecuencia y abundancia después del primer mes
(Imagen 3 y 4).
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Imagen 3.- Colonizacion de C.Bn y C.Ng al mes de inoculacion.

Imagen 4.- Colonizacién de HMA en raices del cultivo trampa (Zea mays). Las
figura a y b muestran la colonizacién del C.Bn y las figuras c y d, la
colonizacion de C.Ng al segundo mes de inoculacion.



4. Discusion.

Ecuador y Colombia comparte similares condiciones climaticas, diversidad
faunistica y forestal, por lo tanto el presente estudio tuve como referencias a
investigaciones de HMAs realizados en Celombia, también se tomd como fuente
de referencia y comparacion a un estudio sobre HMAs efectuado en cultivos y
plantaciones nativas en Santa Elena - Ecuador.

Las plantaciones de banano (Musa sp.) y niguito (Muntingia calabura) estén
mayormente distribuidas en la finca “Martha Samaniego”, ambas plantaciones
presentaron un porcentaje de micorrizacion nativo superior al 40%, y una gran
densidad de esporas en comparacion a las otras plantaciones del sitio, razén por
la cual éstas plantaciones fueron de interés para ¢l desarrollo del estudio,

En las plantaciones de interés, banano y niguito, el promedio de humedad
retenida en el suelo fluctiia entre et 32% y 36 % (tabla 1), promedio muy cercano
al que muestra el estudio realizado en Colombia, por Posada et al. [43]. La
influencia de la humedad retenida en el suelo sobre la proliferacién de las HMAs
ha sido un tema de discusién por varios investigadores, algunos aseveran que
existe una disminucién en la densidad o cantidad de esporas, mientras que otros
manifiestan que hay un aumento de la misma, asi mismo hay otros que sostienen
que no se presentan cambio relevantes [44] [45] [46]. Las muestras obtenidas del
suelo de banano y niguito presentaron un porcentaje de humedad similar, quienes
exhibieron una mayor densidad de esporas que otras plantaciones de la zona con
porcentajes de humedad cercanos, solo las plantaciones de bromelia no
cumplieron ésta condicidn. Al igual que el estudic en Colombia antes
mencionado, se asume que el porcentaje de humedad no influye en la densidad de
esporas y colonizacién nativa de HMAs [43]. El pH promedio determinado en los
suelos de todas las plantaciones es de 5, y no se observé influencia relevante de
éste factor sobre los HMAS nativos, descartdndolo como factor limitante para el
efecto de este estudio.

En banano y niguito se determind un promedio de 50 y 41 esporas por cada
50 gramos (Gréfico 1), estableciendo una relacion 1:1 de espora por gramo. El
estudio de HMAs llevado a cabo en cultivos de Santa Elena por Tejena [47],
determina proporciones de 2:1 teniendo un promediol74 esporas en 100 gramos
de suelo. Se atribuye la diferencia de densidad de esporas entre Pallatanga y Santa
Elena, a las diferentes condiciones climaticas que estdn expuestas, siendo Santa
Elena un sitio drido y con factores ambientales muy limitantes, es bien conocido
que estos limites propician la multiplicacién masiva de los HMAs como parte de
la adaptacién de las plantas a este tipo de ambientes [47].

La diversidad de HMAs presente en Pallatanga, fue clasificada en los géneros
Acaulospora, Claroideoglomus, Diversispora, Entrophospora, Funneliformis,
Gigaspora, Glomus, Racocetra, Redeckera y Scutellospora (Tablas 3 y 4), entre
ambas plantaciones, indicando una leve superioridad en diversidad comparado a
los géneros identificados en Santa Elena (Acaulospora, Archaespora, Gigaspora,
Glomus, Paraglomus, Scutellospora) [47]. Cabe recalcar que en ambos sitios, se
observé una gran diversidad de HMAs y es necesario prevenir la pérdida de ésta
diversificacion, ya que el efecto de estos microhongos en plantaciones y cultivos
es muy beneficioso, y a futuro puede potenciarse su uso en el sector agricola o
mantener en equilibrio ecosistemas en riesgo [47].

El porcentaje de micorrizacion promedio en banano y niguito nativo es de 53%
y 33,4% respectivamente (Gréafico 2), que comparado al estudio realizado en



Santa Elena, es similar [47]. La similitud de colonizacién entre estos dos estudios,
puede tener como base el hecho de que en la finca “Martha Samaniego™ que
estuvo activa hace mas de 10 afios, se cultivé banano y café como cultives
comerciales principales antes de ser abandonada, y en Santa Elena estan
actualmente cultivos de platano, ambas plantaciones tuvieron que adaptarse a un
drea determinado y establecieron relaciones simbidticas con los HMAs para
adecuarse al cambio; se asume que el porcentaje de micorrizacién en el banano
de Pallatanga es ligeramente superior al de Santa Elena, porque la zona de
Pallatanga lleva recuperandose en los dltimos afios sin intervencidn
antropogénica. Se debe traer a colision el hecho de que hubo especimenes que
mostraron un superior porcentaje de colonizacion, alcanzando un 93% en banano
y 60% en niguito (Gréfico 3), esto puede darse debido a la adaptacidn propia y
eficacia simbidtica de los consorcios de HMAs presentes con este tipo de
plantaciones.

En los ensayos de infeccion de HMAs en cultivos trampa se utilizé un sustrato
compuesto de arena y suelo en proporciones de 50/50, la misma relacién fue
utilizada por Usuga et. al [25], dando en ambos estudios resultados similares en
cuanto a la multiplicacion de HMAs. El sustrato sélido de arena y suelo facilita
fa aireacién del mismo [48]. El cultivo trampa escogido fue el maiz (Zea mays),
graminea de ciclo corto que disminuye el riesge de confundir patdgenos con
HMAs semejantes en forma y tamaiio[49] [50].

Desde el primer mes de ensayo en cultivos trampas, se determind un aumento
en el porcentaje de micorrizacion por parte del C.Ng, ¢l cual alcanzé un promedio
de 70% (Grafico 4), sin embargo el C.Bn tuvo una baja tasa de colonizacion en
comparacion a su micorrizacidn nativa, obteniendo a penas un promedio del 30%
de infeccidn. Se asume que el consorcio de banano demora cierto tiempo en
adecuarse a los cultivos de maiz, ya que en el segundo mes, los HMAs en banano
practicamente alcanza un 80% al igual que C.Ng que obtuvo un 85% de
colonizacion en las raices del maiz. Para concluir, ambos consorcios aumentaron
su produccion al ser sometidos a condiciones de estrés, desarrollandose de mejor
manera que en los ambiente nativos.

5. Conclusion.

Para dar por finalizado el actual estudio en las zonas del trépico hiimedo
Pallatanga, se deja establecido una linea base en la finca “Martha Samaniego”,
donde se determind la presencia de HMAs en las plantaciones que ahi progresan.
Se encontrd una gran variedad de especies HMAs que seguramente ayudan en el
desarrollo del entorno natural del propic ecosistema. El porcentaje de
colonizacion nativa en raices muestra la capacidad natural que tienen de realizar
simbiosis, y en caso de utilizar a estos microorganismo como partes de un
biofertilizante, estos puedan disminuir el riesgo de emision de contaminantes al
ambicnte. Se pudo comprobar que al utilizar pequefias cantidades de suelo
micorrizado como indculos, éstos sf llegan a infectar a cultivos trampa para lograr
reproducir HMAs en masa. Lo antes mencionado da cabida a futuras
investigaciones que tengan como objetivo aislar a estos consorcios naturales de
esporas HMAs y multiplicarlos masivamente, ya sea para darle uso en
agroecosistemas ecoldgicos, o utilizarlos dentro de sistemas fitorremediadores,
debido a la propiedades que poseen de captar metales pesados, propiedades que
no fueron profundamente detalladas en este estudio.
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