UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Universidad Catélica de Loja

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

CARRERA DE BIOLOGIA

Comparacion de tres métodos para el aislamiento de
hongos micorrizicos arbusculares provenientes de cultivos
trampa de plantaciones de café

Trabajo de integracion curricular previo a la obtencion del titulo de:

BIOLOGA

Autor: Armijos Pefaranda, Maria Paula

Director: Lojan Armijos, Paul Diego

LOJA
2023



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre que mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

2023


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

Aprobacion del director del Trabajo de Integracion Curricular

Loja, 15, de septiembre de 2023.

Doctor

Dario Javier Cruz Sarmiento
Director de la carrera de Biologia
Ciudad. —

De mi consideracion:

Me permito comunicar que, en calidad de director del presente Trabajo de Integracion
Curricular denominado: Comparaciéon de tres métodos para el aislamiento de hongos
micorrizicos arbusculares provenientes de cultivos trampa de plantaciones de café realizado
por Maria Paula Armijos Pefiaranda ha sido orientado y revisado durante su ejecucion, asi
mismo ha sido verificado a través de la herramienta de similitud académica institucional, y
cuenta con un porcentaje de coincidencia aceptable. En virtud de ello, y por considerar que
el mismo cumple con todos los parametros establecidos por la Universidad, doy mi aprobacién

a fin de continuar con el proceso académico correspondiente.

Particular que comunico para los fines pertinentes.

Atentamente,

Director: Ph.D. Paul Diego Lojan Armijos
Cl: 1103885396

Correo electronico: pdlojan@utpl.edu.ec



Declaracién de autoriay cesion de derechos

Yo, Maria Paula Armijos Pefiaranda, declaro y acepto en forma expresa lo siguiente:

Ser autor (a) del Trabajo de Integracion Curricular denominado: Comparacion de tres métodos
para el aislamiento de hongos micorrizicos arbusculares provenientes de cultivos trampa de
plantaciones de café, de la carrera de Biologia, especificamente de los contenidos
comprendidos en: Introduccién, Capitulo 1. Marco Te6rico, Capitulo 2. Metodologia, Capitulo
3. Resultados y Discusion, Capitulo 4. Conclusiones y Recomendaciones, siendo Diego Padl
Lojan Armijos, director del presente trabajo; también declaro que la presente investigacion no
vulnera derechos de terceros ni utiliza fraudulentamente obras preexistentes. Ademas, ratifico
gue las ideas, criterios, opiniones, procedimientos y resultados vertidos en el presente trabajo
investigativo, son de mi exclusiva responsabilidad. Eximo expresamente a la Universidad
Técnica Particular de Loja y a sus representantes legales de posibles reclamos o acciones
judiciales o administrativas, en relacién a la propiedad intelectual de este trabajo.

Que la presente obra, producto de mis actividades académicas y de investigacion, forma parte
del patrimonio de la Universidad Técnica Particular de Loja, de conformidad con el articulo 20,
literal j), de la Ley Organica de Educacién Superior; y, articulo 91 del Estatuto Orgéanico de la
UTPL, que establece: “Forman parte del patrimonio de la Universidad la propiedad intelectual
de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado que se realicen a través, o
con el apoyo financiero, académico o institucional (operativo) de la Universidad”, en tal virtud,
cedo a favor de la Universidad Técnica Particular de Loja la titularidad de los derechos
patrimoniales que me corresponden en calidad de autor/a, de forma incondicional, completa,
exclusiva y por todo el tiempo de su vigencia.

La Universidad Técnica Particular de Loja queda facultada para ingresar el presente trabajo
al Sistema Nacional de Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para su difusion

publica, en cumplimiento del articulo 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.



Autor: Maria Paula Armijos Pefiaranda
C.l.: 1150700001

Correo electrénico: mparmijosé@utpl.edu.ec



Dedicatoria

Con todo mi amor, dedico este trabajo

A mi papi, Edward Armijos

A mi mami, Janeth Peflaranda

A mi hermano, Juan Diego

A mis abuelitos maternos, Lolita y Miguel

A mis abuelitos paternos, Betty y Jaime

A mi familia y amigos.



W

Agradecimiento

Agradezco a mis padres brindarme todo su amor y apoyo a lo largo de toda mi carrera. A mi
papa y hermano, por hacerme reir cuando las presiones me agobiaban. A mi mama, por
apoyarme incondicionalmente en la decision de estudiar biologia. A mis abuelitos, por siempre

estar conmigo y demostrarme todo su amor.

Agradezco al Dr. Pall Lojan por brindarme todo su conocimiento y apoyo a lo largo de la
elaboracién de este trabajo. A mis docentes Carolina Kalinhoff, Oscar Vivanco y Maximo

Moreira; por toda la asesoria ofrecida a lo largo de este afio.

Finalmente agradezco a mis amigas y amigos que han estado conmigo a lo largo de esta
maravillosa y bonita carrera. Gracias por su apoyo, por sus palabras de animo, por los
momentos bonitos que hemos pasado, por esas risas y especialmente, por haber hecho de la

Universidad, la mejor etapa de mi vida.

Los quiero muchisimo, con todo mi corazén, mil gracias a todos.



Vi

indice de contenido

L0 T - 1 |
Aprobacion del director del Trabajo de Integraciéon Curricular............ccoceovvivicviiennnne ]
Declaracion de autoriay cesiOn de derechos .........coceeveviiiiiiiiiiiiir i rarareene ]
DediCatoria........viieiiii e \Y
Agradecimiento.........cciiiiiiiiiiiii e a s aaea e e raraneaan Vi
Lo FToT=N o Lo e o 4= o T [ J S Vil
RESUMEN....ceiii e 1
ADSIFACT.... ..o e 2
o o 11 o o o N 3
L0 T o 11 1] o 1T o 1 o 5
Yoo o T =0 T o o R 5
1.1 EIREINO FUNQGI 1uuiniiiiiiiiiiii e r e s s s e n e r e e e e 5
1.1.1.Taxonomiay filogenia del REINO FUNGI...coiiuiiieiiiiiiiiiie e e 5
1.1.2.Generalidades del REINO FUNQGI cuiiviiiiiiieiiisiess s s s s enra s nae 6
2 I 13 10 T e TR 6
1.2.1.Generalidades de 10S NONQOS .iuiiiiiciiiiiierii i e sa s s s s ran s s s s e nnnens 7
1.2.2.Importancia de 10S NONQOS .iuiciiiiiiiii e re s e s e e e e e rnnanns 7
I TR - T3 ¢ 11T o 2 7
1.3.1.Clasificacion de 1asS MICOITIZAS .uuvruiuiureriirirrerirrr e e e s s saannnes 7
1.4. Micorrizas arbusCUlares ...........ccooiiiiiiiiiiii e 7
1.4.1.Caracteristicas de [0S HMA ... s s s s s 8
1.4.2.Especificidad de la asociacion planta — HMA ......cooiiiiiiiiiiiirer s 8
1.4.3.Mecanismo de la asociacion planta — HMA .......ccioioiiiiiiiiiirnrnrrr e re e 8
1.4.4.Beneficios de la asociacion planta —HMA ... e, 9
1.4.5.Principales especies de HMA .......ccoiiiiiiiiiii i r s e e e e 9
1.4.6.Ecologia de 0SS HMA ... r s s e s s s s s s e aa e s e a e enen s 12
1.4.7.Usos actuales de 10S HMA ... s s s s e e e e 12

2.0, CUIIVOS @ Caf@ ...ttt ittt ettt e e et e e e e e n e e s eaaann e e e rannnnnnnnereannns 12



VI

2.1.1.0rigen del Caf@ .cneeiii i e e e na 12
2.1.2.Generalidades del CAfé .......ieiiiiiiiiiiir s 13
2.1.3.Importancia econdmica del Café .......cooiiiiiiiiiiiiiiiirerererere s s r e s 13
2.1.4.Patdgenos del Caf@ ...oeiiiiiiiiiiieiiir s s s s s rrr s s s rra s 13
3.1. Aislamiento de hongos micorrizicos arbusculares ..............ccoooiiiiiiiiiiiiianinnnnn.. 14
3.2. El futuro de 10S aiSIamientos .....ciieiiiiriiiiiiir s s s e s r e e 14
L0 T o 11 1] o e 1o =P 16
Metodologia .......uiuiiiii e 16
2.1. Material bioldgico de Partida ...ccveviii i 16
2.2. Tratamiento del SUEIO ........cueiiiiii 16
2.3. Obtencion de Plantago lanceolata libres de micorriza .............cooviviiiiiiininnnnnn. 16
2.4. Métodos de aislamiento de HMA usados en el estudio ............ccccvvviiiiininnnnnn. 16
2.4.1.Método 1: Cultivo monosporico de esporas desnudas ....ccveveevevievnrvircrnennnnnes 17
2.4.2.Método 2: Cultivo monospoérico de esporas encapsuladas en alginato ........... 18
2.4.3.Método 3: Aislamiento por cultivos a partir de fragmento de raiz ........c..cccu..... 18
2.5. TOMA 0B MUESIIAS turueutuarerarnrurrnsrsrarara s s s s s s s s s sn s s s s s annnnnsns 20
2.5.1.0btencion de |as raiCes para PrOCESAr ...icievererrrurerrrrirrararsararssaerasrasnnsss 20
2.5.2.TiNnCiON Yy MONtaje de |aS rAICES .euviririiierrrriraraeiraeaerrnra s s rarasasarnanesasannnaenss 20

2.5.3.Cuantificacién de esporas viables y determinacion de morfotipos de esporas de

HMA del iNOCUIO d€ Caf€ ..uuvuininieieiiiiii e e 21
L0 7o 11 T] o T8 1 ¢ =P 23
LIS ] =T Ko TSI o TS o ] [ ] o 23
3.1. Cuantificacion de esporas presentes en el in6culo utilizado .....ccvevevevcrvnvnennnne. 23
3.2. Identificacién y caracterizacion de morfotipos .............cccooviiiniiiiiiiiieieinsvnnnn, 24
3.3. Evaluacioén de los métodos de aislamiento empleados ..........c.ccvevevervevencnncnnnns 28
CONCIUSIONES ......cciuiiiiii e rar i n s 32
Recomendaciones ...........ociiiiiiiiiiiiii 33
ST 1= =T o] T L 34

N 1= o T o = 42



Y o =T o 1= | PO 43

indice de tablas

Tabla 1 Principales especies de HMA ... e, 9
Tabla 2 Caracterizacion morfolégica de los morfotipos mas abundantes obtenidos en
los distintos aislamientos ... 25
Tabla 3 Fotografias de los diferentes morfotipos obtenidos ...ccocvvveiiiciiiiciiiicvininanns 26

indice de figuras

Figura 1 Diagrama de Venn con los actuales esquemas de clasifciacion de phylum para

LTI =T 1 Lo N 1 o Yo PPN 6
Figura 2 Frecuencia de esporas aparentemente viables de HMA en 10 lotes de 100g de
£ U= PN 23
Figura 3 Numero de aislamientos obtenidos con los tres métodos empleados ........... 30

Figura 4 Fotografias de los aislamientos obtenidos por cada método empleado ........ 30



Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) al asociarse con las plantas incrementan
su acceso al agua y nutrientes del suelo, favoreciendo su crecimiento. Por este motivo, es que
los HMA representan una alternativa para el uso de agroquimicos convencionales. El objetivo
de este estudio fue comparar entre tres métodos de aislamiento para evaluar cual es mas
eficiente y tiene mayor éxito. Se analizaron los métodos de cultivo monospérico de esporas
desnudas, encapsulacion con alginato y cultivo a partir de fragmentos de raiz. Adicionalmente,
se determind el nimero promedio de esporas presentes y los morfotipos mas abundantes.
Como resultado del ensayo, se determiné que el método mas efectivo para aislamiento de
HMA fue el cultivo a partir de fragmentos de raiz. También se observo que, por cada 100g de
suelo existia un promedio de 49.8 esporas y que en general, los morfotipos mas abundantes

pertenecian a los géneros Acaulospora y Glomus.

Palabras clave: HMA, aislamiento, esporas, alginato, morfotipos



Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) by associating with plants increase their access to
water and soil nutrients, improving their growth. For this reason, AMFs represent an alternative
use to conventional agrochemicals. The objective of this study was to compare between three
isolation methods to evaluate which one is more efficient and more successful. The analyzed
methods were monosporic culture of naked spores, encapsulation with alginate and root
fragment culture. Additionally, it was determined the average number of spores present and
the most abundant morphotypes. As a result of the experiment, the most effective method for
AMF isolation was root fragment culture. It was also shown that, for every 100g of soil, there
was an average of 49.8 spores and the most abundant morphotypes belonged to the genera

Acaulospora and Glomus.

Keywords: amf, isolation, spores, alginate, morphotypes



Introduccioén

Los hongos son organismos heterétrofos eucariotas, que también pueden ser
biétrofos, saprotrofos o necrétrofos (Carris et al., 2012). Pueden dafar a otros organismos al
vivir como parasitos, aprovecharse de ellos sin ningln dafio aparente o vivir en simbiosis con
ellos (Piepenbring, 2015). Dentro de este ultimo grupo, tenemos al méas claro ejemplo de
simbiosis mutualista, los hongos formadores de micorrizas (Brundrett et al., 1996; Carris et
al., 2012). En funcion de las estructuras formadas en las raices éstos se clasifican en tres
tipos: ectomicorrizas, ectoendomicorrizas y endomicorrizas (W ebster & Weber, 2007). Dentro
de este Ultimo grupo tenemos a los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) los que
pertenecen al filum Glomeromycota (Schifler et al., 2001). Son simbiontes obligados, es decir
gue necesitan asociarse a un huésped para obtener carbohidratos y completar su ciclo de
vida (Sun et al., 2016).

Los HMA se asocian a la planta huésped cuando ésta envia sefiales a los propagulos
del hongo (esporas o raicillas colonizadas) particularmente si la planta se encuentra creciendo
en un suelo deficiente en nutrientes como el fosforo (Nazareno Saparrat et al., 2020). En ese
momento, el hongo coloniza el interior de las células radicales de la planta; produciendo
algunas estructuras como vesiculas, hifas y arbdsculos (Brundrett et al., 1996). Al entrar en
esta sociedad, las micorrizas incrementan el acceso de la planta al agua y nutrientes del suelo
(principalmente fésforo, zinc y cobre) ya que funcionan como una extensién del sistema
radicular de éstas, de tal manera que incrementa su crecimiento (Bever et al., 2001).
Adicionalmente, los HMA les proveen resistencia frente a patdgenos y aumentan su sanidad
general (Bever et al., 2001; Selvakumar et al., 2018). Por otro lado, las plantas proveen a los
HMA de carbohidratos que producen como resultado de la fotosintesis (Sun et al., 2016).

En las dltimas décadas los HMA han sido estudiados intensamente debido a su
potencial de uso en el desarrollo de agricultura sustentable, no solo por sus conocidos
beneficios para mejorar la nutricién de las plantas, sino por su contribucion a la conservaciéon

del suelo (Saouy et al., 2011), al estabilizar sus agregados (Bever et al., 2001). Por estas



razones, los HMA son exitosamente aplicados como bio-inoculantes de cultivos agricolas y
representan una alternativa para reducir la aplicacion de agroquimicos convencionales
(Hernandez-Acosta et al., 2020; Selvakumar et al., 2018).

Una importante limitacion para utilizar estos hongos en la formulacién de
biofertilizantes en la agricultura moderna es su naturaleza de simbionte obligado, lo que hace
necesario asociarlo a un hospedero adecuado para que este pueda completar su ciclo vital y
producir un gran numero de esporas (Sun et al., 2016). El procedimiento més utilizado para el
establecimiento de cultivos monospéricos o puros es el establecimiento de “cultivos trampa”
en macetas con un sustrato desinfectado y libre de micorrizas (Saouy et al., 2011), utilizando
una sola espora de HMA colocada sobre la raiz de un hospedero adecuado que también debe
estar libre de micorrizas (Nandan Meena & Mohan Naik, 2019). El rango de éxito de estos
métodos oscila alrededor del 1% (Walker, 1999), es decir casi nulo. Esta bien documentado
en literatura que no todas las especies de HMA tienen la misma eficiencia para promover el
crecimiento y salud de las plantas (Koide & Mosse, 2004) por lo que es necesario aislarlas
para evaluar su efecto individual.

Ademés de los problemas mencionados, existen diversas dificultades al momento de
generar cepas aisladas (1Jdo et al., 2011) como riesgo de contaminacién cruzada, bajo grado
de adaptacion de los HMA alas condiciones y costos muy elevados (Akhtar & Abdullah, 2014).
También se ha manifestado que esta produccion se ha enfocado més en utilizar esporas, pero
es posible utilizar otras fuentes como hifas, vesiculas y fragmentos radiculares (Nandan
Meena & Mohan Naik, 2019). A raiz de esto es necesario encontrar técnicas de aislamiento
de HMA tanto eficientes como econdmicas, las cuales podrian incrementar el rango de éxito
en la obtencion de cultivos puros de HMA que son la base de una gran cantidad de
aplicaciones practicas.

El objetivo de este trabajo es realizar una comparacion entre tres métodos de
aislamiento para evaluar cual es mas eficiente y tiene mayor éxito. Es importante identificar
cual método puede permitirnos obtener una mayor cantidad de aislamientos que se puedan

aplicar en diversos campos como por ejemplo en agricultura como biofertilizantes.



Capitulo Uno
Marco Teorico
1.1. El Reino Fungi
El Reino Fungi es el hogar de un numeroso grupo de organismos denominados hongos
(Stajich et al., 2009). Es conocido como “ el reino de los hongos verdaderos” y el término
“Fungi” proviene del latin “fungus” que significa “seta u hongo” (Piepenbring, 2015). Este reino
es una de las ramas mas antiguas y diversas del arbol de la vida (Li et al., 2021).
1.1.1. Taxonomiay filogenia del Reino Fungi
Filogenéticamente se encuentran mas emparentados con animales (Carris et al., 2012)
aunqgue histéricamente fueron comparados con plantas e incluidos en el estudio de la botanica
(Mueller et al., 2004). A nivel taxonémico, anteriormente fue clasificado en 4 grandes phylum:
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota; sin embargo estudios
demostraron que esta clasificacion no representa de forma precisa la filogenia de estos
organismos (Mueller et al.,, 2004). Gracias a estudios moleculares, existen dos grandes
esquemas de clasificacion de phylum para este reino (Figura 1) (James et al., 2020;

Wijayawardene et al., 2020).



Figura 1

Diagrama de Venn con los actuales esquemas de clasificacién de phylum para el Reino Fungi

Clasificaciéon propuesta Clasificacién propuesta por

por James et al. (2020) Wijayawardene et al. (2020)

Aphelidiomycota
Basidiobolomycota

Ascomycota

Calcarisporiellomycota

Basidiomycota

Caulochytriomycota

Blastocladiomycota

Cryptomycota/Rozellomycota Entomophthoromycota

Chytridiomycota

Microsporidia Glomeromycota

Entorrhizomycota

Kickxellomycota

Monoblepharomycota

Mortierellomycota

Mucoromycota
Olpidiomycota

eocallimastigomycota

Rozellomycota

Zoopagomycota

Nota. El primer circulo contiene los phylum de un esquema de clasificacion, el segundo contiene
los phylum del otro esquema vy la interseccion contiene los phylum que comparten los dos

esquemas.

1.1.2. Generalidades del Reino Fungi

Se estima que todo el reino comprende alrededor de 2 a 5 millones de especies a nivel
mundial, que juegan roles vitales en ecosistemas terrestres y acuaticos (Li et al., 2021). Los
primeros fosiles de hongos datan del periodo del Ordovicico, aproximadamente entre 450 a
500 millones de afios atras (Margulis & Chapman, 2009; Webster & Weber, 2007). No
obstante, datos moleculares sugieren que son mas antiguos que lo indicado por los fésiles y
gue pudieron haber surgido hace mas de mil millones de afios (Carris et al., 2012).
1.2. Los hongos

Son organismos eucariotas, que a excepcion de unos pocos, poseen cuerpos
filamentosos (hifas) encerrados por paredes celulares que forman el cuerpo del hongo (talo),

a través de las cuales absorben nutrientes (Carris et al., 2012; Mueller et al., 2004;



Piepenbring, 2015). Las hifas en conjunto forman lo que se conoce como micelio, el cual es
la forma de crecimiento y alimentacién de la mayoria de hongos (Margulis & Chapman, 2009).
1.2.1. Generalidades de los hongos

Poseen la capacidad de captar solutos inorganicos y organicos presentes en
soluciones altamente diluidas del medio ambiente (Webster & Weber, 2007). Digieren
externamente su alimento y su principal manera para obtener de nutrientes es a partir de otros
organismos (heterotrofos) (Mueller et al., 2004). Aunque otros los obtienen de organismos
vivos (biétrofos), de organismos muertos (saprotrofos) o de células alas que infectan y matan
(necrétrofos) (Carris et al., 2012; Piepenbring, 2015). La gran mayoria de hongos no presentan
movilidad alguna y se reproducen tanto sexual como asexualmente por medio de esporas
(Mueller et al., 2004).
1.2.2. Importancia de los hongos

Ecol6gicamente son primordiales porque reciclan nutrientes al ser los
descomponedores estrella de compuestos complejos como celulosa, lignina, queratina y
quitina (Kendrick, 2011). También son capaces de colonizar sustratos estériles como rocas;
parasitan contribuyendo a mantener la biodiversidad y forman micorrizas con las raices de las
plantas (Piepenbring, 2015).
1.3. Las micorrizas

El término micorriza proviene del griego “mykos” y “rhiza” que significa hongo y raiz
respectivamente (Bonfante & Genre, 2010; Nazareno Saparrat et al., 2020). Las micorrizas
son una asociacion simbidtica entre raices de plantas y determinados hongos presentes en el
suelo altamente evolucionada (Brundrett et al., 1996).
1.3.1. Clasificacion de las micorrizas

De acuerdo con el organismo al que se asociay la estructura que se forma, existen 4
grandes tipos: ectomicorrizas, micorrizas ericoides, micorrizas de orquideas y micorrizas
arbusculares (Soudzilovskaia et al., 2020; W ebster & W eber, 2007).

1.4. Micorrizas arbusculares



Las micorrizas arbusculares aparentemente fueron descritas por primera vez en 1842
(Koide & Mosse, 2004) y son el producto de la asociacidn entre las raices de las plantas y los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (Sun et al., 2016). Los HMA filogenéticamente
pertenecen al phylum Glomeromycota aunque en el pasado fueron agrupados dentro del
antiguo phylum Zygomycota debido a un error observacional (Schipler et al., 2001).
1.4.1. Caracteristicas de los HMA

Los HMA son microrganismos del suelo que se encuentran distribuidos a nivel mundial
(Selvakumar et al., 2018). Son capaces de colonizar ambientes como zonas agricolas,
pastizales, bosques tropicales, zonas boreales y alpinas (Bonfante & Genre, 2010).
Biolégicamente son organismos con reproduccion asexual (Schufler et al., 2001). Se
propagan por medio de esporas, fragmentos de raices colonizadas e hifas (Bever et al., 2001;
Silvana et al., 2020). Son categorizados como biétrofos (Koide & Mosse, 2004) debido a que
son simbiontes obligados de aproximadamente el 90% de las plantas vasculares (Mueller et
al., 2004; Saouy et al., 2011). Es decir, que necesitan asociarse a un huésped (planta) para
obtener carbohidratos y completar su ciclo de vida (Sun et al., 2016).
1.4.2. Especificidad de la asociacion planta - HMA

Los HMA carecen de mecanismos de reconocimiento para el establecimiento de la
simbiosis con las plantas, por lo que pueden asociarse a una gran variedad de especies
vegetales (Nazareno Saparrat et al., 2020). Sin embargo, los reportes méas nuevos de la
diversidad de especies de HMA en este phylum, mencionan un total de 343 especies (amf-
phylogeny.com). Este nimero es considerablemente menor que la diversidad de plantas
vasculares (283 556 especies) reportada (Neill, 2012) ya que se mencionan que los HMA se
encuentran asociados a mas del 80% de las plantas vasculares (Saouy et al., 2011). Pese a
eso, se ha observado que no pueden asociarse a familias como Brassicaceae,
Caryophyllaceae y Chenopodiaceae (Nazareno Saparrat et al., 2020).
1.4.3. Mecanismo de asociacion planta - HMA

La asociacion inicia cuando los propagulos germinados de HMA responden a la

presencia de una planta (Brundrett et al., 1996), la cual envia una sefial quimica a los



propagulos (Nazareno Saparrat et al., 2020) particularmente cuando esta se encuentra con
un déficit de fésforo (Saouy et al., 2011). A partir de este reconocimiento quimico surge la
colonizacion de la planta por el HMA, al momento que una hifa entre en contacto con la
superficie de la raiz (Bonfante & Genre, 2010).

Las hifas penetran entre y por dentro de las células de la raiz (Nazareno Saparrat et
al., 2020) formando estructuras conocidas como arbusculos (Silvana et al., 2020). Estos
arbusculos se constituyen por una repetida ramificacion de la hifa (Bever et al., 2001) y son
considerados como el sitio de intercambio de nutrientes (Bonfante & Genre, 2010). A la par
de este suceso, empieza el crecimiento del hongo y por ende el surgimiento de las hifas desde
la planta hacia el medio donde se encuentra (Brundrett et al., 1996; Nazareno Saparrat et al.,
2020).

Con la planta ya colonizada, las hifas empiezan la exploracién del suelo para mejorar
la captacion de nutrientes de la planta (Jhonson & Gehring, 2007). Cabe destacar que esta
asociacion no es negativa para la planta, por el contrario, existen muchisimos beneficios
producto de este proceso (Soudzilovskaia et al., 2020).

1.4.4. Beneficios de la asociacion planta — HMA

Dado que esta es una relacibn simbidtica, la planta y el hongo se benefician
mutuamente (Saouy et al., 2011). La planta provee al hongo los carbohidratos necesarios para
su correcto funcionamiento a cambio de nutrientes como Fdésforo (P), , Nitrdgeno (N), Zinc
(Zn) o Calcio (Ca) (Naranjo-Ortiz & Gabalddn, 2019; Seguel et al., 2015). Cabe acotar que los
HMA actiian como fuente o reservorio de Carbono (C) para las plantas y les confieren otros
beneficios (Jhonson & Gehring, 2007). Los HMA incrementan las tazas de crecimiento de las
plantas, las protegen contra el ataque de patdégenos (Webster & Weber, 2007) y aumentan su

potencial para captar nutrientes y agua (Saouy et al., 2011).



1.4.5. Principales especies de HMA

Tabla 1l

Principales especies de HMA

Familia Género Especie

. birreticulata
. capsicula

. colombiana
. delicata

. denticulata
. dilatata

. elegans
foveata

. kentinensis
koskei
Acaulosporaceae Acaulospora . lacunosa
laevis
mellea

. morrowiae

. myriocarpa
rehmii
rugosa

. scrobiculata
. spinosa

. Sporocarpia

. tuberculata

. leptoticha
. leptoticha GM
) ) . leptoticha AM
Ambisporaceae Ambispora N
. gerdemannii
. gerdemannii GM

. gerdemannii AM

. schenkii
Archaeosporaceae Archaeospora i
. trappei

Gigasporaceae Cetraspora . pellucida

. claroideum
. i . etunicatum
Claroideoglomeraceae Claideroglomus
. lamellosum

. luteum

O0O00O0>»>» >»>»>>»>>»>»>>»>»>»>»>>>>>>»>»>»>>>>> > >
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Gigasporaceae

Dentiscutata

. biornata

. erythropa

. heterogama
. rubra

. nigra

. reticulata

Diversisporaceae

Diversispora

. eblrnea
. epigaea

. globifera
. spurca

. tortuosa

. trimurales

Acaulosporaceae

Entrophospora

. infrequens

Glomeraceae

Gigasporaceae

Funneliformis

Gigaspora

. caledonius
. coronatus

. geosporus

mosseae

. verruculosus
. albida

. decipiens

. gigantea

. margarita

rosea

Glomeraceae

Glomus

. ambisporum
. clavisporum
. coremioides

. fistulosum

hoy

. lacteum
. maculosum
. multicaule

. pansihalos

Paraglomeraceae

Paraglomus

. brasilianum

. occultum

Gigasporaceae

Racocetra

A 0V XV OV XV XTIV OOOGOOOOOOOO0OEOOO®DTmmTm ™M m mmMmMmOoOoOOUoUoUoUooooUuouo

. castanea

. coralloidea
. fulgida

. gregaria

. pérsica

. verrucosa
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. aggregatus
. diaphanus

. clarus

) ) . intraradices
Gigasporaceae Rhizophagus ] ]
. irregularis

. fasciculatus
. manihotis

. sinuosus

. calospora

] . cerradensis
Gigasporaceae Scutellospora )
. dipurpurascens
. Scutata

. constrictum

nu un nu nuv nw ¥ O T O OV O UV D

Gigasporaceae Septoglomus . deserticola

S. viscosum

Nota. Adaptado del INVAM https://invam.ku.edu/species-descriptions

1.4.6. Ecologia delos HMA

Algunas especies segregan una glicoproteina de consistencia pegajosa llamada
glomalina que favorece la formacion de agregados estables al agua, aumentando la capacidad
de retencion hidrica y previniendo la erosion del suelo (Piepenbring, 2015). También cumplen
roles como fuente de alimento para otros animales, transporte de Carbono desde las plantas
hacia otros organismos (Brundrett et al., 1996) e influencia en composicién diversidad y
estabilidad de comunidades biéticas (Jhonson & Gehring, 2007).
1.4.7. Usos actuales de los HMA

Estos organismos pueden ser utilizados para la biorremediacion, restauracion de
ecosistemas degradados, biotecnologia y agricultura (Jhonson & Gehring, 2007; Nazareno
Saparrat et al., 2020). Particularmente dentro de este ultimo, se consideran clave para llevar
a cabo préacticas agricolas sustentables (Saouy et al., 2011). Debido a que por sus grandes
beneficios se aceptan como bionéculos que representan una alternativa al uso de
agroquimicos convencionales (Selvakumar et al., 2018).
2.1. Cultivos de café

2.1.1. Origen del café


https://invam.ku.edu/species-descriptions
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Aparentemente las primeras referencias al origen del café surgen en el antiguo
testamento y se cree que el inicio de su cultivo data del afio 575 A.C. (R. F. Smith, 1985). No
obstante, la palabra café como tal, surge aproximadamente entre los siglos V y VIII, cuando
es cultivado por primera vez Africa tropical (especificamente en Etiopia) e introducido al
mundo arabe (Ngo et al., 2011; Vieira, 2008). El término café se deriva de la palabra arabe
“‘quahweh” que originalmente significaba vino, pero por costumbres musulmanas, se cambié
a café (R. F. Smith, 1985).

2.1.2. Generalidades del café

El café pertenece a la familia Rubiaceae — subfamilia Ixoroideae, especificamente al
género Coffea L. (Davis et al., 2006). Abarca entre 90 a 124 especies (Melese & Kolech, 2021).
Las principales especies cultivadas con fines comerciales son Coffea canephora y Coffea
arabica (Ngo et al., 2011; Vieira, 2008) siendo esta Ultima la mas importante (Davis et al.,
2006).

Coffea arabica es una dicotiledénea que crece como arbusto o &rbol perenne y alcanza
una altura aproximada de entre 8 a 10 m (Melese & Kolech, 2021; Vieira, 2008). Se cultiva en
aproximadamente 80 paises tropicales, siendo para algunos su principal fuente de divisas
(Ngo et al., 2011).

2.1.3. Importancia econémica del café

El café segunda bebida mejor vendida a nivel mundial, por lo que es pilar fundamental
de la economia de los paises productores (Lu et al., 2022). La producciéon mundial de café ha
incrementado en los Ultimos afos (2012 — 2014) hasta alcanzar un valor de 8.9 millones de
toneladas (Van der Vossen et al., 2015). Adicionalmente se prevé que la produccion crezca
anualmente, a una tasa de 1.2% hasta el afio 2030 (Ngo et al., 2011).

A causa de este crecimiento, el comercio de café ha sido capaz de generar entre 10 a
12 billones de délares al afio, representando fuentes de ingresos y trabajo para 20 a 25
millones de personas aproximadamente (Melese & Kolech, 2021).

2.1.4. Patdégenos del café
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Mundialmente los cultivos de café se enfrentan a una amenaza muy grande, causada
por patdbgenos que son un gran problema (Lu et al., 2022). Algunos ejemplos de estos, son
Corticium koleroga, Mycena citricolor, Xylella fastidiosa, Pseudomonas syringae, entre otros
(Van der Vossen et al., 2015). Sin embrago, los dos patégenos mas serios y destructivos del
café son Hemileia vastatrix y Colletotrichum kahawai que causan la “roya” y la “enfermedad
de las cerezas del café” respectivamente (Melese & Kolech, 2021).

La roya fue responsable de la desaparicion del café hace 150 afios y es la principal
amenaza para los cultivos de café en todo el mundo (Lu et al., 2022). Mientras que, la
enfermedad de las cerezas del café es la mayor amenaza para los cultivos de Etiopia,
Tanzania, Kenia y otros paises africanos (Melese & Kolech, 2021). Debido a las pérdidas
millonarias causadas por estos, la ciencia busca a través de recursos genéticos, encontrar
huéspedes resistentes a estas enfermedades (Van der Vossen et al., 2015).

3.1. Aislamiento de hongos micorrizicos arbusculares

El aislamiento de HMA se ha convertido en una actividad que ha ganado relevancia
en las ultimas décadas (Trejo-Aguilar & Banuelos, 2020). Gracias a los beneficios que brindan
estos organismos en la produccion vegetal, se considera que la produccién de cultivos puros
de HMA puede ser clave para su uso en agricultura como biofertilizantes (Selvakumar et al.,
2018).

La inoculacién de HMA es beneficiosa en determinadas circunstancias, pero sus
costos de produccion son demasiado elevados en comparacion al costo de los fertilizantes
convencionales (Koide & Mosse, 2004). Adicionalmente, la producciéon en masa esta limitada
por la naturaleza biétrofa de los HMA, que dependen de un huésped para sobrevivir
(Selvakumar et al., 2018). Cabe acotar que las técnicas para la obtencién de cultivos puros se
han enfocado principalmente en utilizar esporas, pero también se utilizan otras estructuras
como vesiculas, hifas y fragmentos de raices (Nandan Meena & Mohan Naik, 2019).

Por todos los antecedentes mencionados, las investigaciones en esta area buscan
proponer, desarrollar y/o perfeccionar técnicas de aislamiento que aumenten la pureza de los

cultivos y disminuyan sus costos (Koide & Mosse, 2004).
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3.2.  El futuro de los aislamientos

Pese a que la ciencia ha logrado establecer técnicas de aislamiento funcionales, su
rango de éxito es de aproximadamente 1% (Walker, 1999). Estas técnicas también se
enfrentan a riesgo de contaminacion cruzada y/o poca adaptacion de los HMA a las
condiciones gue se establezcan (Akhtar & Abdullah, 2014). Se espera que en el futuro surjan
nuevas técnicas que consideren estas dificultades, dado que estamos al inicio de una era,

donde la utilizacion de HMA cobrara mayor interés (1Jdo et al., 2011).
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Capitulo dos
Metodologia

2.1. Material biolégico de partida

Se utilizd un indculo (suelo+raices colonizadas+esporas) proveniente de plantaciones
de café de la provincia de Loja, Ecuador. Estos sitios fueron Lozumbe (Chaguarpamba),
Malacatos, Chaguarpamba (centro) y El Valle (canton Loja). Este material se recolecté en
enero de 2020 y se multiplicé en plantas trampa en un sustrato desinfectado por un periodo
de 24 meses. Luego de este tiempo el indculo se almacend por 3 meses a temperatura
ambiente a la sombra hasta el establecimiento de los ensayos.
2.2.  Tratamiento del suelo

Para dar inicio con el presente estudio, se trabajé con un sustrato estandar: tierra de
jardin y arena de mina en proporcién 1:1, v/v. Para eliminar la carga nativa de HMA, el sustrato
se autoclavd (121°C, 1.1 kgf/lcm?, durante 15 min) en 3 ocasiones, dejando descansar el
sustrato por un periodo de 24 horas entre cada sesién de autoclavado.
2.3. Obtencion de Plantago lanceolata libres de micorriza

Se recolectaron semillas secas de Plantago lanceolata, las cuales fueron
desinfectadas. Para ello, se colocaron en un tubo con agua y una gota de jabon liquido, para
ser lavadas con agitacion durante tres minutos. Después se realizaron tres enjuagues con
agua y se descartaron las semillas que se encontraban flotando. Posteriormente, se lavaron
con etanol al 70% durante un minuto e inmediatamente con una solucién de cloro al 2% por
15 minutos con agitacion constante, siendo en ambos pasos enjuagadas 3 veces con agua.
Una vez transcurrido ese tiempo, las semillas se colocaron en un tubo con agua por 24 horas,
para acelerar el tiempo de germinacion.

Posterior a las 24 horas, se colocaron las semillas en macetas que contenian sustrato
previamente autoclavado, dentro de fundas sunbag (Sigma-Aldrich). Se dejaron crecer por
dos semanas con riego cada cuatro dias, para luego utilizarse en los respectivos ensayos.

2.4, Métodos de aislamiento de HMA usados en el estudio
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Se aplicaron tres métodos para el aislamiento de HMA: (1) cultivo monospoérico de esporas
desnudas, (2) cultivo monospdérico de esporas encapsuladas y (3) cultivo de fragmento simple
de raiz.

Para los métodos de cultivo monospérico de esporas desnudas y encapsuladas las
esporas se extrajeron por medio de la técnica de tamizado humedo y decantado propuesta
por Gerdemann & Nicolson (1963), modificado por Sieverding (1983) para suelos tropicales y
separacion en gradiente de sacarosa. Cada muestra de 100 g de suelo se proceso a través
de un colador normal (para eliminar fragmentos de materia organica grandes) y de un tamiz
de 38 , en el cual se recolectaron las esporas.

Una vez lavado el material recolectado en el tamiz de 38 y, este se colocé en tubos
falcon de 50 ml de capacidad. Los tubos con agua hasta la marca de 30 ml se colocaron en
la centrifuga a 3500 rpm durante 5 minutos (Walker, 1999). Una vez transcurrido el tiempo se
descart6 el sobrenadante y se le adicion6 sacarosa al 70% hasta la marca de 30 ml, para
luego centrifugar bajo los mismos pardmetros. Finalizado el proceso de centrifugacion, el
sobrenadante se deposité en el tamiz de 38 u para eliminar los restos de sacarosa con ayuda
de agua y finalmente ser trasladado a una caja Petri para extraer las esporas con ayuda de
una micropipeta de 0.5 a 10 .

2.4.1. Método 1: Cultivo monosporico de esporas desnudas

Bajo un estereoscopio y con ayuda de una micropipeta se seleccionaron 100 esporas
de diferentes morfotipos. Se recolectaron Gnicamente esporas de HMA con apariencia viable:
color brillante, contenido lipidico y ausencia de manchas en la pared externa de la espora.
Posteriormente, se inoculd una Unica espora sobre la raiz de tres plantulas de P. lanceolata
de 14 dias de edad. Seguidamente, las plantas se colocaron en pequefios recipientes de
plastico con sustrato autoclavado (macetas) con huecos en la base para eliminar exceso de
agua.

Una vez sembradas las plantas, se les adiciondé aproximadamente ~ 0.20g de un

fertilizante de liberaciéon lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domos
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gue se sellaron con ayuda de cinta masqui y plastico de envolver para evitar la contaminacion
cruzada con otros HMA. Se sembraron un total de 100 macetas utilizando este método.
2.4.2. Método 2: Cultivo monospoérico de esporas encapsuladas en alginato

Para la evaluacion de este método se preparé una solucion de CaCl, 0.1 M y otra de
alginato al 2%, las cuales se sometieron a proceso de autoclavado. Posteriormente el alginato
se dispensoé en una caja Petri y con ayuda de una micropipeta de 0.5 a 10 pL se adicionaron
100 esporas de diferentes morfotipos extraidos al azar del indculo y con apariencia viable.
Adicionalmente, con ayuda de una micropipeta se tomo un volumen de aproximadamente 50
pL alginato conteniendo una sola espora, para luego polimerizar con ayuda de la solucién de
cloruro de calcio.

Posterior a la polimerizacién, se recuperaron las capsulas polimerizadas de alginato
con ayuda de un tamiz y se descart6 la soluciéon de CaCl,. Con ayuda del estereoscopio se
verifico la presencia de una sola espora de HMA en cada una de las capsulas de alginato,
aquellas que no tuvieron esta caracteristica se descartaron.

Finalmente, se utilizd una cdpsula (con solo una espora de HMA) y tres semillas de P.
lanceolata previamente desinfectadas para cada uno de los 100 intentos de aislamiento
utilizando esta metodologia. Las cdpsulas y semillas se sembraron en sustrato autoclavado y
humedecido dentro de un vaso de plastico pequefio (macetas) con huecos en la base para
eliminar exceso de agua. Una vez hecha la siembra, se les adicioné ~ 0.20g de un fertilizante
de liberacion lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domos que se
sellaron con ayuda de cinta masqui y plastico de envolver. Se sembré un total de 100 macetas
y al momento de regar, se hizo por los alrededores de la maceta, con el fin de evitar lavar la
espora.

2.4.3. Método 3: Aislamiento por cultivos a partir de fragmento de raiz

En este tercer método a diferencia de los anteriores (en los que se utilizaron esporas
de un inoculo almacenado) se utilizaron raicillas colonizadas por HMA procedentes de cultivos
trampa activos con inéculo de la misma procedencia . Estas raices se lavaron con agua

destilada para eliminar la tierra circundante. Una vez lavadas, las raices se cortaron en
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fragmentos de 0.5 cm de longitud con ayuda de un bisturi estéril y se depositaron en un tubo
falcon para pasar al tratamiento de desinfeccion.

Para la desinfeccion se utilizé el protocolo propuesto por Cranenbrouck et al., 2005. El
método consistié en la preparacion de soluciones de Hipoclorito de Calcio al 6%, Cloramina T
al 2% con una gota de jabén liquido, Estreptomicina al 0.02%, Gentamicina al 0.01% y Etanol
al 75%. Adicionalmente se prepard agua desmineralizada (agua destilada dos veces) y medio
de cultivo con Phytagel, los cuales se sometieron a proceso de autoclavado.

Bajo cabina de flujo laminar se dio inicio al tratamiento de desinfeccion. El tubo que
contenia las raices se llend con agua desmineralizada y se colocé en una superficie flotante
dentro del sonicador para terminar de remover el material que pudo haber quedado en las
raices. Luego se depositaron en una jeringa de 50 ml conservando la aguja, donde se lavaron
3 veces con agua desmineralizada. La funcién de la jeringa es ayudar a realizar los lavados
eliminando el liquido utilizado a través de la aguja con ayuda del mecanismo propio del
dispositivo y el sonicador para ayudarnos a remover todas las impurezas y los restos de
soluciones utilizadas en la desinfeccion.

Posterior a los 3 enjuagues, las raices se trataron con una solucion de etanol al 75%
por 10 segundos y se lavaron huevamente tres veces con agua desmineralizada. Después se
adiciond la solucién de Hipoclorito de Calcio a las raices durante dos minutos (un minuto en
el sonicador y otro minuto fuera de este) y se enjuagaron 3 veces con agua desmineralizada.
Enseguida se trataron con la soluciéon de Cloramina T y jab6n liquido por 10 minutos (mitad
del tiempo en el sonicador y la otra mitad fuera de él) y enjuagaron 3 veces con agua
desmineralizada.

Para el dltimo paso de la desinfeccion se hizo una mezcla de la solucion de
Gentamicina y Estreptomicina, previamente purificadas con ayuda de filtros para jeringa con
un tamafo de poro de 0.22 um. La solucién de antibidticos obtenida se utilizd para tratar las
raices durante 10 minutos (mitad del tiempo en el sonicador y la otra mitad fuera de él) y se
enjuago tres veces con agua desmineralizada. Las raices ya tratadas se colocaron en una

solucién fresca de antibidtico y se mantuvieron ahi hasta el momento del sembrado.
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Con ayuda de una pinza estéril se depositaron los fragmentos de raices en cajas petri
separados unos de otros y gracias a una micropipeta de 100 a 1000 u se deposité una gota
del medio con Phytagel sobre cada uno de los fragmentos de raiz presentes en las cajas petri.
Estos cultivos se sellaron con papel Parafilm y plastico de cocina y se incubaron a 27° C por
7 dias. Con ayuda de un estereoscopio se seleccionaron fragmentos de raiz con crecimiento
de hifas a partir de ambos extremos de los cortes, los cuales se inocularon en tres plantulas
de P. lanceolata de 14 dias de edad. Esto se sembré en sustrato autoclavado y humedecido
dentro de un vaso de plastico pequefio (macetas) con huecos en la base para eliminar exceso
de agua.

Tras la siembra de las plantas, se les adicion6 ~ 0.20g de un fertilizante de liberacién
lenta (Osmocote®) y las macetas se introdujeron en vasos domaos gue se sellaron con ayuda
de cinta masqui y plastico de envolver. En total para este método, se sembraron 100 macetas.
Las plantas se dejaron crecer en los sistemas anteriormente mencionados por un periodo de
3 meses antes de la evaluacion de sus raices para verificar colonizacion por HMA.

2.5. Tomade muestras
2.5.1. Obtencidn de las raices para procesar

Con ayuda de unas pinzas se recolectaron al azar pequefos fragmentos de raices que
se encontraban en el sustrato utilizad, las raices se almacenaron en tubos eppendorf de 1.5ml
con alcohol al 70% hasta su procesamiento en el laboratorio. Las plantas se mantuvieron vivas
hasta la verificacion de colonizacion.

2.5.2. Tincion y montaje de las raices

Las raices se lavaron con agua tres veces para eliminar cualquier rastro de alcohol y
se les adicion6 KOH al 10%. Los tubos con KOH se introdujeron en una placa de
calentamiento por 15 minutos, transcurrido este tiempo se descarté en KOH y se enjugaron
tres veces con agua. Posteriormente se adiciond HCI al 10% durante un minuto, cuidando que
no pase del tiempo establecido para evitar dafios a la raiz e inmediatamente se adicion6 azul
de metileno a 0.05%. Los tubos con azul de metileno se introdujeron a la placa de

calentamiento por 15 minutos.
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Una vez tefiidas las raices, en portaobjetos etiquetados, con ayuda de una pinza se
depositaron los fragmentos de raices y con una pipeta Pasteur se adiciona una pequefia
cantidad de PVLG para fijar las raices. Con cubreobjetos se cubren las raices y pasan a ser
observadas en el estereoscopio, para evaluar si existe o no colonizacion. Fueron obtenidas
una placa por cada maceta con aproximadamente 10 fragmentos de raiz cada una.

2.5.3. Cuantificacion de esporas viables y determinacion de morfotipos de esporas de

HMA del in6culo del café

Se determind la cantidad de esporas de HMA por cada 100g del sustrato utilizado para
conocer su frecuencia en el inéculo proveniente de plantaciones de café. Adicionalmente,
como complemento a los métodos de aislamientos 1 y 2, se realizé de forma paralela la
determinacién de los morfotipos de esporas encontrados. Para ello, las esporas extraidas del
in6culo utilizado fueron clasificadas en morfotipos y montadas en placas portaobjetos con
polyvinyl lactoglicerol (PVLG) y reactivo de Melzer. Con ayuda de una micropipeta se
colocaron gotas de estos reactivos en dos lugares separados del portaobjeto, cinco esporas
por cada sector. Se determiné las caracteristicas morfolégicas de las esporas utilizando los
siguientes criterios: (1) color, se utilizé una cartilla presente en el libro de Brundrett et al.
(1996) que define los colores como porcentajes de cian (C), amarillo (Y) y magenta (M). Esto
con la finalidad de estandarizar la identificacion del color de la espora y poder usar esa
caracteristica para su identificacion; (2) forma, caracteristicas morfologicas representativas y
reaccion a Melzer. Esta ultima se establecié observando si la espora en contacto con el
reactivo adoptaba una coloracion de tono rosado a lacre (segun la intensidad de la reaccién);
(3) tamafio se determin6 con ayuda de un microscopio con camara, que permitié tomar las
respectivas fotografias y medir el didmetro de la espora; (4) presencia de hifa de
suspensién, que es la forma de conexiéon de la hifa con la espora, que es muy tipica para
cada género de HMA y (5) ornamentacion externa de la espora. Con todas estas
caracteristicas identificadas se determind cual es el género putativo al que pertenece cada

uno de los morfotipos de esporas.
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Capitulo tres
Resultados y Discusién
3.1. Cuantificaciéon de esporas presentes en el inéculo utilizado.

Por cada 100g de suelo se aislaron en promedio 50 esporas (Figura 2). Estos
resultados se sustentan con lo mencionado por Bertolini et al. (2018) que en algunas
localidades se encontrd entre 76 a 96 esporas por cada 100g de suelo, acotando que el sitio
de estudio es en varios cafetales de México. Adicionalmente, Urgiles Gomez et al. (2019)
menciona que obtuvieron entre 83 a 120 esporas por cada 100g y este estudio fue realizado

en la zona de la provincia de Loja.

Figura 2

Frecuencia de esporas aparentemente viables de HMA en 10 lotes de 100g de suelo
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Nota. El aislamiento de esporas se hizo con el método de tamizado himedo y decantado
propuesto por Gerdemann & Nicolson (1963), modificado por Sieverding (1983) para suelos
tropicales y separacion en gradiente de sacarosa. Cada barra representa una repeticion (muestra

de 100g de suelo).

No obstante, en un estudio realizado con suelo de las mismas localidades de las que
se consiguié el material biolégico de partida, se obtuvo un promedio de entre 284 a 598

esporas por cada 100g de suelo (Urgiles-Gomez et al., 2020). Estos resultados se apoyan con
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lo presentado por Moina-Quimi et al. (2018) que en suelos ecuatorianos, hallaron un promedio
de entre 140 a 340 esporas por 100g de suelo. Asi mismo, cabe resaltar que Bertolini et al.
(2018) expresa que la abundancia de esporas puede ser mayor en sistemas que no sean

monocultivo o que tengan hospederos que promuevan la produccion de esporas

3.2. Identificacién y caracterizacion de morfotipos

Se identificaron cuatro morfotipos diferentes con sus caracteristicas mas destacadas
(Tabla 2). Tres pertenecen al género Acaulospora y el otro al género Glomus. Urgiles-Gémez
et al. (2020) en su trabajo realizado en las localidades de las cuales se extrajo el material
biol6gico de partida para esta investigacion, reporta que los géneros Glomus y Acaulospora
fueron los dominantes. Se sustentan estos hallazgos gracias a lo obtenido por Bolafios-B et
al. (2000) y Bertolini et al. (2018) al analizar cafetales colombianos y mexicanos
respectivamente; sin embargo este Ultimo reportd la presencia de géneros adicionales como

Gigaspora y Sclerocystis.

Adicionalmente, Urgiles Gomez et al. (2019) y Moina-Quimi et al. (2018) reportan que
en los suelos de Loja y sistemas agroforestales del Ecuador también, existe la presencia de
Scutellospora y Gigaspora, aparte de Glomus y Acaulospora. Sangabriel-Conde et al. (2017)
manifiesta que tanto Glomus como Acaulospora son los géneros predominantes en todos
estos tipos de suelo. Asi mismo, Campo-Arana et al. (2015) afirma que Glomus y Acaulospora
son muy frecuentes en suelos tropicales con pH de 3.3 a 8 y Urgiles-Gédmez et al. (2020)
expresa que la dominancia o prevalencia de Glomus, es gracias a la facilidad y rapidez con la

gue infecta las raices.



Tabla 2

Caracterizacion morfologica de los morfotipos mas abundantes obtenidos en los distintos aislamientos
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Morfotipo Color Forma Caracteristica morfolégica Género Reactivo Tamafio um
Melzer

1 0% C, 80% Y, 0% M Globosa No presenta hifa de suspensién Acaulospora ++ 171.43

2 0% C, 100% Y, 30% M Globosa Presenta hifa de suspension, pero ninguna Glomus Negativo 84.31
ornamentacion

3 0% C, 80% Y, 10% M Globosa Presenta ornamentacion reticulada con contenido Acaulospora N/A 277.46
lipidico abundante

4 0% C, 90% Y, 40% M Globosa No presenta hifa de suspension Acaulospora N/A 106.96

Nota. NA: No hay dato. +++: Positivo a Melzer muy pigmentado

Para el analisis con tincién de Melzer, Gnicamente el morfotipo uno presenté una reaccién positiva; mientras que el nimero dos, reaccion

negativa y para los dos restantes no fue posible obtener ese dato. Finalmente, para evidenciar la morfologia de cada morfotip o se construyé una

tabla con fotografias detalladas tanto con tincion de Melzer como sin ella (Tabla 3).



Tabla 3

Fotografias de los diferentes morfotipos obtenidos

Morfotipo Sin reactivo de Melzer
1

Con reactivo de Melzer
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3.3. Evaluacidon de los métodos de aislamiento empleados

En total entre los tres métodos empleados, se obtuvieron 38 aislamientos (Figura 3)
los cuales fueron verificados por colonizacibn micorrizica intraradicular (Figura 4). No
obstante, mediante el primer método (cultivo monospdrico de esporas desnudas) Unicamente
se obtuvo un total de 4 plantas colonizadas (4%) por HMA (Figura 4A). Un namero similar de
plantas con colonizacion efectiva de HMA fue reportado por Tapadar et al. (2017), quienes
obtuvieron 5% plantas exitosamente colonizadas. Lo mencionado, coincide en parte con lo
expresado por Walker (1999) acerca de los rangos de éxito sumamente bajos (alrededor de
1%) para este método de aislamiento. Sin embargo, si se han presentado porcentajes de éxito
mayores que van desde el 14% hasta el 100% (EI Hilali et al., 2022; Fracchia et al., 2001,
Paré et al., 2022; Tchabi et al., 2010). Es importante mencionar que tanto Fracchia et al. (2001)
como Paré et al. (2022) utilizaron una variacion del método original, haciendo germinar
primero las esporas Y luego adicionandolas a las raices; esta técnica permite obtener cultivos

monosporicos con mayor porcentaje de éxito.

Con el segundo método (cultivo monospdrico de esporas encapsuladas en alginato)
se consiguieron 4 plantas colonizadas (4%) por HMA (cultivo por encapsulacion con alginato)
(Figura 4B). Similar a lo reportado por Declerck et al. (1996) que manifiesta que las capsulas
con una sola espora (metodologia aplicada a este trabajo), poseen una menor capacidad de
infeccidn, al compararlas con las que tienen de 4 esporas en adelante. Esto es corroborado
por De Jaeger et al. (2011) que inoculando cpsulas con grupos de méas de una espora,
demostraron que estas poseian una capacidad de infecciébn muchisimo mas alta con un rango
de éxito de entre 25 a 32%. También se ha utilizado para cada planta 5 capsulas con 200
esporas cada una, reportando un 100% de éxito en la colonizacion (Jaizme-Vega et al., 2003).
Aungue nuestro porcentaje de éxito no fue alto, la encapsulacion en alginato, tiene muchos
beneficios para los HMA del género Glomus y Acaulospora, ya que incrementa la capacidad
del hongo para colonizar raices y la resistencia de la planta al estrés hidrico (Rojas-Sanchez

et al., 2022), por eso consideramos que el método de pregerminar la espora podria aumentar
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nuestro porcentaje de éxito. Para obtener estos aislamientos, los métodos que incluyen un
mayor numero de esporas de HMA por capsula solo son efectivos cuando se conoce con

certeza que todas las esporas pertenecen a una misma especie (Jaizme-Vega et al., 2003)

Con el tercer método aplicado (aislamiento por cultivos a partir de fragmentos de raiz)
se consiguieron 30 plantas colonizadas (30%) por HMA (Figura 4C). Para esta técnica, Silvani
et al. (2008) comentan que casi todas las plantas utilizadas en su estudio, fueron colonizadas
por HMA.. Por otro lado, Klironomos & Hart (2002) reportan que la capacidad infectiva de estos
propagulos fue demasiado alta con hongos de los géneros Glomus y Acaulospora. Esto se
debe a que los cultivos con fragmentos de raiz, presentan alta especificidad (Schalamuk &
Cabello, 2010). Una desventaja del uso de fragmentos de raiz para la obtencion de
aislamientos es de que a pesar de que fue muy eficiente para colonizar las plantulas de P.
lanceolata, no tenemos la certeza de que el fragmento de raiz contenga una sola especie de
HMA por lo que deberan realizarse estudios posteriores (Silvani et al., 2008). Para estudios
de obtencion de comunidades de HMA el método mas apropiado segun nuestros resultados,
es utilizando fragmentos pequefios de raices desinfectadas, ya que la utilizacion de métodos
de aislamiento centrados Unicamente en esporas aumenta el sesgo de dejar otras especies
de HMA gque al momento no estaban esporulando o que rara vez producen esporas (Bever et

al., 2001; Smith & Read, 2008) por lo que se sugiere la utilizacién de este método.
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Figura 3
Numero de aislamientos de HMA obtenidos con los tres métodos empleados
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Nota. Cada método empleado tiene una barra azul y otra naranja. Las barras
azules de todos los métodos representan los aislamientos exitosos y las

naranjas los no exitosos.

Figura 4

Fotografias de los aislamientos obtenidos por cada método empleado
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Nota. Aislamiento obtenido por el primer método (A), aislamiento obtenido por

D. . Ry

el segundo método (B), aislamiento obtenido por el tercer método (C),

colonizacién por endéfitos oscuros (D), raiz no colonizada (E).
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Adicionalmente, se obtuvieron algunas plantas tanto del primer y tercer método que
presentaban colonizacién por hongos endoéfitos oscuros, pero no por hongos micorrizicos
arbusculares (Figura 4D). Al respecto, Zubek et al. (2011) reporta la presencia de endoéfitos
oscuros en el 36% de todas las especies analizadas en su investigacion y que al igual que los
HMA, pueden mejorar el rendimiento de la planta, especialmente en aquellas que no pueden

ser colonizadas por HMA.
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Conclusiones

La baja cantidad de esporas y bajo niumero de morfotipos encontrados puede deberse
a que nuestro material biolégico de partida es pequefio en comparacién al lugar de su
proveniencia, haciendo que represente una minima parte de la gran cantidad de esporas y la

diversidad de estas, que poseen estos suelos.

Gracias a las condiciones del sitio del que proviene el material bioldgico de partida, los
géneros Acaulospora y Glomus presentan una gran dominancia sobre los otros géneros;
especificamente este Ultimo, gracias a la rapidez y facilidad con la que puede colonizar las

raices de las plantas.

De los tres métodos de aislamiento empleados, se obtuvieron plantas colonizadas; sin
embargo, el mejor de todos fue el cultivo a partir de fragmentos de raices, con el que se obtuvo

el 30% de colonizacion.

Uno de los dilemas al usar el método de cultivo a partir de fragmentos de raices la
dificultad de obtener aislamientos puros, debido a que puede haber mas de una especie de
HMA; no obstante, este método otorga algo de especificidad porque estos propagulos
presentan un potencial infectivo altisimo para los géneros Glomus y Acaulospora, pero igual

se deben realizar estudios posteriores.
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Recomendaciones

En caso de querer aumentar el éxito en la colonizacion para el método por cultivo
monosporico, diversos autores recomiendan primero la pregerminacién de las esporas en

medio de cultivo y luego la inoculacién de estas en las raices de la planta hospedera.

En estudios de obtencion de comunidades de HMA se recomienda el método por
cultivo de fragmentos de raiz, debido a que utilizar métodos enfocados en esporas aumenta

el sesgo de dejar por fuera otras especies que en ese momento no hayan estado presentes.

Se recomienda estudiar mas a fondo la colonizacién por hongos enddfitos oscuros y
como estos pueden representar una alternativa para las plantas que no pueden asociarse con

los HMA.
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Apéndice |

Receta para preparar Polyvinyl-Lacto-Glycerol

Ingredientes:

e 100 ml de agua destilada
e 100 ml de &cido lactico
e 10 ml de glicerol

e 16.6 g de alcohol polivinilico (PVA)

Preparacion:

1. Mezclar todos los ingredientes en un frasco ambar ANTES de adicionarle el
PVA.

2. EI'PVA debe estar hidrolizado al 99 0 100% Yy tener una viscosidad de entre 24
a 32 centipoise, en una solucién acuosa al 4% y a 20°C.

3. Afadir el PVA a la mezcla de los deméds ingredientes, en un bafio de agua
caliente, con temperatura de entre 70 a 80°C.

4. Aproximadamente luego de 4 a 6 horas, la soluciéon estaria completamente

claray se la deja incubar en el bafio de agua caliente toda la noche.

Fuente: Tomado del INVAM https://invam.ku.edu/
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Apéndice ll

Receta para preparar reactivo de Melzer

Ingredientes:

e 100 g de hidrato de cloral
e 100 ml de agua destilada
e 15gdeyodo

e 5.0 g de yoduro de potasio

Fuente: Tomado del INVAM https://invam.ku.edu/
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