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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue determinar la colonizacion de hongos micorrizicos en raices
de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) en los paramos de Ganguis y Cubillin en la provincia
de Chimborazo. Por cada localidad se colectaron 5 muestras de suelo al azar de aproximadamente
1 kg cada una. EIl porcentaje de colonizacion de raices se estimd mediante la observacién
microscopica de raices segun metodologia de Phillips y Hayman, para la separacion y
cuantificacion de esporas se utilizé el método de centrifugacion y el método de cuadrantes, para
la identificacién de morfo-tipos de hongos micorrizicos se emplearon las claves y descripciones
presentadas por Schenk y Pérez y la pagina web del INVAM (Coleccion Internacional de Cultivo
de Hongos Micorrizicos Arbusculares Vesiculares), tomando en cuenta los rasgos morfoldgicos
como la forma, el color y la textura de la pared. El porcentaje de colonizacién obtenido en paramo
de Ganquis fue de 28,2 % , mientras que en Cubillin fue de 43,6 %, el nUmero de esporas
encontradas en paramo de Ganquis fue un total de 6300 esporas/100g de suelo y en el paramo de
Cubillin se evidenci6 un total de 7300 esporas/100g de suelo y los morfo-tipos de hongos
micorrizicos identificados en el paramo de Ganquis fueron 6 pertenecientes al género Glomus y
Archaeospora, mientras que el paramo de Cubillin se encontr6 10 morfo-tipos pertenecientes a
los géneros Glomus y Acaulospora. EI mayor porcentaje de colonizacion en raices y el nimero
de esporas del suelo se encontré en la localidad de Cubillin. Se recomienda realizar una
identificacion molecular de las especies de hongos micorrizicos asociadas a la rizésfera de

mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).

Palabras clave: <PARAMOS>, <RIZOSFERA>, <HONGOS MICORRIZICOS>, <MORTINO
(Vaccinium floribundum Kunth)>, <ESPORAS>.

1273-UPT-DBRA-2022
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the colonization of mycorrhizal fungi on roots of
mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) in the moorlands of Ganquis and Cubillin in the
Chimborazo province. Five random soil samples of approximately 1 kg each were collected for
each locality. The percentage of root colonization was estimated by microscopic observation of
roots according to Phillips and Hayman's methodology, for the separation and quantification of
spores, the centrifugation method and the quadrat method were used, for the identification of
morpho-types of mycorrhizal fungi, the keys and descriptions presented by Schenk and Pérez and
the INVAM web page (International Culture Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal
Fungi) were used, taking into account morphological features such as the shape, color, and texture
of the wall. The percentage of colonization obtained in the Ganquis moor was 28.2%, while in
Cubillin it was 43.6%, the number of spores found in the Ganquis moor was a total of 6300
spores/100g of soil and in the Cubillin moor, a total of 7300 spores/100g of soil, and the
morphotypes of mycorrhizal fungi identified in the Ganquis moor were six belonging to the genus
Glomus and Archaeospora, while in the Cubillin moor ten morphotypes belonging to the genera
Glomus and Acaulospora were found. The highest percentage of colonization in roots and the
number of soil spores were found in the locality of Cubillin. It is recommended to conduct a
molecular identification of mycorrhizal fungal species associated with the rhizosphere of mortifio

(Vaccinium floribundum Kunth).

Keywords: <MOORLANDS>, <RHIZOSPHERE>, <MYCORRHIZAL FUNGI>, <MORTINO
(Vaccinium floribundum Kunth)>, <SPORES>.

o RN o .
SO S

- i

Silvana Patricia Célleri Quinde
C.C. 0602669830

XV



INTRODUCCION

Se considera al paramo como un ecosistema natural, dominado por pajonales, arbustales,
humedales y pequefios bosquetes, son ecosistemas fragiles a los cambios de usos de tierra, su
localizacion en el mundo es exclusiva para la zona de los Andes, por lo cual se deberian tomar
medidas para conllevar a una concienciacién sobre su proteccion y mantenimiento. Los paramos
son sumideros naturales que abastecen de agua tanto para consumo humano como para

produccion agricola y eléctrica ( Hofstede et al., 2010: p. 91).

La region Andina se considera como un centro de domesticacion y de origen de plantas alrededor
del mundo (Vavilov, 1951, citados en Coba et al., 2012: p.6), fue un lugar donde civilizaciones
desarrollaron una agricultura natural y tradicional con especies nativas de plantas que son
cultivadas entre los 2500 y 4300 msnm. Comao, por ejemplo, dentro de estas especies se encuentra
el mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), perteneciente a la familia ericacea, ya que esta planta

es nativa de los paramos ecuatorianos (Coba et al., 2012: p.7).

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), en Ecuador es considerada una planta silvestre la
cual crece en las partes altas de la cordillera de los Andes , estas se encuentran en los paramos del
Angel en el Carchi hasta Tambo en Cafiar, también se conoce que existen por el parque Nacional
Sangay cuya, aungue pocos paramos poseen una ndmero considerable de plantas de mortifio, esto

se debe a la gran superficie agricola que ha sido ocupada (Perez et al., 2007: p.11).

Estas plantas nativas fueron la base principal de alimentacion para muchas familias indigenas, ya
gue a pesar de que existe invasion de nuevas especies vegetales, las familias ecuatorianas aun la

siguen consumiendo, sobre en el mes de noviembre, “Dia de los difuntos” (Coba et al., 2012: p.8).

La rizésfera es el principal lugar donde ocurren las interacciones entre microrganismos y plantas,
estas interacciones en su gran mayoria afectan al desarrollo, productividad y funciones esenciales
de la flora circundante. Otros microrganismos de la rizosfera se encargan de la captacion de los
nutrientes que son liberados, en este grupo encontramos a los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) (Moina et al., 2018: p.531).

Las micorrizas es la asociacion entre la mayoria de plantas que existen y los hongos beneficiosos,
que aumentan el volumen de raices y permitiendo asi una mayor exploracion de la rizésfera. Se
consideran los componentes mas activos de los érganos de absorcion de nutrientes de la planta,
proporcionando asi, a los hongos simbidticos nutrientes organicos y de un nicho protector

(Corredor, 2008; citados en Noda, 2009: p.2).



El hongo que coloniza exclusivamente a las ericaceas, familia a la cual pertenece el mortifio se
les conoce como ericoide. Lo hongos ericoides se conoce por su estructura endomicorrizica que
se distingue por sus hifas intracelulares en espiral, y por otro lado también son considerados
micorrizas obligadas por el éxito evolutivo gue tuvieron al asociarse con plantas de la familia

Ericaceae (Vohnik, 2020: p.672).

Los HMA constituyen un grupo grande de microorganismos porque establecen procesos
simbidticos con el 80% de plantas; en esta simbiosis de la planta se benefician del micelio
extrarradical del hongo que aumenta el volumen del suelo que ha sido explorado por la planta y

por lo tanto permite el acceso a una gran cantidad de agua y nutrientes (Torres et al., 2017; citados en
Urgiles et al., 2019: p.2).

Rey, etal., (2005,.p.52), citan la importancia de la simbiosis planta-hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) es reconocida mundialmente, pero algunos aspectos de la estructura y
funcion de la comunidad en los sistemas agricolas tropicales atn no han sido estudiados.

PROBLEMA

No existe informacion sobre colonizacion de hongos micorrizicos en raices de mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth) razén por la cual es importante realizar el registro de géneros de
micorrizas y saber el porcentaje de colonizacion en los paramos de Ganquis y Cubillin de la

provincia de Chimborazo.

JUSTIFICACION

Dada la importancia que representan las micorrizas para el mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth) y la escasa informacion de la presencia de micorrizas arbusculares en los ecosistemas
andinos, lo cual resulta de especial interés conocer la diversidad de hongos micorrizicos, por la
cual en la presente investigacion surge la necesidad de evaluar el porcentaje de colonizacion,
numero de esporas presente en el suelo e identificacion de géneros que se encuentran asociados

al mortifio.

La investigacion busca proporcionar informacion que serd Gtil para la comunidad educativa para

mejorar el conocimiento sobre el alcance del problema



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

General

Determinar la colonizacidn de hongos micorrizicos en raices de mortifio (Vaccinium floribundum

Kunth) en los paramos de Ganquis y Cubillin en la provincia de Chimborazo.

Especificos

e Identificar el porcentaje de colonizacién de hongos micorrizicos en raices de mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth.).

e Cuantificar el nimero de esporas de hongos micorrizicos asociados a las raices del mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth).

¢ Identificar la clasificacion taxondémica de los hongos micorrizicos.

HIPOTESIS

Nula

El numero de esporas de hongos micorrizicos identificados, cuantificados y tejido colonizado en

el mortifio no es similar en las dos localidades Ganquis y Cubillin.

Alterna

El nimero de esporas de hongos micorrizicos identificados, cuantificados y tejido colonizado en

el mortifio es similar en las dos localidades Ganquis y Cubillin.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Paramos

Los paramos son ecosistemas naturales, una zona de vida, por otro lado el valor y significado del
mismo paramo puede ser diferente para una persona campesina, que para un biélogo que estudia

organismos vivos debajo del pajonal (Navarrete, 2021: p.22).

Los paramos se encuentran ubicados principalmente en las montafas tropicales de Centro américa
y Sudamérica, ubicados entre 3000 a 4500 msnm, su vegetacion esta expuesta a variantes de
temperatura, baja presion atmosférica, cobertura de niebla, y estos factores han permitido que las
especies vegetales puedan desarrollar estrategias de adaptabilidad, para hacer frente a condiciones

abidticas externas (Navarrete, 2021: p.19).

Ecosistema muy fragil, de clima frio y su potencial para el uso productivo es limitado, aunque
mucha gente con gran riqueza cultural, pero con una economia baja estan aprovechando tales
recursos, al igual que, una gran poblacién aguas abajo lo estd aprovechando indirectamente, en

especial a través del recurso hidrico (Cunalatay Inga, 2012: p. 2).

En Ecuador poseen una altura promedio de 3300 mshm, cubren alrededor del 7 % de territorio, y
por lo tanto hace que seamos el pais que mas paramo posee a nivel mundial en relacién con su
tamafo; en otros paises sudamericanos como Venezuela, Colombia, Perti y Centro América como
Cota Rica y Panama, tienen extensiones pequefias, pero muy importantes, en términos ecoldgicos
se encuentran ecosistemas parecidos en las montafias del este de Africa y en algunas partes
tropicales de Asia y Oceania. Ademas de compartir caracteristicas biofisicas muy importantes, la
fauna y la flora difieren mucho en los detalles, y no se diga la compleja historia de los diversos

paramos del mundo (Flores et al., 2012: p. 15).

1.2. Paramos en el Ecuador

Los paramos del Ecuador han sido utilizados y se han modificado desde tiempos remotos,
cumplen un rol importante, sobresaliendo su importancia social, en lo cual se realizan actividades
ganaderas y agricolas. Los paramos de Ecuador son parte de la historia agraria, que, debido al

aumento de poblacion, han sido utilizados por campesinos (Cunalata y Inga, 2012: p.3).



En Ecuador los paramos se presentan a simple vista como un paisaje homogéneo, en la cual se
pueden encontrar simplemente paja, y uno que otro conejo, esta primera apreciacion es equivoca,
ya que el paramo esta lejos de ser un ecosistema monotono, presentan diferentes variaciones
biolégicas, por lo tanto para identificar los diferentes tipos de paramos que existen en el pais, se
ha clasificado de forma general mediante 3 factores que son: nivel de precipitacién, vegetacion y

altitud (Flores et al., 2012; citado en Navarrete, 2021: p.51).

Las causas que producen alteracion de los pAramos son actividades relacionadas con la agricultura
y la ganaderia, la quema para que los pastos crezcan verdes principalmente para vacas y ovejas,
hacen que la vegetacion se altere y se dafien el suelo. Al realizar la remocion de la vegetacion
para arar y cultivar la tierra, por ejemplo, los tubérculos andinos como la papa, el melloco, la
mashua, la oca, a veces rebasa los limites naturales, es decir, existen un avance incontrolado de
frontera agricola, las plantaciones de pino y otras especies sin planificacion, hace que el suelo se

seque y también altera una de las funciones fundamentales del paramo (Flores et al., 2012: p.20).

Figura 1-1. Paramo en el volcan Chimborazo
Fuente: (Hofstede, 2019).

1.3. Rizo6sfera

La rizésfera se encuentra dividida en ectorrizosfera y endorrizosfera, es donde ocurre la
colonizacién de algunos microrganismos en células corticales de la raiz, entre ellos estan las
micorrizas arbusculares (Pefia, 2002: p.8). En la rizésfera ocurren intercambios de sustancia

nutritivas a través de interacciones entre microorganismos y plantas. Cada especie de planta
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favorecen el desarrollo de diferentes tipos de vida y las raices también alberga una poblacion

particular de microrganismos que estan en constante interaccion (Kolmans y Vasquez, 1996: p.30).

1.3.1. Efecto de la rizésfera

La interaccion que existe entre planta y microrganismos del suelo se realiza de una manera
especial en la rizésfera. No solo la intensidad del efecto rizosférico, sino también la fuerte
colonizacion en el rizoplano, varia en distintas partes del mismo sistema radical (Fenchel, 2000;

citado en Castro, 2012: p.14).

En la rizosfera se dan las interacciones simbidticas mutualistas entre microrganismos y plantas,
esto se debe a la salida de nutrimentos Utiles para el metabolismo microbiano, los microrganismos
participan en diferentes beneficios como, por ejemplo: influye en el crecimiento de la raiz, regula
la actividad metabolica radical e influye en la propiedades fisico-quimicas del suelo (Gonzales et

al., 2001; citados en Castro , 2012: p.14).

1.4, Las micorrizas

La palabra micorriza proviene de la palabra griega mikos, que significa hongo, y rhiza significa
raiz, palabra que fue utilizada por primera vez por el botanico aleman Albert Berhhard Frank para

determinar la conexién entre suelo y las raices de las plantas (Pilco, 2015: p.5).

Se han estudiado diferentes tipos de micorrizas, segln la estructura, en las que las micorrizas se
desarrollan en las raices y participan en el intercambio bidireccional entre especies simbidticas.
Tradicionalmente, hay dos grupos principales de micorrizas: ectomicorrizas y endomicorrizas, de
las cuales las més abundantes son las micorrizas arbusculares. Esta distincion se basa
principalmente en funcion de que las hifas de hongos se desarrollan o no dentro de las células
corticales de la raiz (Diaz et al., 2016: p.39).

SegUn Smith y Read (2008), estiman que en la actualidad el 90% de plantas que crecen sobre la tierra

estan micorrizadas.

1.5.  Importancia de las micorrizas

La palabra micorriza se refiere a la asociacion que las micorrizas establecen en las raices de una

planta y forman una relacion simbidtica mutua, es decir, beneficio en la asociacién. Por un lado,

las plantas reciben nutrientes (minerales, agua, etc.) y los hongos reciben carbohidratos y

vitaminas, hasta el 20% del producto de la fotosintesis, que no se puede obtener de otra manera
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(Travieso, 2012; citados en Hoyos Carrera y Rodriguez Cabrera, 2013). Ademas, las hifas pueden penetrar en
areas del suelo donde las raices de la planta son inaccesibles y compiten eficazmente por los

nutrientes con otros microorganismos (Villegas y Cifuentes, 2004; citados en Hoyos y Rodriguez, 2013: p.6).

La micorrizacion aumenta el crecimiento y favorece una serie de cambios morfoldgicos en raices,
por lo cual hace que las plantas sean méas resistentes a dafios causado por nematodos, ya que
gracias al incremento de la ramificacion de las raices en plantas micorrizadas, hace que disminuya
los efectos negativos de los nematodos (Hol y Cook, 2005; citados en Rosado y Konling, 2017: p.27). Las
micorrizas permiten mejorar las condiciones de las plantas proporcionandoles resistencia al estrés,
absorcién de nutrientes y agua, especialmente de nitrégeno y fésforo, de tal manera que influyen
en la diversidad, productividad y funcionamiento del ecosistema (Guo, 2018: pp.1-6).

Los hongos micorrizicos ademas de jugar un papel importante en la tolerancia al déficit hidrico,
también contribuye a la proteccion de la raiz contra patdgenos a través de diferentes mecanismos
de accidn, como por ejemplo el mico parasitismo, la lisis enzimatica, la antibiosis, la competencia

por nutrientes etc (Whipps, 2001: citado en Castro , 2012: p.19).

1.6.  Tipos de micorrizas

Segun carrillo (2015, p.176), describe varios tipos de micorrizas que se clasifican segun las
estructuras que forma el hongo dentro de la raiz: ectomicorrizas, ectoendomicorrizas y

endomicorrizas.

1.6.1. Ectomicorriza

En las ectomicorrizas, el micelio invade las raices sin entrar en las células; en este grupo estan
todos los hongos comestibles (Carrillo, 2015: p.176). Son mas comunes en especies forestales como
arboles y arbustos, generalmente en plantas perennes lefiosas, donde la morfologia radicular es

cortay lignificada, lo que impide una 6ptima absorcion de nutrientes ( Hoyos y Rodriguez, 2013b, p.7).

Las ectomicorrizas contribuye significativamente a la biomasa del ecosistema, se distribuye
ampliamente en el suelo, y tiene una gran importancia en el ciclaje y absorcion de nutrimentos

(Salas, 2004; citados en Hoyos y Rodriguez, 2013, p.7).

Estas micorrizas son de gran importancia en el aprovechamiento forestal, ya que al parecer son
requeridas en diferentes etapas de la mayoria de arboles maderables en los bosques frios, y lo cual
proporciona a la planta cierta proteccion contra algunos agentes patdgenos (Andrade, 2010: p.87).
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Figura 2-1. Ectomicorrizas en corte transversal de una raiz
Fuente: (Strasburger citado en Arbo y Gonzalez, 2019).

1.6.2. Ectoendomicorrizas

Este tipo de micorrizas presenta manto externo, presentan caracteristicas como de las
ectomicorrizas, también penetran en el interior de las células corticales por hifas septadas. Los
hongos asociados son reconocidos como formadores de ectomicorriza, por lo que esta asociacion
puede considerarse un caso especial de simbiosis. Hay dos tipos: ericoide y monotropoide (Carrillo,
2015: p.176).

1.6.3. Endomicorrizas

Las endomicorrizas se encuentran en un 90% de las plantas superiores y en muchos vegetales
inferiores, estos hongos penetran profundamente la raiz formando vesiculas y arbdsculos
intracelulares caracteristicos, de ahi su nombre internacional vesicular-arbuscular mycorrhizas
(VAM), estas micorrizas juegan un gran papel importante en la agricultura por su capacidad de
captar y acumular nutrientes y transferirlo a las plantas micorrizadas (Moran, 2021: p.23). En este

grupo se distribuye tres grupos principales: ericoides, orquidioides y arbusculares (Guo, 2018: p.6).



Endomicorrizas en corte longitudinal de raiz

— vesicula

- Arbusculo

Figura 3-1. Endomicorrizas en corte longitudinal de raiz
Fuente: (Mauseth, 1988)

Las endomicorrizas son las mas importantes desde el punto de vista agricola. Son dificiles de ver
a simple vista, no forman una capa fungica externa, se propagan a traveés de las raices, alcanzando

las células corticales (Mirabal y Ortega, 2008: pp.13-20).

1.7. Micorrizas ericoides

La micorriza ericoide es una asociacion entre aquellos individuos pertenecientes al orden Ericales
y es el hongo simbionte que coloniza a cada familia, dentro del cual se encuentran plantas de las
Ericaceas, principalmente en el hemisferio norte y las especies de Epacridaceae en el hemisferio
sur, pues estas dos familias comparten micorrizas morfolégicamente muy parecidas (Smith y Read,
1997; citados en Jara et al., 2021: p.6),. Estas micorrizas ericoides presentan su morfologia simple,
presentan espirales finas que estan conformadas por hifas, estas se encuentran intracelularmente

y de forma compacta en las células rizodérmicas (Vohnik, 2020 ; citados en Jara et al., 2021: p.26).

1.8.  Hongos Micorrizicos Arbusculares

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se distinguen por el crecimiento intracelular e
intercelular en la corteza de la raiz y por la formacion de dos tipos de estructuras, arbisculos y
vesiculas. Los arbusculos son hifas que se dividen a partir de la ramificaciéon dicotémica, y, que
son invaginados por la membrana plasmatica de las células corticales y tienen periodos de vida
corta, mientras que las vesiculas son estructuras de deposito que se forman en la parte terminal

de las hifas (Pérez y Vertel, 2010: p.9).



Las micorrizas arbusculares son los mas abundantes y estan asociados con la mayoria de las
plantas terrestres, especialmente las que crecen en suelos secos y semiaridos, asi como en suelos

deficientes en fosforo (Gusman y Farias, 2005; citados en Moreno, 2011: p.21).

Hay mucha controversia en como la diversidad de los hongos micorrizicos arbusculares, tienden
a bajar su nivel poblacional, debido a la transformacion de los ecosistemas naturales en agro-
ecosistemas, por ejemplo, la instalacién de monocultivo, después de cierto tiempo de manejo
pueden disminuir la abundancia de especies fungicas (Castro , 2012: p.17).
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—
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Figura 4-1. Representacion esquematica de las estructuras de un hongo micorrizico

Fuente: (Reséndiz, 2013: p. 6).

1.9.  Taxonomia de hongos micorrizicos

Tabla 1-1: Clasificacion taxondémica de las micorrizas

Orden (4) Familia (11) Género (18)
Glomus

Funneliforme

Glomerales Glomeraceae Rhizophagus

sclerocystis

Claroideoglomeraceae Claroideoglomus

Diversiporales Diversisporaceae Redeckera

Diversispora

Otospora
Acalulosporaceae Acaulospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Gigasporaceae Gigaspora

Scutellospora
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Racocetra

Pacisporaceae Pacispora
Geosiphonaceae Geosiphon
Archaeosporales Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporacea Archaeospora
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus

Fuente: (Schibler y Walker, 2010: citados en Rodriguez, 2014: p.14).

1.10. Estructura de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los hongos arbusculares forman simbiosis con plantas terrestres formando esporas, arbusculos,

vesiculas e hifas, dentro de las células corticales que colonizan (Ricardo, 2019: p.13).

1.10.1. Esporas

Las esporas de endomicorrizas son grandes (20-500pm), su forma puede ser globosa, eliptica
ovalada, reniforme, claviforme o irregular, poseen una variedad de colores que ayuda para su
identificacion. Ciertas especies forman esporocarpios, otras forman esporas solas, ya sea dentro
o fuera de la rizésfera (Tena, 2002: citados en Ricardo, 2019: p.13).

1.10.2. Arbusculos

Son estructuras que se originan a partir de la ramificacion dicotomica repetida de una hifa al
interior de la célula vegetal y estas por lo general se encuentran en raices jévenes y angostas. Las
ramificaciones delgadas de los arblsculos no estan en contacto con el protoplasma de la célula,
estas ingresan como dedos de un guante, llamandose “invaginaciones de la membrana celular

(Souza, 2005: citados en Ricardo, 2019: p.14).

1.10.3. Vesiculas

Son estructuras ovaladas que se forman después de los arbusculos, estas contienen material
lipidico, son drganos de reserva, las cuales son utilizadas cuando entran en un estado de estrés.

No se encuentran en todos los géneros de HMA, funcionan como esporas para algunas micorrizas

(Guachoén & Prado, 2012: p.5).
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1.10.4. Hifas

Son estructuras filamentosas que poseen dos micelios uno interno y otro externo. El micelio
interno se desarrolla en las células corticales de la raiz y se conforma el aparato de nutricion del
hongo, mientras que el micelio externo se desarrolla por el suelo alcanzando varios centimetros y
este se constituye como el colonizador de la raiz de la planta y el suelo micorrizas (Guachén &

Prado, 2012: p. 5).

1.11. Beneficios de la micorrizacion

1.11.1. Formacion de agregados estables

Se ha comprobado que las hifas de hongos micorrizicos en unién con otros microorganismos,
interacttan en tal proceso. EI micelio forma un esqueleto y mantiene unidas las particulas, luego,
las hifas y las raices incorporan productos organicos a la estructura en formacion, luego los
microorganismos expulsan mucilagos, polisacaridos que causa cementacion de pequefios
agregados en formacion, y al final se unen a agregados mas grandes, dispuestos a la cooperacion
de hifas de hongos micorrizicos y a la segmentacion de productos de origen microbiano y vegetal

(Paillacho, 2010: p.16).

1.11.2. Papel de la micorriza en la absorcion de nutrimento

El uso de nutrientes por plantas, se determina mediante la absorcion de la raiz y difusion de
nutrientes, y, por consiguiente, mediante la liberacién de elementos de solucion del suelo. El
micelio externo de las micorrizas aumenta el tamarfio de suelo examinado y por ende definen el
uso de iones de baja velocidad de difusién (P, Zn'y Mo). Los hongos micorrizicos a, aparte de ser
productora de enzimas hidroliticas como son, las proteasas y fosfatasas, que son muy Utiles para
la solubilizacion del P y la mineralizacion del fosforo organico, lo cual aumenta la disponibilidad

de nutrientes (Bernal & Morales, 2006; citados en Paillacho, 2010: p.16).

1.11.3. Relaciones hidricas de la planta

Varios estudios, dicen que las micorrizas arbusculares son mas resistentes a al estrés hidrico y
esto depende un buen nivel nutritivo por parte de la planta y debido a que los micelios externos
de micorrizas tienen la capacidad de captar agua lejos de la zona de deficiencia (Paillacho, 2010:

p.20).

12



1.11.4. Influencia sobre la fotosintesis del hospedero

El nivel de fotosintesis, por lo general en plantas micorrizadas es mayor, no solo depende del
efecto de la nutricién del fosforo, si no a la mayor utilizacion de fosforo en el proceso de

fotosintesis de platas micorrizadas (Paillacho, 2010: p.20).

1.11.5. Resistencia a condiciones adversas del medio

Los hongos micorrizicos les conceden a las plantas tolerancia a la salinidad que se atribuye al
efecto en la nutricién de la planta. EI micelio externo de la micorriza, puede reemplazar la

deformacion de raices causadas por toxicos (Duchicela, 2001; citados en Paillacho, 2010: pp.21-22).

1.12. Factores que afectan la colonizacién de micorrizas en campo

La formacién y desempefio de los HMA puede verse afectado por cambios en la estructura edéfica
(humedad, temperatura y disponibilidad de nutrientes) como consecuencia de las condiciones
naturales o contaminacién por sustancias toxicas para los microorganismos y plantas (Augé, 2000,
2000; citados en Perez, 2011: p.371). Cuando hay exceso de agua se presenta inhibicion de la
colonizacién por HMA, mientras que, en suelos semihiimedos se va incrementado (Miller, 2000; citados

en Perez, 2011: p.371).

Los rangos de temperatura ideal para el desarrollo de la simbiosis en el suelo varian entre 18 y
30 °C; mientras que, temperaturas inferiores la simbiosis se ve afectada (Matsubara y Harada, 1966;

citados en Perez, 2011: p.372).

1.13. Técnicas de aislamiento e identificacion de micorrizas

Hay varios métodos que se utilizan para separar esporas del suelo, para luego ser cuantificados,
siendo los mas utilizados:

v" Cuantitativos para la determinacion de la poblacién

v" Cualitativos para aislamiento de esporas (Pilco, 2015: p. 14).

1.13.1. Métodos cuantitativos

Las muestras tomadas se deben mesclar bien, para obtener una muestra representativa, es

recomendable tomar varias sus sub-muestras para mas exactitud. De la muestra se debe tomar una
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sub-muestra para poder determinar el peso seco del suelo, para calcular el conteo de esporas por

peso seco de suelo (Pilco, 2015: p. 15).

1.13.1.1. Método de tamizado y decantacién segun Gerdemann y Nicolson (1963)

Se utiliza 250 g de suelo, para realizar una suspension en 1 | de agua, esto se deja reposar por
algunos segundos para que las particulas se sedimenten, luego se pasa el sobrenadante por tamices
de diferentes tamafios, empezando por un tamizador con poros de 1 mm, y se colecta la suspension
tamizada y se agita; esto se deja en reposo por algunos segundos y se decanta por el tamiz de 710
pm, se contintia haciendo con los tamices con poros de 420 pm, 250 pm, 149 pm, 105 pm, 74
UMy 44 um. para trabajo de rutina se puede utilizar menos tamices, por ejemplo: 1 mm, 420 um,
149 umy 44 um o menos tamices. Las fracciones separadas se pasan a cajas Petri con poca agua,
si existe mucho material se divide la muestra colectada en varias cajas, finalmente se procede al
conteo de las esporas en la caja Petri, bajo un microscopio de diseccion (25 x 0 50 x aumento)
(Sievering, 1983; citado en Pilco, 2015: p. 15).

1.13.1.2. Métodos de centrifugacion

El método inicialmente fue desarrollado por Jenkins (1964) para separar nematodos del suelo.

Se mezclan 10 g de suelo con 10 ml de agua en un vaso de precipitacion de 250 ml y se agita bien,
luego se vacia la suspensién en un tamiz de 500 um, que se encuentra colocado sobre otro tamiz
de 44 um, se lava el material que se encuentra en el tamiz de 500 um con agua de llave durante
15 minutos, después se pasa el contenido des tamiz de 44 um a un tubo de centrifugacion de 50
ml, se aplica un poco de agua en el tubo, y se centrifuga a 1800 rpm durante 4 minutos. Se decanta
el agua y con un dedo se saca el material organico de la pared interna del tubo, y al residuo que
queda en el tubo se coloca una solucién de azucar (500 g de azlcar en 1 | de agua), y esto se
disuelve y se centrifuga a 1800 rpm durante 2 minutos, después se elimina la solucién en un tamiz
de 44 um y se lavan las esporas con agua y se colocan en papel filtro para contarlas (Pilco, 2015: p.

15).

1.13.1.3. Método utilizado en CIAT-Proyecto Micorriza

Se pesan de 10 a 50 g de suelo fresco en un vaso de precipitacion y se afiaden de 0,5 a 1 | de agua

y durante una hora se agita varias veces la suspension, después de la ultima agitacion, se deja

sedimentar durante algunos segundos para que las particulas mas pesadas se asienten y luego se

decanta a través de una serie de tamices de 750 um, 105 umy 63 um, previamente colocados uno

sobre otro. Se aplica nuevamente agua al residuo, se agita y se decanta, este proceso se repite,
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luego se lava con chorro fuerte de agua el tamiz de 750 um para que las particulas mas pequefas
pasen a los otros tamices. Las particulas del tamiz de 750 se pasan a una caja Petri, si todavia
existe mucho micelio y raices con esporas se debe macerar las particulas (Sievering, 1983; citado en

Pilco, 2015: p.15).

1.13.2. Métodos cualitativos

El objetivo es la separacion de las esporas del suelo y del material orgénico para facilitar el
aislamiento y la identificacion (Pilco, 2015: p.16).

1.13.2.1. Método utilizado en CIAT-Proyecto Micorriza

El método esta basado en el trabajo de Ohms (1957); aqui se presentan modificaciones y
ampliaciones.

En 0,5 0 1 1 de agua se disuelven de 50 a 500 g de suelo y se agita varias veces durante una hora,
luego de 30 segundos de la ultima agitacién se decanta a través de una serie de tamices de 1 mm,
250 um, 45 um dispuestas una sobre otra, la agitacion y la decantacion se repiten dos veces. Se
agita el contenido que se encuentra en el tamiz de 1 mm, con un chorro fuerte de agua de llave;
utilizando poca agua (20-25 ml) se pasa, separadamente las fracciones de los tamices de 250 um
y 45 um a tubos de centrifugacién de 100 ml de volumen. Se agita la suspension en el tubo y con
una jeringa se inyecta una solucion de azlcar de 20-25 ml al fondo del tubo, luego se centrifuga
a 3500 rpm durante 3-4 minutos, debido a la centrifugacién, existen una sedimentacién de las
particulas pesadas al fondo del tubo y las esporas se encuentran en la superficie de la solucion de

azucar (Sievering, 1983; citado en Pilco, 2015: p.16).

1.13.3. Metodologia para tincion

Las raices recolectas se lavan bien con agua para eliminar suelo e impurezas, se lo realiza con
mucho cuidado para evitar dafiar la estructura radical. Si es posible se deja las muestras en remojo
por un periodo de tiempo, por lo cual el suelo adquiere humedad y es mas facil remover el suelo
sin dafiar las raices. Se toman raices finas menor a 1 mm de didmetro, para que sea mas facil la
penetracién de los reactivos, las raices deben separarse de modo que no queden muy ajustadas
dentro del tubo; para trabajos mas exactos, se deben pesar las muestras, con el fin de tener el

tamafo de la muestra uniforme (Sanchez et al., 2010: p.49).
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1.13.3.1. Tincién con azul de tripan

Se colocan las raices en tubos de ensayo y se cubren con KOH al 10%, de manera que queden
cubiertas totalmente para que el clareamiento sea uniforme, previamente se calienta el bafio Maria
de 60 — 90 °C o una olla con agua hasta punto de ebullicién (95 £5 °C). Los tubos con muestras
en KOH, se someten a estas temperaturas por diferentes espacios de tiempo, dependiendo del tipo
de raiz. Se debe estar pendiente del tiempo, de la temperatura y los cambios que se van haciendo
en las raices, debido a tiempos muy cortos, temperaturas bajas y exceso de raices pueden ser un
problema para el buen aclarado de raices y por el contrario demasiado tiempo podria llevar a la
desintegracion del tejido radical (Sanchez et al., 2010: p.50).

Cuando las muestras presentan raices maduras y con mucho fenol pueden requerir mas tiempo
para aclarar o se puede colocar peroxido hidrogeno (H.0) por periodos muy cortos. Luego de
finalizada la etapa de clareamiento, se lavan las raices con abundante agua, utilizando una malla
de contencidn para evitar pérdidas de raices. Para el blanqueamiento y la acidificacion se cubren
las muestras con HCI al 1 0 2% por un corto periodo de tiempo, dependiendo del tipo de raiz y el
estado de clareamiento, luego se lavan con agua v si las raices estan blanqueadas, después estan
listas para la tincidn con azul de tripano durante 5 a 10 minutos, después se lava las raices tefiidas
con agua y se quitan el exceso de colorante con glicerina o lactoglicerol (Sanchez et al., 2010:
p.50).

1.13.3.2. Tincidn con tinta en vinagre (Vierheilig et al., 1998)

En esta metodologia se utilizara una solucion colorante que es la tinta negra o azul al 5% en
vinagre blanco de uso doméstico al 4%, si no se dispone de esta tinta se puede realizar un pre-

ensayo con tintas que se encuentran disponibles en el mercado (Sanchez et al., 2010: p.51).

La limpieza de las raices depende del tipo de planta, luego de lavadas se cortan las raices con
bisturi o tijeras en segmentos, seguido se depositan en vasos de precipitacion de aproximadamente
50 ml. Para la decoloracion se agrega KOH al 10% cubriendo totalmente las raices, luego se lleva
a la plancha de calentamiento y se deja hervir de 15 a 30 minutos, cuando la raiz es muy
pigmentada requiere mas tiempo para el proceso de decoloracion. Lara (2003) reemplaza la

plancha por un horno microondas por 30 segundos a 1 minuto (Sanchez et al., 2010: p.51).

Luego de terminada la decoloracion, se lavan las raices varias con agua de llave y después con

ayuda de una pinza pasan las raices a tubos de ensayo, y se cubren las raices con solucion de tinta

al 5% en vinagre, y se deja por 3 minutos en bafio Maria previamente calibrado a 90°C. Pasado
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ese tiempo se retiran los tubos con ayuda de una pinzay se colocan en la gradilla, la tinta se retira
con agua Yy con unas gotas de vinagre y se dejan reposar por 20 minutos y luego de transcurrido
este tiempo se lavan con agua de llave. Las muestras de raices que fueron tefiidas se sacan del
tubo de ensayo y se las colocan en cajas Petri para su correspondiente observacion en el
estereoscopio , luego de registradas las observaciones , se procede a tomar varias raices de 1 o
mas cm y se procede a colocar en porta objetos afiadiendo gotas de agua destilada , se coloca un

cubre objetos y se procede a observar en el microscopio (Sanchez et al., 2010: p.51).

1.14.  Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

1.14.1. Origeny distribucion

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), son arbustos pertenecientes a la familia Ericaceae,
son de origen andino , crecen de forma silvestre en los paramos a lo largo de toda la region
interandina, a una altitud alrededor de 1600 a 3800 msnm, estos crecen en climas calidos y frios,
con temperaturas que oscilan entre los 8 y los 16 |°C, lo que presenta una marcada vegetacion
proveniente de los bosques seco montano y himedo montano (Coba et al., 2012: p.11). En Ecuador el
mortifio también es conocido como uva de monte, uva de los andes, en Colombia lo conocen

como agraz y en Per como macha, congama y pushgay (Coba et al., 2012: p.7).

El mortifio se encuentra distribuido en los andes ecuatorianos, desde la provincia del Carchi hasta
Loja, distribuyéndose por Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo,

Cafiar y Azuay, atravesando toda la cordillera de los Andes (Coba et al., 2012: p.7).

coLOMmMBIA

- \b 3
GALAPAGOS “ -
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PACIFICO

PERU

[ @ Ubicacién del mortifio

Figura 5-1. Mapa de la distribucion del mortifio en el Ecuador.
Fuente:(Gonzales, 2002: citados en Roldéan, 2012: p.2).
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1.14.2. Importancia del mortifio

El mortifio tiene dos aspectos generales muy importantes: el primero, que es una especie Unica
que tiene un valor alimenticio directo para la gente y es por esta razon tiene consigo un significado
social y comercial (aunque muy poco). En ecuador, el mortifio no solamente es utilizado por sus
habitantes, principalmente en el dia de los difuntos para la elaboracion de la tradicional colada
morada que es considerado un plato tipico, sino que también se lo utiliza en procesados como:
mermelada, vino, harina, se utiliza su cascara como materia prima para elaboracién de

medicamentos y su fruto se utiliza en el tefiido de textiles (Noboa, 2019: p.361).

El segundo aspecto importante del mortifio en el pAramo es el rol que cumple en el funcionamiento
del ecosistema, ya que, al contar con su propio nicho ecoldgico, uno de los aspectos importantes
del mortifio y de otros arbustos similares (la mayoria ericaceas), es que poseen frutos que son
comestibles para los animales frugivoros y gracias a estas plantas existen aves en el paramo y
otros animales que se alimentan de sus frutas (Noboa, 2019: p. 362).

1.14.3. Taxonomia del mortifio

Coba et al.( 2012: p.6), menciona la clasificacién taxonémica del mortifio de la siguiente manera:

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica de Vaccinium floribundum Kunth

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Eudicotiledoneae

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Nombre cientifico Vaccinium floribundum Kunth
Nombre comun Mortifio, uva de monte, agraz

Fuente: (Coba et al., 2012; p.6)

1.14.4. Descripcion botanica

El mortifio son arbustos ramificados, cuya altura pueden ir de entre 0.20 hasta 2.5 metros,
presentan hojas muy pequefias con el margen acerrado o crenado, nervaduras pinnadas, de color
verde, flores de menos de 1 cm, solitarias o en racimos, su fruto es redondo de un color azulado
casi negro cubierto de un polvo blanquecino su tallo es de color verdoso y glabro, la raiz puede

alcanzar hasta 1 metro de forma horizontal (Pérez y Valdivieso, 2007; citados en Vargas, 2021. p.27).
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Figura 6-1. Planta de mortifio (V. floribundum Kunth) en su habitad. natural
Fuente: (Aguilar et al., 2009: p.43).

1.14.5. Usos

En Ecuador el fruto del mortifio lo utilizan en mermeladas, postres, helados, aunque el uso
principal es en la popular colada morada, que se elabora en el Dia de los difuntos. Estos frutos
también son utilizados para tinturar ropa de lana (Roldén , 2012: p.4).

1.14.6. Beneficios para la salud

Los frutos contienen antioxidantes naturales que ayudan al metabolismo y protegen de los
radicales libres que son perjudiciales para la salud.

v" Ayuda a mejorar el nivel de azlcar en la sangre

Evita la diabetes

Evita la inflamacion de las vias urinarias

Ayuda a reducir el riesgo de cancer

Disminuye el riesgo de ataque al corazén

Combate las enfermedades digestivas

RN NN

Disminuye el peligro de acumular grasa en las arterias debido a la presencia de flavonoides

(Loory Zambrano , 2016: p.16).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Caracteristicas del lugar

2.1.1. Localizacién

La presente investigacion se realizd con muestras de suelo y raices de mortifio provenientes de

dos localidades del paramo pertenecientes a la provincia de Chimborazo.

2.1.2. Caracteristicas geograficas

Tabla 1-2: Caracteristicas climaticas de las 2 zonas de Ganquis y Cubillin.

COORDENADAS ALTITUD
LOCALIDAD _ ECOSISTEMA
UTM Geogréficas (msnm)
] -1.566725 1°34°00.2*’S
Ganquis 3857 Paramo herbaceo
-78.859722 78°51°35.0°W
. -1.755424 1°45°19.5’S
Cubillin 3500 Bosque montano alto
-78.522272 78°31°20.2”°W

Fuente: (INAMHI, 2020).

2.1.3. Caracteristicas climaticas

Tabla 2-2: Caracteristicas climaticas de la zona Ganquis

Precipitacion 500-1000mm
Temperatura media anual 3°C en lanoche y un rango de 6 - 15 °C durante el dia
Clima Frio andino
Humedad relativa 70 — 80%

Fuente: (Espinoza, 2017. p.40)

Tabla 3-2: Caracteristicas climaticas de Cubillin

Precipitacion 1000 - 2000mm
Temperatura media anual 6-15°C
Clima Frio
Humedad relativa 65— 80%

Fuente: (INAMHI, 2020).
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2.1.4. Localizacion de laboratorio

La identificacion del porcentaje de colonizacion y la cuantificacion del nimero de esporas, se
realizo en el laboratorio de Ciencias Biologicas, Facultad de Recursos Naturales, perteneciente a
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, parroquia Lizarzaburu, canton Riobamba,
provincia de Chimborazo.

2.2.  Materiales y equipos

2.2.1. Material vegetativo

Raices corticales de mortifio proveniente de las dos localidades del paramo (Ganquis y Cubillin)

de la provincia de Chimborazo.

2.2.2. Material de campo

Azadon, machete, fundas de cierre hermético, lapiz, libreta de campo, cdmara fotogréfica, cooler,

cinta masking.

2.2.3. Material de oficina

Computadora, impresora, esferos, hojas de papel bond, calculadora, programa (ArcGIS).

2.2.4. Materiales y equipos de laboratorio

Tamices de 150 um y 75 um, placas porta y cubre objetos, vaso de precipitacion, pinzas, cajas

Petri, tubos de ensayo, jeringuillas, tijera, tubos para centrifuga, colador, microscopio éptico,

estereoscopio, centrifuga, balanza analitica.

2.2.5. Reactivos

Hidréxido de potasio (KOH) al 10%, acido clorhidrico (HCI) 10%, azul de tripan al 0.05% en

lactoglicerina, acido Lactico, agua destilada y sacarosa 70%.
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2.3.  Metodologia

2.3.1. Fase de campo

2.3.1.1. Determinacion del area de muestreo

La primera area de muestreo fue en la localidad de Ganquis y siendo posteriormente la segunda
area de muestreo en la localidad de Cubillin.

2.3.2. Andlisis estadistico

Se realizaran cuadros comparativos.

2.3.2.1. Localidades y numero de muestras

Numero de localidades 2

Numero de muestras por localidad 5

Numero de repeticiones por localidad 2

2.3.3. Recoleccion de muestras

Se realiz6 la georreferenciacion de las dos zonas de muestreo (Ganquis y Cubillin). Se tomaron
muestras completamente al azar, se recolectaron alrededor de las zonas de crecimiento radicular,
haciendo un corte de 15 cm de profundidad, 20 cm de ancho y 20 cm de largo, en donde se incluyd
el suelo y las raices, una cantidad de 0,5 a 1,0 kg por cada muestra. Estas muestras se colocaron

en fundas herméticas con su respetiva etiqueta y se dejaron en refrigeracion hasta el dia del

andlisis en laboratorio.
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2.3.4. Fase de laboratorio

2.3.4.1. Separacion de esporas

Procedimiento

Meétodo de centrifugacion: El método fue originalmente desarrollado por Jenkins (1964) para

separar nematodos del suelo.

Se tomaron 100 g de suelo seco previamente tamizadas a 2 mm (Tamiz No. 10) y se colocé
en frascos de vidrio, y se adiciono aproximadamente 200 ml de agua.

Se agitd con la mano por 3 minutos. Después de transcurrido este tiempo, se dejo sedimentar
0 hasta que el agua este quieta, luego se decant6 el agua vertiéndola sobre los tamices
previamente ubicados (500 pum, 150 um y 45 um) debajo de un recipiente de 4 1.

Se Pas0 el agua recolectada en el recipiente inferior para lavar el contenido del tamiz superior,
y nuevamente recolectar el agua, este paso se repitid por tres veces.

Del tamiz de 45 pum se recogid con cuidado la interfaz y verter en un tubo de centrifuga de 13
ml con 4 ml de agua. El material restante se pas6 con ayuda de un frasco lavador y agua. El
volumen del tubo con muestra y agua no debe sobrepasar los 7 ml.

Se agito el fondo del tubo con ayuda de una espéatula de punta fina.

Con la jeringa para sacarosa se tomo aproximadamente 5 ml de sacarosa al 70% y cuando la
muestra no presento agitacion, se adiciono a presion al fondo del tubo preparado, hasta
completar 12 ml. La jeringa se lavé superficialmente con agua, después de cada adicion.

Se equilibro el peso del frasco con agua, la cual se adiciono cuidadosamente.

Con mucho cuidado se llevo los tubos a una centrifuga con angulo libre y se centrifugo a
3350 rpm por 4 minutos. Debe haber una separacién clara en tres fases: agua — sacarosa —
suelo.

Con una jeringa se extrajo la fase intermedia del tubo — sacarosa, principalmente el material
contenido en el limite sacarosa — agua, donde se acumulan las esporas.

Se paso a un tamiz de aproximadamente 45 um y se lavo con agua de llave.

Con un frasco lavador se paso el material restante a una caja de Petri.
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2.3.4.2. Cuantificacion de esporas

Se utilizara la Metodologia de cuadrantes de Sievering (1983).

- Para el conteo se utilizd una caja de Petri donde se coloc6 una lamina de papel milimetrado,
en la cual se deposité las esporas de micorrizas.
- Se recogen en poca agua de tal forma que se reduzca el movimiento y se procede a recorrer

toda la caja con el objetivo cuyo aumento permita distinguirlas claramente.

2.3.4.3. Tincién de células corticales de raices

El método utilizado para la tincién de raices micorrizadas es el de tincion con Azul de Tripén,
descrito por Phillips y Hayman (1970) y el procedimiento es el siguiente:

- Se separod las raices del suelo.

- Se Lavo las raices con abundante agua corriente y se colocé en tubos de ensayo.

- Se aplic6 KOH al 10% hasta que todas las raices queden completamente cubiertas.

- En esta solucidn, se coloco en el autoclave de 15 a 20 minutos.

- Sedecantd el KOH vy se lavé las raices con agua de llave, utilizando preferiblemente un tamiz
adecuado para evitar pérdidas durante el enjuague.

- Se aplico HCI al 10% vy se agito y se dejd las raices entre 15 y 30 minutos, hasta que tomen
un color blanco.

- Se decant6 el HCL y se lavo las raices con agua.

- Se aplico el azul de tripan al 0.05% Yy se coloc6 en la autoclave por 15 minutos.

- Seretird el colorante y se lavé las raices con agua destilada y se dejo reposar en acido lactico
por 24 horas para quitar el exceso de colorante.

- Paraevaluar el porcentaje de colonizacién se monto las raices en portaobjetos.

- Se observd en el microscopio.

2.3.4.4. Cuantificacion de porcentaje de colonizacion

Se prepararon placas y en cada una se colocaron 3 trozos de raices tefiidas, en total se observaron
100 raices. Las raices se observaron utilizando un estereoscopio de luz en objetivo 10X y de 40X

para observar las raices que presentan colonizacion con estructuras de micorrizas dentro de ellas

(hifas, arbasculos y vesiculas) y los no colonizados.
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El porcentaje de colonizacién se determindé mediante la observacién de las placas en el
microscopio dividiendo el nimero de campos colonizados por el total de campos observados y

multiplicando el resultado por 100.

campos colonizados

% colonizacion = ( ) x 100

campos totales observados

2.3.4.5. ldentificacién morfol6gica de hongos micorrizas
Se emplearon las claves y descripciones presentadas por Schenk y Pérez y la pagina web del

INVAM (Coleccidn Internacional de Cultivo de Hongos Micorrizicos Arbusculares Vesiculares),

tomando en cuenta los rasgos morfoldgicos como la forma, el color y la textura de la pared.
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1 Porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos en raices de mortifio de

Ganquis y Cubillin
3.1.1 Porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos
Los HMA desarrollan sus estructuras dentro y entre las células radicales, dichas estructuras

favorecen a las plantas que colonizan; sin embargo, el porcentaje de colonizacion o micorrizacién

es diferente en cada zona

Figura 1-3. Colonizacion HMA en Ganquis y Cubillin: vesiculas (v), arbusculos (ar)
Realizado por: Sanchez, J. 2022.
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Tabla 1-3: Porcentaje de colonizacion radicular de

mortifio en la zona de Ganquis

Muestras (%)
M1 27
M2 29
M3 26
M4 24
M5 35
PROMEDIO 28.2

Realizado por: Sanchez, J. 2022

En el grafico 1-3 se muestra el porcentaje de colonizacion radicular de las diferentes muestras de
estudio, la muestra 04 presentd los valores mas bajos en porcentaje de colonizacién radicular de
cada una de las repeticiones analizadas con un valor de 24%, frente a la muestra 5 con un 35%

gue presentd los valores mas altos en porcentaje de colonizacién radicular de micorrizas.
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Gréfico 1-3. Porcentaje de colonizacion en raices de mortifio en la zona de Ganquis
Realizado por: Sanchez, J. 2021.
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En el grafico 2-3 se muestra el porcentaje de colonizacién radicular de las diferentes muestras de
estudio, la muestra 02 con un promedio de 40% presenta los valores mas bajos en porcentaje de
colonizacién radicular de cada una de las repeticiones analizadas, frente a la muestra 04 con un

valor de 49% presentando los valores mas altos en porcentaje de colonizacion radicular de

micorrizas.

Tabla 2-3: Porcentaje de colonizacion radicular de mortifio

en la zona de Cubillin

Muestras (%)

M1 41
M2 40
M3 41
M4 49
M5 47
PROMEDIO 43.6

Realizado por: Sanchez, J. 2022
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Gréfico 2-3. Porcentaje de colonizacion en raices de mortifio en la zona de Cubillin.

Realizado por: Sanchez, J. 2022.

3.1.2  Anélisis comparativos del porcentaje de colonizacion en las raices de mortifio en los

paramos de Ganquis y Cubillin

Las raices de Vaccinium floribundum Kunth., evaluadas reportaron colonizacion por estructuras
de hongos micorrizicos (hifa, arbusculos, vesiculas), evidenciando un mayor porcentaje de
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colonizacidn alto en la zona de Cubillin con un valor de 43,6 %, frente a la zona de Ganquis que

se obtuvo un porcentaje menor de 28,2% de colonizacion.
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Gréfico 3-3. Porcentaje de colonizacion en las 2 zonas de estudio
Realizado por: Sanchez, J. 2022.

El porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos evaluadas en los paramos de Ganquis y
Cubillin se obtuvo el 28,2 y 43,6% respectivamente (grafico 3-3), (Alvarado, et al., 2004);
mencionan que el porcentaje de colonizacién micorrizica en las plantas, esta fuertemente

determinado por el grado de acidez del suelo.

Noboa et al., (2018), reportaron promedios de micorrizacion del 60% a 90% mientras que Bautista
et al. (2017), presentaron valores del 40% encontrandose en este estudio porcentajes similares a

los reportados por los investigadores.

Barrer, (2009), dice que los hongos micorrizicos se pueden encontrar en todo tipo de suelo, ya

que estos pueden colonizar cualquier planta que estén en simbiosis con ellos.

Alcantara et al., (2018), menciona que el nimero de especies dentro de un mismo sitio incrementa
la masa radical en el suelo favoreciendo la colonizacién micorrizica, ya que mientras mas mayor
sea la presencia de estas especies aumenta la diversidad de géneros HMA, y por ende existe mayor
porcentaje de colonizacion , segun este criterio en la zona de Cubillin se observo una gran
diversidad de especies vegetales lo que incidi6 que se encuentre mayores porcentajes de

micorrizacion en dichas raices.
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3.2 Numero de esporas de hongos micorrizicos asociados a las raices de mortifio de los

paramos de Ganquis y Cubillin

3.2.1 Numero de esporas de hongos micorrizicos en la rizosfera de mortifio en el paramo de

Ganquis

En la tabla 3-3 se muestra la poblacién de esporas micorrizicas por cada 100 g de suelo, en la
muestra 04 se encontré mayor nimero de esporas con un valor de 1600, mientras que el valor mas
bajo se encontrd en la muestra 01 y 03 con un valor de 1100 esporas, el total de individuos por
100g de suelo es de 6300, con un promedio de 1260 esporas.

Tabla 3-3: Poblacion de esporas/100g de suelo

Ganquis

Muestras Esporas/100g de suelo

M1 1100
M2 1300
M3 1100
M4 1600
M5 1200
Total 6300
Promedio 1260

Realizado por: Sanchez, J. 2022.

3.2.2  Numero de esporas de hongos micorrizicos en la rizésfera de mortifio en el pAramo de
Cubillin

En la tabla 4-3 se muestra el nimero de esporas por cada 100 g de suelo, en la cual se determin6
que la muestra 01 present6 el menor nimero de esporas 1100, mientras que el valor més alto se
presentd en la muestra 4 con un valor de 1600 esporas, el total de individuos por 100 g de suelo

es de 7300, con un promedio de 1460 esporas.
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Tabla 4-3: Poblacion de esporas/100g de suelo

Cubillin

Muestras Esporas/100g de suelo

M1 1400
M2 1500
M3 1300
M4 1400
M5 1700
Total 7300
Promedio 1460

Realizado por: Sanchez, J. 2022.

3.2.3  Analisis comparativos del numero de esporas de hongos micorrizicos asociados a las

raices de mortifio en los paramos de Ganquis y Cubillin

En el grafico 4-3 se muestra que la zona de Cubillin presenta mayor nimero de esporas con un
valor de 7300 por 100 gramos de suelo, mientras que en Ganguis presento un menor nimero con
un valor 6300 esporas de micorrizas por cada 100 gramos de suelo, con un promedio de 1460

esporas/100g de suelo.
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Gréfico 4-3. Presencia de esporas de HMA en los paramos de Ganquis y Cubillin.
Realizado por: Sanchez, J. 2022.

Referente al nimero de esporas micorrizicos obtenidas del paramo de Ganquis y Cubillin se

obtuvo un valor de 7300 y 6300 esporas por 100 gramos de suelo.
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Cardona et al, (2005), quienes analizaron actinomicetos y HMA en diferentes ecosistemas

fragmentados de Colombia, obtuvieron promedios de 1509 esporas en 100g de suelo.

Jara et al., (2021), menciona que la gran cantidad de esporas puede responder a un sin nimero de
factores bidticos y abidticos que establece la reproduccidn de estos hongos, por ejemplo, Ramirez
et al., 1997; citados en Violi et al., (2008), han documentado que la mayor produccion de hongos
micorrizicos se da en periodos estacionales secos, ya que esto produce un estrés hidrico en la
planta, y esto puede conllevar a que el hongo responda aumentando la produccién de esporas.

Alvarado et al., (2004), Cita que el menor o mayor numero de esporas de hongos micorrizicos que se
encuentran presentes en los diferentes tipos de suelo, no significa o indica que se dé una mayor
infeccion de la raiz por el mismo organismo, sino que esto puede depender de la relacion hongo-
hospedero; pero se puede asumir que la incidencia de infeccidn incrementa con relacion al nimero

de esporas del suelo.

3.3 Identificacion de morfo-tipos de hongos micorrizicos de Ganquis y Cubillin

La determinacion de los morfo-tipos se llevé a cabo mediante la caracterizacién de las esporas
respondiendo a rasgos morfoldgicos como la forma, el color y la textura de la pared. En total se

encontraron 13 diferentes tipos de esporas en las dos zonas evaluadas.
El género Glomus sp. se encontraron en las dos zonas del pAramo de Ganquis y Cubillin, mientras

gue el género Archaeospora sp. se encontr6 en la zona de Ganquis y el género Acaulospora sp.

fue observado en la zona de Cubillin.
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Tabla 5-3: Morfo-tipos de hongos micorrizicos presentes en las dos zonas de estudio

Genero Ganquis Cubillin

Glomus sp.1 X

Glomus sp.2 X

Glomus sp.3

Glomus sp.4 X

Acaulospora sp.1

Glosmus sp.5 X

Glomus sp.6 X

X | X| X| X| X| X

Acaulospora sp.3

Glomus sp.7 X

Glomus sp.10 X

Archaeospora sp X

Acaulospora sp.4 X

Glomus veriforme X
Realizado por: Sanchez, J. 2022)

En las imagenes presentadas a continuacion se presenta los diferentes morfotipos de hongos

micorrizicos encontrados en las dos zonas del paramo.

GANQUIS

Archeospora Glomus sp.2 Glomus sp.4

-

Glomus sp.5 Glomus sp.6 Glomus sp.7

Figura 1-3. Morfo-tipos asociados a V. floribundum Kunth, en el paramo de Ganquis
Realizado por: Sanchez, J. 2022
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CUBILLIN

Glomus sp.1 Glomus sp.3

Glomus sp.4 Glomus sp.5

Glomus sp.6 Glomus sp.10

Acaulopora sp.1 Acaulospora sp.3

Acaulopora sp.4 Glomus veriforme

Figura 2-3. Morfo-tipos asociados a V. floribundum Kunth, en el paramo de Cubillin.
Realizado por: Sanchez, J. 2022
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Los géneros de hongos micorrizicos encontrados en el analisis micorrizicos fueron: Glomus,
Archaeospora y Acaulospora. Es importante mencionar que la prevalencia del genero Glomus en
las zonas estudiadas, demuestra la facilidad que tiene los representantes de este género para

colonizar raices de Vaccinium floribundum Kunth.

Siendo el mortifio una especie muy importante desde el punto de vista ecoldgico, cultural,
alimenticio y medicinal, y la misma que se encuentra en peligro de perderse debido a la
ampliacion de la frontera agricola en las zonas mas altas del pAramo donde este crece y la falta de
conocimiento sobre micorrizas nativas en esta especie y su inoculacién para la produccién de
estas plantas, se ha visto la necesidad de realizar este estudio , para conocer de forma general el
porcentaje de hongos que le colonizan , el nimero de esporas e identificar algunos de los morfo-
tipos de micorrizas que se encuentran asociados a Vaccinium floribundum Kunt, ya que este
antiguamente era considerado de mucha importancia dentro de la alimentacién ecuatoriana, pero
este planta al pasar de los afios se ha ido disminuyendo , debido al limitado conocimiento acerca
de sus beneficios vy la dificultad que presenta para propagarse fuera de su area natural y las
micorrizas también juegan un papel importante ya que estas son cruciales para que las plantas

puedan colonizar y responder adecuadamente a las condiciones ambientales cambiantes.
Lancheros, (2012: p.6) menciona que el mortifio, al igual que las otras especies de la familia
Ericaceae, pues dependen de las asociaciones simbidticas con hongos formadores de micorrizas

para que se desarrollen en el medio natural.

Considerando que este sea uno de los primeros estudios en el Ecuador, ya que no existe mas

evidencias su interaccion de hongos micorrizicos con Vaccinium floribundum Kunt.
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CONCLUSIONES

Las raices de Mortifio evaluadas presentaron colonizaciones por estructuras de hongos
micorrizicos (hifas, arbusculos, vesiculas), evidenciando una mayor de colonizacion en la zona
de Cubillin con un porcentaje de 43,6 %, mientras que en la zona Ganquis presentdé una menor

colonizacién con un porcentaje de 28,2 %.

El nimero de esporas evaluadas en el suelo de la rizdsfera de mortifio en el pAramo de Ganquis

fue de 6300. y en la zona de Cubillin 7300 esporas por 100 gramos de suelo.
Se identificaron 6 morfo-tipos de hongos micorrizicos en la zona de Ganquis y 10 en la zona de

Cubillin, agrupadas en tres géneros en cada Zona de estudio. EI mas representativo fue el género
Glomus, seguido de los géneros Achaeospora y Acaulospora.
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RECOMENDACIONES

Realizar una identificacion molecular de las especies de hongos micorrizicos asociadas a la

rizosfera de Vaccinium floribundum Kunth.

Determinar las especies de mortifio existentes en los paramos de Ecuador y su interaccién con

hongos micorrizicos
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GLOSARIO

Estrés hidrico: Las plantas sufren estrés por déficit hidrico cuando hay sequia, provocando ésta

una disminucién en el crecimiento de la misma (Franco, 2008: p.13).

Endomicorrizas: Las hifas del hongo penetran a las células de la raiz de la planta, formando

invaginaciones en la membrana celular del tejido radicular (Andrade, 2010:p.87).

Endosimbionte: Es un organismo que vive dentro de otro(Diaz, 2016:p. 20).

Espora: Unidad reproductiva de los hongos que consta de una o varias células; es analoga a la
semilla de las plantas verdes (Acosta., 2021).

Hifa: Un filamento tubuloso con septos o sin septos. Es la unidad estructural fundamental de la
mayoria de los hongos. El conjunto de muchas hifas se Ilama micelio (Acosta., 2021).

Simbiosis: Una asociacion de dos o mas organismos diferentes. Se trata de una simbiosis

mutualista, de comensales o parasitos (Hilje, 1984; citados en Urgiles et al., 2019: p.2).
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ANEXOS

ANEXO A: UBICACION DEL TRABAJO DE TITULACION (GANQUIS)
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ANEXO B: UBICACION DEL TRABAJO DE TITULACION (CUBILLIN)
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ANEXO C: FOTOGRAFIAS FASE DE CAMPO ZONA DE GANQUIS Y CUBILLIN

FASE DE CAMPO

Fotografia 1: Reconocimiento de la zona de
muestreo el pdramo de Gangquis, parroquia San

Juan, provincia de Chimborazo

Fotografia 2: Recoleccion de muestras

Fotografia 3: Reconocimiento del area de
muestreo en el paramo de Cubillin, parroquia

Chambo, provincia de Chimborazo

Fotografia 4: Recoleccién de muestras en la
zona de Cubillin.




ANEXO D: SEPARACION, CUANTIFICACION Y RECONOCIMIENTO DE ESPORAS DE
HONGOS MICORRIZICOS

SEPARACION, CUANTIFICACION Y RECONOCIMIENTO DE ESPORAS DE
MICORRIZAS DE LAS MUESTRAS DE GANQUIS Y CUBILLIN
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Fotografia 5: Pesar 100 gramos de suelo Fotografia 6: Colocar los 100 gramos de suelo

en un frasco de vidrio y adicionar 200 ml de

agua.

Fotografia 7: Agitar los frascos con la mano | Fotografia 8: Dejar sedimentar o hasta que el

por 3 minutos agua este quieta.




Fotografia 9: Se decanta el agua virtiendola
en tamices previamente ubicados (500um,
150um y 45um) encima de un recipiente de 4
litros.

Se Pasa el agua recolectada en el recipiente
inferior para lavar el contenido del tamiz
superior, y nuevamente recolectar el agua,

este paso se repite por tres veces.

Fotografia 10: Del tamiz de 45 um re recoge
la interface y se vierte en un tubo de centrifuga,
se adiciono 4 ml de agua y con la jeringa se
colocé aproximadamente 5 ml de sacarosa al
70% vy se equilibré el peso del tubo con agua,

lo cual se adiciono cuidadosamente.

Fotografia 11: Se llevo los tubos a una
centrifuga y se centrifugo a 3350 rpm por 4

minutos.

Fotografia 12: Debe haber una separacion

clara en tres fases: agua — sacarosa — suelo




Fotografia 13: Con una jeringa se extrajo la
fase intermedia del tubo — sacarosa,
principalmente el material contenido en el
limite sacarosa —agua, donde se acumulan las
esporas y se pasdé a un tamiz de
aproximadamente 45 um y se lav6 con agua

de llave.

Fotografia 14: Con un frasco lavador se pasé

el material restante a una caja de Petri.

i

Fotografia 15: Observacion en el

microscopio

Fotografia 16: Identificacion.




ANEXO E: TINCION DE RAICES DE MORTINO CON AZUL DE TRIPAN

GANQUIS Y CUBILLIN.

TINCION DE RAICES DE MORTINO MUESTREADAS EN LAS LOCALIDADES DE

Fotografia 17: Se separo las raices del suelo

y se lavo con abundante agua de llave

Fotografia 18: Se corto las raices

aproximadamente de un cmy se coloco en tubos

de vidrio

Fotografia 19: Se aplico KOH al 10% hasta
que todas las raices queden completamente
cubiertas.

Fotografia 20: Se puso en el autoclave durante
10 a 15 minutos




Fotografia 21: Se decant6 el KOH y se lavo
las raices con agua de llave, utilizando
preferiblemente un tamiz adecuado para

evitar pérdidas durante el enjuague.

Fotografia 22: Se aplic6 HCI al 10% y se agito
para que exista buena neutralizacién del KOH,

y se dejé las raices entre 15 y 30 minutos al

ambiente, hasta que tomen un color blanco.

Fotografia 23: luego de decantar el HCI, se
lavo las raices con agua y se coloco azul de
tripan al 0.005% Yy se puso en el autoclave

durante 15 minutos.

Fotografia 24: Se retir6 el colorante y se lavo
las raices con agua destilada y se dejo reposar
en &cido lactico por doce horas para quitar el

exceso de colorante.
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Fotografia 25: Luego se procedio a | Fotografia 26: Raiz de mortifio con infeccion
observar las raices bajo el microscopio de esporas

ANEXO F. PORCENTAJE DE COLONIZACION RADICULAR EN MORTINO EN LA
ZONA DE GANQUIS

Porcentaje de colonizacion radicular

M1 M2 M3 M4 M5
R1 28 32 30 26 36
R2 26 26 22 22 34
PROMEDIO 27 29 26 24 35

ANEXO G: PORCENTAJE DE COLONIZACION RADICULAR EN MORTINO EN LA
ZONA DE CUBILLIN

Porcentaje de colonizacion radicular

M1 M2 M3 M4 M5
R1 42 38 46 48 52
R2 40 42 36 50 42

PROMEDIO 41 40 41 49 47
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