: Y | Universidad :
: S ‘ geacio.nal :
4 /' a
ﬁ Lq

1859

Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables

Carrera de Ingenieria Agronomica

Establecimiento de la produccion de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) asociados al cultivo de papa nativa (Solanum spp.) a través de

cultivos trampa.

Trabajo de Titulacion previo a la
obtencion del titulo de Ingeniera
Agronoma.

AUTORA:

Maria Cristina Guaman Ojeda

DIRECTORA:

Ing. Narcisa de Jesus Urgiles Gomez PhD.

Loja —Ecuador

2024

— Educamos para Transformar —— .



Certificacion

Loja, 13 de marzo de 2024

Ing. Narcisa de Jesus Urgiles Gémez PhD

DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION

CERTIFICO:

Que he revisado y orientado todo el proceso de elaboracion del Trabajo de Titulacion
denominado: Establecimiento de la produccion de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) asociados al cultivo de papa nativa (Solanum spp.) a través de cultivos trampa,
previo a la obtencion del titulo de Ingeniera Agronoma, de la autoria de la estudiante Maria
Cristina Guaman Ojeda, con cédula de identidad Nro.1150198123, una vez que el trabajo
cumple con todos los requisitos exigidos por la Universidad Nacional de Loja, para el efecto,

autorizo la presentacion del mismo para su respectiva sustentacion y defensa.

H; NARCISA DE JESUS URGILES
GOMEZ

Ing. Narcisa de Jesus Urgiles Gomez PhD

DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION



Autoria

Yo, Maria Cristina Guaman Ojeda, declaro ser autora del presente Trabajo de Titulacién y
eximo expresamente a la Universidad Nacional de Loja y a sus representantes juridicos, de
posibles reclamos y acciones legales, por el contenido del mismo. Adicionalmente acepto y
autorizo a la Universidad Nacional de Loja la publicacion de mi Trabajo de Titulacién, en el

Repositorio Digital Institucional — Biblioteca Virtual.

Firma:

Cédula de Identidad: 1150198123

Fecha: 9 de abril de 2024

Correo electronico: maria.c.guaman.o@unl.edu.ec
Celular: 0998944454



mailto:maria.c.guaman.o@unl.edu.ec

Carta de autorizacion por parte de la autora, para consulta, reproduccion parcial o total y/o
publicacion electronica del texto completo, del Trabajo de Titulacion.

Yo, Maria Cristina Guaman Ojeda declaro ser autora del Trabajo de Titulacion denominado:
Establecimiento de la produccién de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) asociados
al cultivo de papa nativa (Solanum spp.) a través de cultivos trampa, como requisito para
optar por el titulo de Ingeniera Agronoma, autorizo al sistema Bibliotecario de la Universidad
Nacional de Loja para que, con fines académicos, muestre la produccion intelectual de la
Universidad, a través de la visibilidad de su contenido en el Repositorio Institucional.

Los usuarios pueden consultar el contenido de este trabajo en el Repositorio Institucional, en

las redes de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia del Trabajo de

Titulacién gue realice un tercero.

Para constancia de esta autorizacion, en la ciudad de Loja, a los nueve dias del mes de abril de

dos mil veinticuatro.

Firma:

Autora: Maria Cristina Guaman Ojeda

Cédula: 1150198123

Direccion: Malacatos- Sector Chorrillos

Correo electronico: maria.c.guaman.o@unl.edu.ec
Celular: 0998944454

DATOS COMPLEMENTARIQOS:

Director de Trabajo de Titulacion: PhD. Narcisa de Jesus Urgiles Gomez


mailto:maria.c.guaman.o@unl.edu.ec

Dedicatoria

A mis padres, Patricia y Benigno, quienes han sido mi mayor inspiracién y apoyo incondicional
a lo largo de este viaje académico. Su amor, sacrificio y aliento constante han sido la fuerza que

me ha impulsado a alcanzar mis metas. Este logro es tanto suyo como mio.

A mi abuelita, Maria Juana por ser el gran ejemplo de lucha y sabiduria, quien ha estado
conmigo en cada etapa y ha logrado plasmar amor, carifio y sobre todo esfuerzo en cada uno de

sus familiares.

A mis queridos hermanos, Daniel Alejandro y Ana Cecilia, quienes siempre han estado a mi
lado en cada momento y etapa. Su carifio y apoyo han sido una fuente inagotable de fuerza y

determinacion.
A mis mejores amigos, Yander Fernando y Ana Cristina, por su paciencia, comprension y
constante motivacion durante este arduo proceso. Su apoyo inquebrantable ha sido fundamental

para superar los desafios y mantenerme enfocado en mis objetivos.

Maria Cristina Guaman Ojeda



Agradecimientos

En primer lugar, agradezco a la Universidad Nacional de Loja, Area Agropecuaria y de
Recursos Naturales Renovables, carrera de Ingenieria Agrondmica, por proporcionar el
ambiente propicio para la investigacion y los recursos necesarios para llevar a cabo este estudio.
También agradezco al personal administrativo y a los profesionales de la biblioteca por su

asistencia y disposicion.

Agradezco a mi directora de tesis, Ing. Narcisa de Jesus Urgiles Gomez, PhD, por su guia
experta, paciencia y apoyo constante. Su orientacién fue fundamental para dar forma a este
proyecto y para mi crecimiento académico. De igual manera, a la biéloga Luisa Espinosa, Ing.
Lucia Quichimbo, por la disposicidn y sugerencias brindadas en las partes tecnicas del trabajo.

Agradezco a mis amigos cercanos y compafieros de estudio, Auliria, Angie, Karen, Eddy, Jairo,
Lenin, Yander, por las experiencias compartidas, las colaboraciones enriquecedoras y el apoyo
mutuo a lo largo de estos afios. Juntos hemos enfrentado desafios academicos y hemos

celebrado logros, creando recuerdos que atesoraré.

Un agradecimiento especial a mi familia por su amor incondicional, comprension y aliento

constante. Su apoyo emocional ha sido mi mayor fortaleza y motivacion.

Ademas, agradezco a mi mejor amigo que estuvo presente desde el inicio de esta etapa y gracias

a su apoyo y compafiia he podido culminar con éxito este proceso maravilloso.
Finalmente, agradezco aquellas personas que me acompafiaron al inicio de la carrera y
permitieron que continuara con este viaje académico, aquellos momentos vividos siempre seran

recordados con mucho amor y respeto.

Con gratitud,

Maria Cristina Guaman Ojeda

Vi



Indice de contenido

0] 75T £ i
(OF:T i 1) (0% Tod o] LTSS PPR PRI ii
F UL (o] T TSR OPPPURTPI iii
Carta de QULOTIZACION. ..........oiiiiieii ettt ettt e be e iv
D =To [Tor- (o] ¢ I- VTP U TP PR PP PP PR %
AGFA0ECTMIENTOS ...ttt ettt ettt ettt e st e et b e et e anbeenene s vi
INAICE 8 CONEENMITO ...ttt vii
INAICE B FIGUIAS ......vveeeeeececeeeeie ettt en e, iX
INAICE DB TADIAS ...ttt X
INAICE T8 ANEXOS ...ttt et s sttt es s e snsnens Xi

1. L L ] TP SURTR 1
2. RESUMEN ... 2
AADSEIACE ...t 3
3. INEFOTUCCION ...t 4
4. IMEAICO TEOTTCO ...ttt nne s 6
4.1. Generalidades de 18S MICOITIZAS ........coviiiiiieiieii e 6
4. 1.1 DEFINICION ..ottt 6
4.1.2. TIPOS U8 MICOITIZAS. .. ..eeeuieeeeteeeeeieeeeiteeestee e st e e s tae e st e e e ta e e e snbeeesnaeeesnsaeesnraeeaseeeas 6
4.1.3. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA) .........coovviiiiii e 7

4.2. Generalidades del CUItIVO 0€ PAPA .......vveeivieeiiie e 11
4.2.1. Centro de origen y distribucion del cultivo de papa ..........cccccoeveeviveeviiee e, 11
4.2.2. Produccion mundial y nacional del cultivo de papa.........ccccoovveeiiie e, 11
4.2.3. Importancia del CUtIVO .........c..oooiiiiiie e 13

5. Y 1=] oo [o] (oo - O PPPOTRR 14
5.1. Metodologia general............oouiiiiiii i 14
5.1.1. Ubicacion del &rea de MUESLIEO ..........cciuiiiiiiiiieiiieiiceie e 14

vii



6.

5.1.2. Ubicacion del Area de ENSAY0 .........c.ceiveiiieiieiiie e sie e see et nree s 15

5.1.3. Tip0 de INVESTIJACION .......eeviiniiiiie ittt 15
5.1.4. ANALISIS €STAUISTICO ...c.veevieiieie ettt 16
5.2. Metodologia por ODJELIVOS .........civiiieiieie e 16

5.2.1. Metodologia para el primer objetivo “Multiplicar los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) del cultivo de papa para mediante la aplicacion de cultivos trampa

elaborar un DiofertiliZante” .................uuiiii i 16

5.2.2. Metodologia para el segundo objetivo “ldentificar las caracteristicas morfologicas
de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizadores de raices del cultivo de

papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador” ...............ccoooiiiiiiiiiiii e 19
RESUITATOS ... 20

6.1. Resultados del primer objetivo “Multiplicar los hongos micorrizicos arbusculares

(HMA) del cultivo de papa para mediante la aplicacion de cultivos trampa elaborar un

DIOTRITIIIZANTE™. ....eeeeeeeeie e 20
6.1.1. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices de papa.........ccccevevveerveeeiiienesiinnens 20
6.1.2. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices del cultivo trampa...........ccccccuve.. 22
6.1.3. Obtencion del biofertilizante de HMA ..o, 24

6.2. Resultados del segundo objetivo “Identificar las caracteristicas morfologicas de los

hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizadores de raices del cultivo de papa nativa

de 1a Sierra Sur de ECUAOT” .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee sttt 26
6.2.1. Numero de esporas de HMA de 10s cultivos trampa ...........cccccveevveeeiiieeiiiec i, 26
6.2.2. Identificacion morfoldgica de 10S HMA............cooiiiiiie e 27

7. DISCUSTON ...tttk ekt b et ettt b e b e ne e 34
8. CONCIUSIONES. ...ttt ettt ettt nneas 40
9. RECOMENAACIONES ...ttt 41
10, BIBHOGrafi.....c.oei i 42
LI ANBXOS ittt 50

viii



Indice de figuras

Figura 1. Bosquejo de las caracteristicas morfoldgicas intercelulares de los hongos AM. (a)=
apresorios; (ar) = arbasculos de AM tipo Arum intercelular; (ar-c) = bobina arbusculada
y (¢) = bobina de AM intracelular de tipo Paris; (s) = espora interradical; (v) = vesiculas.

Figura 2. Etapas de desarrollo de las micorrizas arbusculares..............ccocoviiieiiiiieninnn, 10
Figura 3. Ubicacion de los sitios de muestreo de raices de papa nativa de la Sierra Sur de
ol = o[ OSSPSR 14
Figura 4. Puntuacion de colonizacion micorrizica y puntuacion de abundancia arbuscular. .. 18
Figura 5. Colonizacion de HMA en raices de papa nativa. F) Frecuencia de micorrizas, M)
intensidad de la colonizacion o grado de micorrizas en el sistema radicular, m)
intensidad de la colonizacion o grado de micorrizas en los fragmentos de la raiz, A)
abundancia de arbusculos en el sistema radicular, a) abundancia de arbdsculos en partes
de micorrizas de fragmentos e FaIZ. .........coovviiiiiiiiiie e 20
Figura 6. Observacion de estructuras microscopicas de HMA en raices de papa nativa bajo
lente de 10x y 40x. A) hifas (h) intracelular. B) hifa (h) extracelular de HMA. C) hifas
(h) y espora (e) de HMA. D y E) vesiculas (v) de HMA. F) arbusculos (a) de HMA. 21
Figura 7. Colonizacion de HMA en raices del cultivo trampa de cebollin (Allium
schoenoprasum) 12 semanas despues de la siembra en condiciones de invernadero. F)
Frecuencia de micorrizas, M) intensidad de la colonizacién o grado de micorrizas en el
sistema radicular, m) intensidad de la colonizacién o grado de micorrizas en los
fragmentos de la raiz, A) abundancia de arbusculos en el sistema radicular, a)
abundancia de arbusculos en partes de micorrizas de fragmentos de raiz. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). ........ccccceevvveeiiieeiiinnnn, 23
Figura 8. Observacién de estructuras microscopicas de HMA en raices de cebollin (Allium
schoenoprasum) bajo lente de 10x y 40x. A) hifas (h) extracelular de HMA. B) hifa (h)
intracelular. C) hifas (h) y espora (¢) de HMA. D y E) vesiculas (v) de HMA. F)
arblsculos (2) de HIMA. ... 24
Figura 9. Esquema de la obtencion del biofertilizante de HMA mediante la implantacion de

CURIVOS traAMPA. ... .eee et e et e e srra e e erae e e s naee e 25



indice de tablas

Tabla 1. Caracteristicas de los principales tipos de mMiCOrTizas..........cccoviveiiieiiieni i 6
Tabla 2. Clasificacion taxonémica del Phylum Glomeromycota de los HMA.............c.cccoeeee. 9
Tabla 3. Produccién mundial de papa POr PaIS .........eeieeririieiienie e 12
Tabla 4. Produccién nacional y principales provincias productoras de papa ..........c.cceeeevenne. 12

Tabla 5. Datos correspondientes a los puntos de colecta de cada muestra en las tres zonas de
351 (810 ] T PSSR 15
Tabla 6. Informacién de la cantidad, procedencia, planta hospedera y fecha de siembra de los
cultivos trampa empleados en la multiplicacion de HMA ...........cccooeoiveiie i, 25
Tabla 7. Resumen del namero de esporas / 100 g de suelo de los cultivos trampa inoculados
con micorrizas procedentes de las tres zonas de estudio...........cccceevvveiiveeviiieesiieeene, 27

Tabla 8. Descripcion morfoldgica de géneros de HMA identificados en tres zonas de estudio

Tabla 9. Resumen de la identificacion de las morfoespecies de HMA encontrados en las
muestras de suelo de los cultivos trampa inoculados con micorrizas de las tres zonas de
BSTUTIO ettt ettt 33



Indice de anexos

Anexo 1. Siembra de fragmentos de raices micorrizadas por HMA en cultivos trampa de

(07=] 1o | 110 S SUROPROPRURR 50
Anexo 2. Mantenimiento de los cultivos trampa a través del riego, fertilizacion y limpiado de
fUNAAs “SUNDAZS”. ...oiiiiiiiiie e 51
Anexo 3. Procedimiento para la tincibn de HMA en raices de papa y de cebollin (cultivo
EFAMIPA). ettt e bbbt 51
Anexo 4. Procedimiento para la siembra masiva de inéculo de HMA en cultivo trampa (papa
LR 12 ) I O PO U PO PP OPRT PP 52
Anexo 5. Procedimiento de aislamiento, conteo e identificacion de esporas de HMA. .......... 53

Anexo 6. Formulas para determinar la colonizacion total de HMA mediante el método de
Trouvelot et al. (1986)........coiuiiiiieiii et 53
Anexo 7. Certificacion de traducCiOn ADSIIACT. ...........coviiiieiiieiie e 54

Xi



1. Titulo

Establecimiento de la produccion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) asociados

al cultivo de papa nativa (Solanum spp.) a través de cultivos trampa.



2. Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos del suelo que
desempefian un papel importante en la nutricion, crecimiento, resistencia y tolerancia de las
plantas tanto a estrés abiotico como bidtico. Los HMA establecen simbiosis con alrededor del
80% de especies de plantas incluida la papa (Solanum spp.). El cultivo de papa es uno de los
cuatro cultivos mas importantes a nivel mundial después del arroz, trigo, y maiz. Por lo tanto,
el presente estudio se enfocd en multiplicar e identificar las caracteristicas morfoldgicas de los
HMA para el uso en el cultivo de papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador que comprende las
provincias de Loja, Azuay y Cafiar. Por lo cual, se tomaron muestras de raicillas de plantas de
papa nativa y se evalud el porcentaje de colonizacion de HMA antes de utilizarlas como
bioindculo de HMA, posteriormente se procedio a establecer los cultivos trampa utilizando
como planta huésped el cebollin y se evaluo el porcentaje de colonizacion de HMA después de
12 semanas. Finalmente, se realizd la caracterizacion de esporas de HMA para determinar
morfoespecies de HMA. Segun los resultados, el porcentaje de colonizacion por HMA en las
raices de las plantas de papa nativa obtenidas en campo fue mayor en el bioindculo de la
provincia del Azuay (90%) por el uso minimo de insumos quimicos. Mientras que el mayor
porcentaje de colonizacion de HMA de las raices de cebollin de los cultivos trampa se encontro
en el inoculo de la provincia del Cafiar, la cual esta relacionada con la conservacion de suelos
y de biodiversidad de microorganismos recalcando el hallazgo de 593 esporas de HMA en 100
g suelo. Ademas, se identificaron veinte morfoespecies de HMA pertenecientes a cuatro géneros
de HMA: Glomus, Acaulospora, Sclerocystis, Scutellospora, siendo el género Glomus el mas
abundante.

Palabras clave: Hongos micorrizicos, papa nativa, cultivo trampa, colonizacion de
HMA, morfoespescies de HMA.



Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are subterranean microorganisms crucial for plant
nutrition, growth, resilience, and resistance to both abiotic and biotic stressors. AMF form
symbiotic associations with approximately 80% of plant taxa, including Solanum spp., which
includes potatoes. Potato cultivation ranks among the top four global crops, alongside rice,
wheat, and maize. Therefore, this study aimed to propagate and characterize the morphological
traits of AMF for use in native potato cultivation in Ecuador's Southern Sierra, covering the
provinces of Loja, Azuay, and Carfiar. Native potato root samples were evaluated for AMF
colonization before being deployed as AMF bioinoculum. Subsequently, trap crops using chives
as host plants were established, and AMF colonization was assessed after 12 weeks. Finally,
AMF spores were characterized to identify AMF morphospecies. Results showed increased
AMF colonization in the roots of field-sourced native potato plants using bioinoculum from
Azuay province (90%), attributed to minimal chemical inputs. Conversely, maximal AMF
colonization in chive roots from trap crops occurred with inoculum from Cafiar province,
correlating with soil preservation and microbial biodiversity, evidenced by the detection of 593
AMF spores per 100 g of soil. Additionally, twenty AMF morphospecies belonging to four
genera were identified: Glomus, Acaulospora, Sclerocystis, and Scutellospora, with the genus
Glomus predominating.

Keywords: Mycorrhizal fungi, native potato, trap crop, AMF colonization, AMF

morphospecies.



3. Introduccion

Los microorganismos del suelo, como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
desempefian un papel clave desde el punto de vista agricola, ya que forman simbiosis con las
raices de las plantas, proporcionando un incremento en la absorcion de nutrientes y agua (Séry
et al., 2016), también han demostrado la capacidad de mejorar la tolerancia de las plantas tanto
hacia factores de estrés bi6ticos como abidticos (Augé et al., 2015) y aplican mecanismos que
protegen a la planta contra plagas y enfermedades (Weng et al., 2022). La mayoria de cultivos
agricolas como el trigo, el arroz, el maiz, la papa, el tomate, la cebolla, las legumbres y la soja
forman simbiosis con los HMA (Gao et al., 2020).

La papa (Solanum spp) es un tubérculo nativo de los Andes y es una de las especies mas
significativas que se cultivan en todo el mundo con fines alimenticios e industriales (Deja-
Sikora et al., 2020), cuenta con una produccion mundial de 376 millones de toneladas (Mt)
reportada en 2021 (FAOSTAT, 2023). En Ecuador, de acuerdo al Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (2022), para el afio de 2020, la produccion bruta del cultivo de papa alcanzo el valor
de 319 060 toneladas (t), en una superficie cosechada que bordeo las 13 000 hectareas (ha), con
un rendimiento promedio de 24,77 t/ha, siendo las provincias de Carchi, Cotopaxi, Chimborazo,
Tungurahua, Pichincha y Bolivar las de mayor produccion (Guzman et al, 2015).

El cultivo nativo de papa en la sierra sur de Ecuador enfrenta una falta de conocimiento
integral sobre la diversidad, identificacion y multiplicacion de los HMA asociados al mismo.
Este vacio de conocimiento dificulta las practicas agricolas sostenibles, obstaculizando la
preservacion de los recursos genéticos de la papa y limita el desarrollo de técnicas innovadoras
para mejorar la produccion de papa en la region. Por lo tanto, es necesario abordar el problema
de la comprensidn insuficiente y documentacion de las especies de HMA en el cultivo de papa
nativa, con el fin de optimizar la salud del cultivo, la productividad y, en Gltima instancia,
contribuir a la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria regional. Por otra parte, la
multiplicacion de HMA para su aplicacion a gran escala sigue siendo limitada debido a que son
microorganismos cripticos que viven exclusivamente en las raices de sus plantas huésped o
dentro del suelo como esporas o0 micelio latentes para poder sobrevivir.

En la actualidad, el crecimiento de la poblaciéon mundial se relaciona con la necesidad
de mejorar la produccion de alimentos (Sonnino y Ruane, 2013). Este desafio plantea una
importante tarea que requiere la innovacion en el desarrollo de técnicas agricolas, con el fin de
aumentar la productividad y, al mismo tiempo, mitigar el impacto ambiental asociado con la
agricultura (Etesami et al., 2021). Por ello, este estudio se fundamenta en los beneficios

potenciales que los HMA pueden brindar a los cultivos, como es el caso de la papa.



Investigaciones previas han demostrado que las plantas de papa con micorrizas presentan un
mejor crecimiento, tuberizacion, resistencia a patdégenos y productividad en comparacion con
las plantas sin micorrizas (Deja-Sikora et al., 2020). También, los HMA aumentan el contenido
de almidon, la materia seca y la gravedad especifica de los tubérculos en papa (Lone et al.,
2016). No obstante, obtener mayor identificacién y comprension de las asociaciones de HMA-
hospedador facilitaria la seleccién especifica de HMA para usar como indculo en préacticas
agricolas sostenibles (Senés-Guerrero y Schubler, 2016).

Ante la relevancia que presentan los HMA vy el cultivo de papa, el presente trabajo de
investigacion pretende hacer una evaluacion de la situacion micorrizico-arbuscular e identificar
los posibles géneros de HMA que colonizan los cultivos de papa nativa del Sur de Ecuador,
para lo cual, se seleccionaron varias localidades dentro de las provincias de Cafiar, Azuay y
Loja. Esta informacion es importante con el fin de generar bio conocimiento sobre las especies
de HMA que colonizan el cultivo de papa nativa y de esta manera brindar alternativas
ecoldgicamente saludables que promuevan una agricultura sustentable y sostenible a lo largo

del tiempo.

Objetivo general
Multiplicar e identificar las caracteristicas morfologicas de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) para el uso en el cultivo de papa (Solanum spp.) nativa de la Sierra Sur de
Ecuador.
Objetivos especificos
e Multiplicar los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) del cultivo de papa para
mediante la aplicacién de cultivos trampa elaborar un biofertilizante.
e Identificar las caracteristicas morfologicas de los hongos micorrizicos arbusculares

(HMA) colonizadores de raices del cultivo de papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador.



4. Marco teérico

4.1. Generalidades de las Micorrizas

4.1.1. Definicion

El término micorriza fue descrito por primera vez por Albert Bernhard Frank en el afio

1887, haciendo referencia a las asociaciones simbidticas o al tipo de convivencia que ocurre

entre dos 0 mas organismos mutualistas, no perjudiciales, que son las raices de la planta y

micelios de los hongos (Tenorio, 2021). Esté& asociacion raiz-hongo tiene un papel clave en el

mantenimiento de la productividad de las plantas en habitats naturales y agricolas (Brundrett y
Tedersoo, 2018).

4.1.2. Tipos de micorrizas

Brundrett y Tedersoo (2018) mencionan que, de acuerdo a los criterios de diferenciacion

morfologica de los tejidos de la raiz y los linajes de la planta hospedante, existen cuatro tipos

principales de micorrizas: micorrizas arbusculares (AM), ectomicorrizas (EcCM), micorrizas

ericoides (ErM) y micorrizas de orquideas (OrM) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los principales tipos de micorrizas

Arbuscular Ectomicorricico Ericoide (ErM) Orquidea (OrM)
(HMA) (EcM)
Dependencia Mayormente Mayormente Obligatorio Obligatorio para el
de la planta obligatorio obligatorio desarrollo de
(supervivencia (supervivencia con plantulas y nutricién
con competencia de adultos.
competencia reducida)
reducida)
Beneficios Nutricion Nutricion (nutrientes Nutricion Nutricion
para las (nutrientes minerales organicos (nutrientes (mineralizada,
plantas mineralizados), simples), proteccion minerales organicos  nutrientes organicos,
proteccion simples), energia de carbono),
limitada proteccion limitada proteccion limitada
Beneficios Energia de Energia de carbono, Energia de carbono,  Ninguno
para los carbono, habitat,  agua profunda de los habitat en raices y (probablemente no
hongos aguas profundas arboles. suelo a través de la puede soportar

de los arboles.

alelopatia.

hongos)

Fuente: Brundrett y Tedersoo, (2018).



4.1.3. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Chifetete y Dames (2020) describen a los HMA como microbios ubicuos del suelo que
forman asociaciones simbidticas bio troficas obligatorias con las raices de mas del 80 % de
plantas vasculares, incluidas las especies de cultivos mas importantes. Las especies de HMA se
encuentran en la mayoria de los habitats naturales y brindan una gama de servicios ecolégicos
importantes, por lo que reciben una atencién cada vez mayor por su uso potencial en la

agricultura sostenible (Chen et al., 2018).

4.1.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de los HMA.
Segun Rodriguez (2021), al momento de ocurrir la formacion de micorrizas se da origen
a una serie de cambios fisioldgicos en el hospedero, lo que conlleva la formacién de estructuras

de procedencia fungica como esporas, arbusculos, vesiculas e hifas (Fig. 1).

4.1.3.1.1. Esporas.

Las esporas son células reproductoras asexuales, que pueden estar de forma individual,
en masas 0 asociadas a especies vegetales. Estas estructuras generan resistencia a los cambios
ambientales desfavorables, por medio del engrosamiento de su capa o pared, permitiendo de

esta manera entrar en latencia y asi lograr supervivencia en el tiempo (Tenorio, 2021).

4.1.3.1.2. Arbusculos.

Los arblsculos consisten en ramificaciones dicotomicas de la hifa que se hallan en el
interior de la raiz, en esta estructura se llevan a cabo las actividades metabdlicas que

comprenden el transporte de nutrientes (Rodriguez, 2021).

4.1.3.1.3. Vesiculas.

Son 6rganos de paredes delgadas que se encargan de almacenar lipidos y glicolipidos,
se forman a partir del hinchamiento de una hifa terminal; estas estructuras pueden ser inter o
intracelulares y se encuentran tanto en el interior como en el exterior del parénquima cortical.
Cabe mencionar que las vesiculas no se encuentran presentes en todos los géneros de HMA
(Lalangui, 2018).



4.1.3.1.4. Hifas.
Ha et al. (2020) manifiestan que las hifas son estructuras filamentosas que en conjunto
forman un micelio. Existen tres tipos de hifas: las intercelulares que crecen entre la pared de las
células de la raiz, las intracelulares crecen dentro de la pared de las células de la raiz y las

extrarradicales que inician los puntos de colonizacién en una o varias raices (Souza, 2015).

intracellular Paris-type intercellular Arum-type

(a) (a)

v)

] ) —

(ar-c)

4% )

<@

Figura 1. Bosquejo de las caracteristicas morfologicas intercelulares de los hongos AM. (a)=
apresorios; (ar) = arbusculos de AM tipo Arum intercelular; (ar-c) = bobina arbusculada y (c) = bobina
de AM intracelular de tipo Paris; (s) = espora interradical; (v) = vesiculas.

Fuente: Willis et al. (2013).

4.1.3.2. Taxonomia y clasificacion de los HMA.

De acuerdo a Rodriguez (2021), los HMA pertenecen al phylum “Glomeromycota” que
posee alrededor de 200 especies aproximadamente, comprende a la clase “Glomeromycetes” y
cuatro 6rdenes: “Archaeosporales”, “Diversisporales”, “Glomales” y “Paraglomales” (Tabla
2).



Tabla 2. Clasificacion taxonomica del Phylum Glomeromycota de los HMA

Phylum Clase Orden Familia Género

Glomeromycota Glomeromycetes  Archaeosporales  Archeosporaceae Archeospora
Ambisporaceae Ambispora
Geosiphonaceae Geosiphon

Diversisporales

Acaulosporaceae
Diversisporaceae

Gigasporaceae

Pacisporaceae
Sacculosporaceae

Acaulospora
Corymbiglomus
Diversispora
Otospora
Redeckera
Cetraspora
Dentiscutata
Gigaspora
Intraornatospora
Paradentiscutata
Racocetra
Scutellospora
Pacispora
Sacculospora

Glomerales

Claroideoglomeraceae
Glomeraceae

Claroideoglomus
Funneliformis
Glomus
Rhizophagus
Sclerocystis
Septoglomus

Paraglomerales

Paraglomeraceae

Paraglomus

Fuente: Rodriguez, (2021).

4.1.3.3. Ciclo de vida de los HMA.

El ciclo de vida de los HMA empieza con la etapa simbidtica (Fig. 2), aqui se da la

germinacion de esporas de hongos en el suelo bajo condiciones ambientales favorables,
espontaneamente sin la presencia de la planta huésped (Chifetete y Dames, 2020). Sin embargo,
después de la germinacién, una vez que la espora o las raices de la planta con esporas estan
cerca de las raices de la planta huésped, ésta libera la fitohormona estrigolactona, que
desencadena la actividad fangica. A su vez, los HMA liberan lipochito-oligosacaridos
comunmente conocidos como factores Myc (Harrison, 2012), éstos inician una coordinacion
genética y metabolica del hospedador de HMA que fomenta la diferenciacion de las hifas y la
extension hacia las raices hospedantes (Chen et al., 2018).

Después de la fase pre simbiotica, se forman los apresorios, denominados hipopodio, en
las células epidérmicas de la raiz (Chifetete y Dames, 2020). A esto le sigue la formacion de

estructuras muy ramificadas denominadas como arbusculos intracelulares o bobinas de hifas vy,



al mismo tiempo, se da origen a la produccion de un micelio extraradical Unico (Huey et al.,

2020).
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Figura 2. Etapas de desarrollo de las micorrizas arbusculares.

Fuente: Huey et al. (2020).

4.1.3.4. Beneficios de los HMA en la agricultura.

Los HMA se encuentran en la mayoria de los habitats naturales y brindan una gama de

servicios ecoldgicos importantes, su interaccion simbidtica con las plantas permite obtener

beneficios en conjunto (Bennett y Groten, 2022). Segun algunos autores (Begum et al., 2019;
Willis et al., 2013; Leifheit et al., 2013; Kumar y Saxena 2019; Samuel y Veeramani, 2021;

Piliarova et al., 2019), los beneficios mas importantes en la agricultura son los siguientes:

Los HMA ayudan a las plantas hospedantes a regular al alza los mecanismos de
tolerancia y prevenir la regulacion a la baja de vias metabolicas clave.

El extenso micelio de los HMA permite obtener del suelo nutrientes como fdsforo,
nitrégeno, zinc, cobre, hierro, potasio, calcio, magnesio y otros. Ademas, pueden causar
un cambio en la absorcion de mas nutrientes al mismo tiempo, pero el efecto sobre los
nutrientes individuales puede ser diferente.

De acuerdo a varios estudios, se ha demostrado que la aplicacion de micorrizas puede
reducir de manera efectiva el uso excesivo de insumos de fertilizantes quimicos,
especialmente de fosforo. En este sentido, los HMA podrian considerarse como un
reemplazo de los fertilizantes inorganicos en un futuro cercano.

La inoculacion de HMA mejora la acumulacion de materia seca y aumenta la absorcion
de humedad del agua, lo que mejora la tolerancia de las plantas contra estrés como la
sequia y la salinidad. Este beneficio de tolerancia se debe especialmente a las hifas extra-

radicales que tienen la capacidad de expandirse en areas extensas y también se relaciona
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con el hecho de que los enddéfitos tienen un impacto en el aumento de la conductividad
de las hojas, la transpiracion y la ingesta de fésforo y potasio.

e Otros servicios importantes en contextos naturales y agricolas es la mejora de la
estructura del suelo y la reduccion de la lixiviacion de nutrientes del suelo.

e Adicionalmente, tienen el potencial de reducir el estrés de las plantas mediante la
acumulacién e inmovilizacion de metales pesados en suelos contaminados. Esto es
debido a que el metal pesado es inmovilizado por los acidos organicos exudados por las
hifas.

4.2. Generalidades del cultivo de papa

4.2.1. Centro de origen y distribucion del cultivo de papa

El cultivo de papa tiene su centro de origen en América del Sur. Segun reportes, este
cultivo se domestico en los Andes de Sudamérica, concretamente en el pais de Bolivia, entre
los lagos Titicaca y Poop0 hace aproximadamente 10 000 a 7 000 afios, no obstante, los
primeros vestigios se hallaron en el cafion de Chilca, al sur de Lima en Perl que datan de hace
10 500 arios de antigiiedad (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019).

Datiles y Acevedo-Rodriguez (2022) sefialan que la especie Solanum spp se encuentra
distribuida en las Indias Occidentales y las regiones altas de Mesoamérica, asi como en toda
Europa, en gran parte de Asia y en muchas otras regiones. En Ecuador el cultivo de papa se
encuentra distribuido principalmente en la region Sierra en las provincias de Cafiar, Carchi,
Chimborazo, Cotopaxi, Galapagos, Napo, Pichincha, Sucumbios y Tungurahua (Cuesta et al.,
2022).

4.2.2. Produccion mundial y nacional del cultivo de papa

El cultivo de papa se produce en un aproximado de 20 millones de hectareas de tierras
agricolas en todo el mundo y la produccidn total mundial del cultivo sobrepasa los 300 millones
de toneladas métricas (Devaux et al., 2010). EI mayor productor mundial de papa es China,

seguido de India, Ucrania, Rusia y Estados Unidos (Tabla 3).
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Tabla 3. Produccion mundial de papa por pais

Produccién Superficie Rendimiento
Pais Produccion (t) (KQg) (ha) (Kg/ha)
China 94 362 175 64,8 4 813 542 18 764
India 54 230 000 36 311 2 151 000 22 561,1
Ucrania 21 356 320 532 464 1319 900 17 049,8
Rusia 18 295535,1 152 474 1313 495 17 049,9
Estados Unidos 18 582 370 62 872 414 115 49 762,4

Fuente: FAOSTAT, (2023).

En Ecuador, de acuerdo a Guzman et al. (2015), la produccién se concentra
principalmente en las provincias de la sierra, siendo las provincias de Carchi, Cotopaxi,
Chimborazo, Tungurahua, Pichincha y Bolivar las de mayor relevancia (Tabla 4). De acuerdo
al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2022), para el afio de 2020, la produccion bruta del
cultivo de papa alcanzo el valor de 319 060 toneladas, en una superficie cosechada que bordeo

las 13 000 hectéareas, con un rendimiento promedio de 24,77 t/ha (Tabla 4).

Tabla 4. Produccion nacional y principales provincias productoras de papa

Provincia Superficie (ha) Produccién (t/ha) Rendimiento (t/ha)
Nacional 12 882 319 060 24,77
Carchi 4 468 138 642 31,03
Cotopaxi 3099 69 263 22,35
Chimborazo 2237 59 325 26,52
Tungurahua 1987 58 398 29,39
Pichincha 1425 42 052 29,51
Bolivar 1466 41 283 28,16
Azuay 1622 19 610 12,09
Canar 696 19 530 28,06
Loja 537 1589 2,96

Fuente: Ministerio de Agricultura y Ganaderia, (2022).

12



4.2.3. Importancia del cultivo

El cultivo de papa se ha convertido en el cuarto cultivo alimenticio més importante del
mundo después del arroz, maiz y trigo (FAOSTAT, 2023) y aproximadamente 1,4 mil millones
de personas consumen papa regularmente. También genera ingresos para los pequefios
productores, ofrece una fuente baja en grasas y alta en fibra de carbohidratos saludables ricos
en antioxidantes y nutrientes, poseen mas proteinas que el maiz y casi el doble de calcio (CIP,
2017). Ademas, el cultivo de papa genera menos emisiones de gases de efecto invernadero que
otros cultivos importantes (Datiles y Acevedo-Rodriguez, 2022).

Se han encontrado méas de 5 000 variedades de papas a nivel mundial, de las cuales
aproximadamente 4 000 variedades se encuentran en los Andes, cada una de estas variedades
se caracteriza por presentar diferentes formas, colores y tamafos (Dobnik et al., 2021). De
acuerdo a Torres et al. (2023), las variedades méas conocidas son: Uvilla, Yema de huevo, Leona

negra, Coneja negra, Coneja blanca, Pufia, Calvache, Chaucha colorada, Santa Rosa y Carrizo.
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5. Metodologia

5.1. Metodologia general

5.1.1. Ubicacién del area de muestreo

Las muestras del trabajo se tomaron en tres provincias del Sur de Ecuador: Loja, Azuay
y Canar (Fig. 3). Las mismas que se encuentran ubicadas en la cordillera sur de los Andes en la
Region Interandina o Sierra. La extension territorial es de 8 639 km? para Azuay, 3 908 km?
para Cafar y 11 066 km? para la provincia de Loja (Calero et al., 2016).
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Figura 3. Ubicacidn de los sitios de muestreo de raices de papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador.

En la provincia de Loja se colectaron cinco muestras en total de las parroquias de
Saraguro, San Lucas y Urdaneta. En Azuay se muestrearon las parroquias de Tomebamba, Dug
Dug y Chumblin pertenecientes a los cantones de Paute y San Fernando, en donde se obtuvieron
muestras de cinco variedades nativas. Con respecto a la provincia de Cafiar, se obtuvieron cinco
muestras de los cantones de Cafiar y Azogues, para ello se muestrearon las parroquias de

Chorocopte, Zhud, Ingapirca y Pindilig (Tabla 5).
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Tabla 5. Datos correspondientes a los puntos de colecta de cada muestra en las tres zonas de estudio

Altitud
Provincia Muestra Variedad Canton Parroquia  (msnm) Coordenadas Cddigo
Chaucha Latitud: 3° 31' 38"S UNL-BG-
1 negra Saraguro  Saraguro 3800 Longitud: 79°43'41"O  006-Lo
Latitud: 3° 37" 47" S UNL-BG-
2 Papanegra Saraguro San Lucas 2598 Longitud: 79°11'24" 0  035-Lo
Loja Latitud: 3° 36' 24" S UNL-BG-
3 Papanegra Saraguro Urdaneta 2428 Longitud: 79°12'49"0  037-Lo
Chaucha Latitud: 3° 37" 57" S UNL-BG-
4 amarilla ~ Saraguro Urdaneta 2644 Longitud: 79°11'37"0  038-Lo
Chaucha Latitud: 3° 37' 50" S UNL-BG-
5 amarilla Saraguro  Urdaneta 2532 Longitud: 79° 14'15" 0 039-Lo
Chaucha Latitud: 00° 22' 8,9" S UNL-BG-
1 roja Paute  Tomebamba 3326 |\ g 78°33'23,7" O 001-Az
Latitud: 00° 22'8,9" S UNL-BG-
2 Cuchicaca Pate Tomebamba 3326 Longitud: 78° 33'23,7" O 002-Az
Azua Chaucha Paute Latitud: 2° 42' 16,9" S UNL-BG-
y 3 amarilla Dug Dug 3390 Longitud: 78° 42'23,3" O 003-Az
Paute Tomebamba Latitud: 2° 42' 16,9" S UNL-BG-
4 Naranjilla (Paja) 3326 Longitud: 78° 42' 23,3" O 004-Az
San Latitud: 3° 7' 31,5" S UNL-BG-
5 Suscalefia Fernando Chumblin 2797 Longitud: 79° 14' 28,9" O 006-Az
Latitud: 2° 35'24,7" S UNL-BG-
1 Bolona Canar Chorocopte 3369 Longitud: 78° 57' 41,6" O 003-Cii
Nariz Latitud: 2° 35' 24,7" S UNL-BG-
2 morada Canar Chorocopte 3369 Longitud: 78° 57' 41,6" O 004-Cii
Cafiar Chaucha Latitud: 2° 26' 17" S UNL-BG-
3 amarilla Cafar Zhud 2986 Longitud: 78°54'14,9" O 020-Ch
Yema de Latitud:; 2° 34' 4,4" S UNL-BG-
4 huevo Canfar Ingapirca 3254 Longitud: 78°51'16" O 033-Cii
Chaucha Latitud:; 2° 37' 24,3" S UNL-BG-
5 amarilla  Azogues Pindilig 2749 Longitud: 78°41'17,1" O 035-Ch

5.1.2. Ubicacion del area de ensayo

El ensayo se llevd a cabo en el invernadero y laboratorio de fisiologia vegetal de la

FARNR de la Universidad Nacional de Loja, la misma que se encuentra en la Ciudadela

Universitaria “Guillermo Falconi Espinosa” sector la Argelia, perteneciente a la parroquia San

Sebastian de la Ciudad y Provincia de Loja.

5.1.3. Tipo de investigacion

El presente estudio es de tipo descriptivo no experimental mismo que tiene como

objetivo recopilar y describir informacion cualitativa y cuantitativa de las especies de HMA

existentes en las raices del cultivo de papa nativa en la sierra sur de Ecuador, se describiran sus
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principales caracteristicas morfoldgicas y su multiplicacion para la obtencion de in6culo de
HMA.

5.1.4. Anlisis estadistico

Los datos de las variables nUmero de esporas y porcentaje de colonizacion fueron
tabulados en el programa Excel y para comparar las medias se empleo el analisis estadistico de
ANOVA vy el test de Tukey en el programa InfoStat. Para la parte morfoldgica se utilizé un
archivo de Excel con las principales caracteristicas de las esporas de hongos micorrizicos como:
color, tamafio, forma, etc., de acuerdo al homepage: https://invam.ku.edu/classification

5.2. Metodologia por objetivos

5.2.1. Metodologia para el primer objetivo “Multiplicar los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) del cultivo de papa para mediante la aplicacion de cultivos

trampa elaborar un biofertilizante”

5.2.1.1. Colecta de raices.

En primer lugar, se procedio a retirar la planta de papa del suelo para cortar y seleccionar
las raices sanas, posteriormente se colocaron las raicillas en funda ziploc misma que fueron
correctamente etiquetadas con los datos de la provincia, canton y nombre de la especie nativa
encontrada. Una parte de las raices fueron introducidas en tubos de plasticos de laboratorio con
concentracion al 50% de alcohol para su conservacion luego de haber sido limpiadas con agua

para eliminar los residuos de suelo adheridos a las estructuras radiculares.

5.2.1.2. Siembra de cultivos trampa.

Primeramente, se colocd en cada maceta sustrato de arena de mina previamente
esterilizado en autoclave tres veces a 1,1 kg/cm?2 por un periodo de tres horas entre cada uno.
En las macetas con sustrato se realizé un hoyo en el centro y se coloc6 quince fragmentos de
raices de aproximadamente 2 cm de cada variedad por duplicado, junto a la raiz se sembraron
semillas certificadas de cebollin (Allium schoenoprasum). Seguidamente se llevd a cabo la
fertilizacion, para lo cual se coloco un gramo de fertilizante de liberacion lenta “Osmocote” en
cada maceta y después se reg6 cada maceta con agua destilada.

Las macetas se mantuvieron en fundas plasticas con filtro “Sunbags” (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany), las cuales permanecieron cerradas para evitar la contaminacion y

mantener un microclima adecuado para las plantulas, se dejé por un periodo de tres a cuatro
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meses a temperatura ambiente, en el invernadero de fisiologia vegetal de la Universidad
Nacional de Loja. El riego se llevd a cabo cada quince dias y la fertilizacion cada mes. Se
establecieron dos macetas por cada variedad encontrada en cada zona de estudio, dando un total
de 30 macetas.

5.2.1.3. Tincién de HMA.

La tincién de HMA se realiz6 en dos momentos, la primera cuando se colecto las raices
directamente en campo (raices de papa) y la segunda cuando se colecto las raices del cultivo
trampa (raices del cebollin) 12 semanas después de la siembra. Para esta actividad se colocaron
las raices de cada muestra en una caja petri y con ayuda de unas pinzas se procedio a lavar muy
bien con agua destilada para eliminar los residuos de suelo. Una vez que las raices se
encontraban limpias se colocaron en un tubo Falcon y se procedié a aclarar las raices, para lo
cual agregamos KOH al 10 % hasta cubrir la raiz por 25 min a 70°C, luego eliminamos el
reactivo del tubo y lavamos las raices tres veces con agua destilada. Seguidamente agregamos
HCL al 1 % por 10 min a temperatura ambiente para luego retirar el reactivo y agregar el azul
de metileno, incubamos por 25 min a 70°C. Se agreg6 acido lactico 50 % y se dejo reposar por
24 h, pasado el tiempo se retird el &cido lactico y se coloco nuevamente azul de metileno por

un tiempo de 25 min a 70°C.

5.2.1.4. Montaje de raices.

Luego de la tincion se procedid al montaje de las raices donde se obtuvieron 3 montajes
por muestra teniendo un total de 42 portaobjetos a evaluar. En cada portaobjeto se colocaron de
forma aleatoria 10 segmentos de las raices de 1 cm en paralelo. Los portaobjetos se cubrieron
con cubreobjetos aplicando PVLG (polivinil alcohol lactofenol), se dejaron secar durante 24 h
y se procedié a la observacion en el microscopio bajo un aumento de 10x y 40x. Este
procedimiento se llevo a cabo para las muestras de raices de papa y para las muestras del cultivo

trampa (raices de cebollin) 12 semanas después de la siembra.

5.2.1.5. Porcentaje de colonizacién.
Para evaluar la estimacion de la colonizacion de raices por HMA se baso en el método
de Trouvelot et al. (1986) donde se tienen en cuenta las siguientes variables: Frecuencia de
micorrizas en el sistema raiz (F %); intensidad de la colonizacién micorrizica en el sistema

radicular (M %); intensidad de la colonizacién micorrizica en los fragmentos de la raiz (m %);
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abundancia de arbusculos en partes micorrizicas de fragmentos de raiz (a %); abundancia de

arbusculos en el sistema radicular (A %) (Fig. 4).
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Figura 4. Puntuacion de colonizacion micorrizica y puntuacion de abundancia arbuscular.

Fuente: Trouvelot et al. (1986).

5.2.1.5. Siembra masiva en cultivos trampa.

Después de la multiplicacion inicial de indculos de hongos micorrizicos arbusculares,

se realizo la multiplicacion masiva de in6culos mediante cultivos trampa. Para ello, en canecas

de 0,4 m? se coloco 50 % arena de mina (Ar), 25 % de tierra negra (TN) y 20 % de materia

organica (MO) y 5 % tierra de las macetas de los cultivos trampa de cebollin (sustrato +

segmentos de las raices + micelio + esporas). En cada caneca se sembraron semillas de papa

nativa. Toda la configuracion del sistema se cultivd bajo condiciones controladas o

semicontroladas en invernadero para controlar facilmente la humedad y la temperatura. Se

establecié una cubeta por localidad, es decir, tres cubetas en total a manera de potenciar el

indculo de HMA para el cultivo de papa nativa en el campo.
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5.2.2. Metodologia para el segundo objetivo “Identificar las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizadores de
raices del cultivo de papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador”

5.2.2.1. Conteo de esporas de HMA.

La cuantificacion de esporas de HMA se realizard a través de la metodologia de
tamizado humedo y decantacion propuesta por Restrepo et al. (2019) con algunas
modificaciones. Se colocaron 15 g de suelo en un tubo de ensayo y se afiadié agua hasta cubrir
el suelo. Luego con ayuda de una espatula se procedié a mezclar el interior del tubo Falcon.
Posteriormente se vacié la muestra en un tamiz de 0,5 mm y agregamos agua para que pase la
mayor cantidad de muestra de suelo posible en el tamiz de 0,038 mm, esperamos a que se cuele
el agua sobrante y con ayuda de la espatula colocamos el suelo sobrante en un tubo Falcon.
Seguidamente se llevo a cabo la extraccion de las esporas usando un gradiente de centrifugacion
con sacarosa al 80 %, durante 5 minutos a 3 500 rpm. Las tres cuartas partes del contenido de
los tubos se depositaran en el tamiz de 0,038 mm, se lavo durante 3 minutos para retirar la
sacarosa Y se transfirio a un tubo Falcon. Luego de ello, colocamos la muestra resultante en un
filtro depositado en una caja de Petri, con el fin de realizar posteriormente el conteo de las

esporas en un estereoscopio. Este resultado fue expresado en nimero de esporas/ 100 g de suelo.

5.2.2.2. Caracterizacion morfoldgica.

Para llevar a cabo la caracterizacion morfolégica de los HMA, se seguira la metodologia
propuesta por Urgiles-Gomez et al. (2020) para lo cual se realizard montajes de las esporas
obtenidas anteriormente. Se colocO en un portaobjetos las esporas y se afiadid una gota de
Reactivo de Melzer y una gota de PVLG, y seguidamente se llevaran las placas al microscopio
para la observacion con el lente de 40x, para llevar a cabo la caracterizacion se basara en
criterios morfoldgicos de las esporas como: el tamafio, el color presentado al observar en el
microscopio, la forma de la espora, la coloracion de las capas y de las laminas de la espora al
reaccionar con el reactivo de Melzer. Los resultados seran comparados mediante el empleo de
las claves de International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular
Endomycorrhizal Fungi (2018) y las descripciones originales de Glomeromycota de la pagina
web AMF PHYLOGENY http://www.amf-phylogeny.com/
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6. Resultados

6.1. Resultados del primer objetivo “Multiplicar los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) del cultivo de papa para mediante la aplicacion de cultivos

trampa elaborar un biofertilizante”.

6.1.1. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices de papa

Para corroborar la presencia de simbiosis entre los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) y variedades de papa nativa se tifieron las raices colectadas directamente del campo y
se evaluaron al microscopio para determinar el porcentaje de colonizacion. En la figura 5 se
presentan los porcentajes de colonizacion de HMA en raices de papa en las tres zonas de estudio.
Los datos obtenidos no presentaron diferencias estadisticas significativas (p>0,05), sin
embargo, los porcentajes de las variables evaluadas variaron entre las zonas de estudio. El
porcentaje de frecuencia de micorrizas en el sistema radicular (F %) fue mayor en los
fragmentos de raices de las muestras de Azuay (90,7 %) con respecto a las de Loja (87,5 %) y
Canfar (60,7 %). Es importante resaltar que la colonizacion por parte de HMA en raices de papa
fue superior al 50 % en todas las muestras estudiadas, lo que quiere decir que todas las muestras

presentaron asociacion entre los HMA y el sistema radicular.
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Figura 5. Colonizacion de HMA en raices de papa nativa. F) Frecuencia de micorrizas, M) intensidad
de la colonizacién o grado de micorrizas en el sistema radicular, m) intensidad de la colonizacion o
grado de micorrizas en los fragmentos de la raiz, A) abundancia de arbusculos en el sistema radicular,
a) abundancia de arbdsculos en partes de micorrizas de fragmentos de raiz.
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A pesar de que la simbiosis micorrizica ha logrado establecerse en la raiz del cultivo de
papa, los porcentajes de intensidad de colonizacion (M % y m %) son bajos. Las muestras de
Azuay son las que presentaron mayor porcentaje de intensidad o grado de colonizacion de
micorrizas con 14,2 % para el sistema radicular y 10 % para fragmentos de raiz en comparacion
con las de Loja que mostraron los valores mas bajos de 3,7 % y 4,1 % para intensidad de la
colonizacion de micorrizas en el sistema radicular y en los fragmentos de la raiz
respectivamente.

Por otro lado, el rango de colonizacion por arbusculos tanto en el sistema radical como
en fragmentos de raiz fue de 0,5 % a 6,7 % y de 10,3 % a 28,4 % respectivamente (Fig. 5). La
mayor abundancia de arbusculos pertenecen a las muestras de Azuay, mientras que en Cafiar y
Loja la presencia de arbusculos fue minima, esto puede atribuirse a la posible necesidad de
nutrientes que se encuentran en el suelo o al corto tiempo de vida que poseen estas estructuras.
De igual manera se pudo contrastar la presencia de hifas, esporas y vesiculas dentro de las raices

de papa (Fig. 6).
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Figura 6. Observacion de estructuras microscopicas de HMA en raices de papa nativa bajo lente de 10x
y 40x. A) hifas (h) intracelular. B) hifa (h) extracelular de HMA. C) hifas (h) y espora (¢) de HMA. Dy
E) vesiculas (v) de HMA. F) arbasculos (a) de HMA.
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6.1.2. Porcentaje de colonizacion de HMA en raices del cultivo trampa

Para estimar el establecimiento y multiplicacion de los HMA se determind el porcentaje
de colonizacion 12 semanas después de la siembra, tiempo suficiente para que los HMA se
encuentren presentes en las raices de las plantas de cebollin, mismas que se utilizaron como
planta huésped para el cultivo trampa de HMA, ya que autores como Cruz y Mordn-Rios (2021)
mencionan que 4 semanas es el tiempo minimo para que se establezcan los HMA y colonicen.

Los resultados obtenidos respecto a la frecuencia de micorrizas en el sistema radicular
(F %) no presentaron diferencias significativas (p= 0,0865), aunque se observa que los
porcentajes fueron mayores a los encontrados a nivel de campo en raices de papa, siendo los
cultivos trampa inoculados con fragmentos de raices con micorrizas provenientes de la
provincia de Loja y Cafiar los que destacan al presentar mayor frecuencia de colonizacion con
98,3 % y 92,7 % respectivamente (Fig. 7). Caso contrario a los cultivos trampa cultivados con
indculos provenientes de la provincia de Azuay, donde se obtuvo un valor de 74,0 %. Sin
embargo, el porcentaje es superior al 50,0 %, lo que indica que si se establecié una simbiosis.

En cuanto a la intensidad de la colonizacion de micorrizas (M y m), indicador que
expresa la cantidad porcentual de estructuras fungicas en el interior de la raiz, presento
diferencias significativas en las muestras evaluadas (p= 0,0232 y 0,0203). Los cultivos trampa
establecido con inoculo procedentes de Cariar tienen la mayor intensidad o grado de micorrizas
con 36,1 % y 37 % de intensidad en el sistema radicular y en los fragmentos de la raiz
respectivamente. Mientras que el cultivo trampa establecido con raices colonizadas procedentes
de Azuay tienen los valores mas bajos de 5,8 % en el sistema radicular y 7,4 % en los fragmentos
de la raiz (Fig. 7). Hasta el momento se ha informado que existe la posibilidad de que se dé una
colonizacion especifica debido a la especificidad del hongo huésped, por ejemplo, los indculos
de HMA presentes en las muestras de Cafiar y Loja de este estudio pueden adaptarse mejor a
los cultivares de cebollin y es por ello que poseen mejores porcentajes de intensidad de

colonizacion de micorriza.
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Figura 7. Colonizacion de HMA en raices del cultivo trampa de cebollin (Allium schoenoprasum) 12
semanas después de la siembra en condiciones de invernadero. F) Frecuencia de micorrizas, M)
intensidad de la colonizaciéon o grado de micorrizas en el sistema radicular, m) intensidad de la
colonizacion o grado de micorrizas en los fragmentos de la raiz, A) abundancia de arbasculos en el
sistema radicular, a) abundancia de arbusculos en partes de micorrizas de fragmentos de raiz. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Al observar bajo el microscopio las raicillas tefiidas se constatdo la presencia de
arbusculos y mediante el analisis ANOVA se determind que el porcentaje de abundancia
arbuscular tanto en el sistema radical (A %) como en partes micorrizicas de fragmentos de raiz
(a %) tuvieron diferencias estadisticas significativas en los cultivos trampa de las tres zonas de
estudio (p= 0,0165 y 0,0009). Los mejores resultados de abundancia arbuscular en el sistema
radical se obtuvieron en las raices del cebollin inoculadas con los fragmentos de raices con
presencia de micorrizas procedentes de la provincia de Cafiar con un promedio de 9,8 % (Fig.
7). Respecto a la abundancia de arbdsculos en partes micorrizicas de fragmentos de raiz (a %),
los mejores valores promedios corresponden a las raices inoculadas con fragmentos de raices
con micorrizas obtenidas de la provincia de Cafiar y Loja con 25,9 % y 20,4 % respectivamente
(Fig. 7). Las estructuras mas comunes fueron las hifas, que aparecieron en todas las muestras,
también se encontrd algunas vesiculas (Fig. 8) por el hecho de que la formacion de estas
estructuras de almacenamiento depende del tipo de hongo micorrizico, de su desarrollo dentro

de la raiz y de los factores ambientales.
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Figura 8. Observacion de estructuras microscopicas de HMA en raices de cebollin (Allium
schoenoprasum) bajo lente de 10x y 40x. A) hifas (h) extracelular de HMA. B) hifa (h) intracelular. C)
hifas (h) y espora (e) de HMA. D y E) vesiculas (v) de HMA. F) arbusculos (a) de HMA.

6.1.3. Obtencion del biofertilizante de HMA

Una vez realizado el establecimiento y multiplicacion de HMA en plantas de cebollin
como cultivo trampa, se realizé la multiplicacién masiva del indculo obtenido en aquellos
cultivos con la finalidad de obtener material biologico de HMA para elaborar biofertilizante
para el cultivo de papa nativa, teniendo en consideracion que los biofertilizantes son una
combinacion de compuestos naturales que se utilizan para aumentar la fertilidad del suelo y son
una opcidn para el agricultor que le permite enfrentar los altos costos de la fertilizacién mineral
y disminuir los efectos contaminantes al ambiente. En la tabla 6 se presenta informacion de la
procedencia del bioindculo utilizado para el presente estudio, las especies de planta utilizada

como cultivo trampa y la respectiva fecha de siembra.
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Tabla 6. Informacion de la cantidad, procedencia, planta hospedera y fecha de siembra de los cultivos
trampa empleados en la multiplicacion de HMA

Cantidad Procedencia Planta hospedera Fecha (inicial-final)
10 macetas Loja Cebollin 20/10/2023 — 22/01/2023
10 macetas Azuay Cebollin 20/10/2023 — 22/01/2023
10 macetas Caiiar Cebollin 20/10/2023 — 22/01/2023
1 caneca Loja Papa nativa (UNL-BG-046-Lo)  02/02/2024 — XX/XX/XXXX
1 caneca Azuay Papa nativa (UNL-BG-009-Az)  02/02/2024 — XX/XX/XXXX
1 caneca Canfar Papa nativa (UNL-BG-057-Cfii))  02/02/2024 — XX/XX/XXXX

La obtencion del biofertilizante consistio en el empleo de tres unidades de propagacion
0 multiplicacion (canecas plasticas) que se procedieron a llenar con sustrato premezclado e
inoculante de HMA. Las semillas de las plantas hospedantes (papa nativa) se sembraron 5 cm
bajo la superficie y se cubrieron con una capa de sustrato y se regaron (Fig. 9). De esta manera
al cabo de un tiempo se dara el desarrollo y cosecha de la planta hospedera para obtener un
biofertilizante de hongos micorrizicos que puede ser empleado al cultivo de papa nativa en

campo.

Ar (50 %) + MO (20%) + TN (20 %) +
indculo multiplicado en CT (suelo, raices
cebollin, micelio, esporas) (10 %)

Inoculo nativo
(raices colonizadas
HMA) + arena
esterilizada (Ar)

Multiplicacion
masiva en cultivo
trampa (CT)

Multiplicacién en
cultivo trampa (CT)

Hospedante (papa nativa)

Hospedante (cebollin)

Figura 9. Esquema de la obtencion del biofertilizante de HMA mediante la implantacion de cultivos
trampa
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6.2. Resultados del segundo objetivo “Identificar las caracteristicas morfologicas
de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizadores de raices del cultivo

de papa nativa de la Sierra Sur de Ecuador”

6.2.1. Numero de esporas de HMA de los cultivos trampa

Al evaluar la densidad poblacional de esporas de HMA recolectado de los cultivos
trampa inoculadas con fragmentos de raices con micorrizas procedentes de tres zonas de
estudio, no existen diferencias significativas (p>0,05). Sin embargo, se observé mayor
promedio de namero de esporas en las muestras de suelo de los cultivos trampa inoculados con
HMA provenientes de la provincia de Cafiar con una cantidad de 593 esporas/ 100 g suelo,
seguido por la provincia de Loja con 220 esporas/ 100 g de suelo y finalmente Azuay con 143
esporas/ 100 g suelo (Fig. 10).
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Figura 10. Frecuencia de esporas de hongos micorrizicos arbusculares en 100 g de suelo obtenido de
cultivos trampa de cebollin (Allium schoenoprasum) cultivados a partir de fragmentos de raices con
presencia de micorrizas provenientes de tres provincias del Sur de Ecuador

En la Tabla 7, se muestra el resumen del nUmero de esporas presentes en cada una de
las muestras procedentes de las tres zonas de estudio. Se evidencié que el mayor nimero de
esporas totales corresponde a Cafiar; no obstante, el nimero de esporas por 100 g suelo difirio

en cada muestra una de las parroquias y provincias.
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Tabla 7. Resumen del nimero de esporas / 100 g de suelo de los cultivos trampa inoculados con
micorrizas procedentes de las tres zonas de estudio

. . Namero de NuUmero de esporas
Zona de estudio  Muestra Parroquia P

esporas totales

1 Saraguro 83
2 San Lucas 33

Loja 3 Urdaneta 13 220
4 Urdaneta 33
5 Urdaneta 57
1 Tomebamba 13
2 Tomebamba 10

Azuay 3 Dug Dug 57 143
4 Tomebamba 47
5 Chumblin 17
1 Chorocopte 10
2 Chorocopte 70

Canfar 3 Zhud 333 593
4 Ingapirca 67
5 Pindilig 113

6.2.2. lIdentificacion morfologica de los HMA

La determinacion de las morfoespecies se llevo a cabo mediante la caracterizacion de
las esporas respondiendo a rasgos morfoldgicos como el tamafio, la forma, el color y la textura
de la pared. Se encontraron en total veinte diferentes tipos de esporas (Tabla 8) en los cultivos
trampa inoculados con fragmentos de raices con presencia de micorrizas de tres provincias de
la sierra sur de Ecuador. Las fotografias se observan en microscopio compuesto a un aumento
de 40x y 63x para determinar las principales caracteristicas de las morfoespecies o morfotipos
de las esporas de HMA. Por cuestiones de tiempo para realizar el trabajo de titulacion y

presupuesto no se pudo identificar a nivel molecular.
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Tabla 8. Descripcion morfoldgica de géneros de HMA identificados en tres zonas de estudio

Especie

Caracterizacién morfoldgica

Loja

50pum

50um

50um

20pm

Género: Glomus spp M1

Color: Marrén oscuro a negro.

Forma: Subglobosa

Diametro: 50-60 pm.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensién: Ausente

Lugar de procedencia: Loja (San Lucas)

Género: Acaulospora spp M2

Color: Amarillo a crema.

Forma: Globosa.

Diametro: 50-60 um.

Numero de paredes: Tres (L1, L2y L3).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Loja (Saraguro)

Género: Glomus spp M3

Color: Marrén oscuro a negro.

Forma: Globosa a subglobosa
Diametro: 40-50 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Loja (Urdaneta)

Género: Glomus spp M4

Color: Crema, plateado.

Forma: Globosa.

Diametro: 20 pm.

NUmero de paredes: Tres (L1, L2y L3).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensidn: Presente

Lugar de procedencia: Loja (Urdaneta)
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Género: Scutellospora spp M5

Color: Marrén oscuro a negro.

Forma: Globosa a subglobosa
Diametro: 45-50 pm.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensién: Ausente

50pm Lugar de procedencia: Loja (Urdaneta)

Azuay

Género: Glomus spp M6

Color: Marrén oscuro a negro.

Forma: Globosa a subglobosa

Diametro: 100-150 um.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Azuay (Tomebamba)

Género: Glomus spp M7

Color: Marrén oscuro a negro.

Forma: Globosa a subglobosa.

Diametro: 5-10 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Azuay (Chumblin)

Cafnar

Género: Acaulospora spp M8

Color: Pardo rojizo a naranja

Forma: Globosa a subglobosa

Diametro: 100-150 um.

Namero de paredes: Dos (L1 y L2)
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Chorocopte)

100pm




Ye B

50um

10pm

50pm

10um

Género: Glomus spp M9

Color: Marrén claro a oscuro.

Forma: Globosa a subglobosa

Diametro: 50 pm.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensién: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Chorocopte)

Género: Glomus spp M10

Color: Marrén claro a marrén oscuro.
Forma: Globosa, subglobosa.

Diametro: 10-15 pm.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensién: Presente

Lugar de procedencia: Cafiar (Chorocopte)

Género: Glomus spp M11

Color: Marrdn claro a marrdn oscuro.
Forma: Globosa, subglobosa.

Diametro: 5-10 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Chorocopte)

Género: Glomus spp M12

Color: Amarillo, naranja a marrén claro.
Forma: Globosa, subglobosa.

Diametro: 5-10 um.

Namero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacién: No

Hifa de suspension: Presente

Lugar de procedencia: Cafiar (Chorocopte)

Género: Glomus spp M13

Color: Marrén oscuro a negro.
Forma: Globosa a subglobosa
Diametro: 30-40 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Zhud)
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Género: Sclerocystis spp M14

Color: Marrén claro a oscuro

Forma: Globosa a subglobosa
Diametro: 50-100 pm.

Numero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspensién: Presente

Lugar de procedencia: Cafar (Zhud)

Género: Acaulospora spp M15

Color: Amarillo claro a crema.

Forma: Globosa.

Diametro: 40-50 pm.

NuUmero de paredes: Tres (L1, L2 y L3).
Ornamentacion: Si

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Ingapirca)

Género: Acaulospora spp M16

Color: Amarillo claro a crema.

Forma: Globosa.

Diametro: 40-50 um.

Namero de paredes: Tres (L1, L2y L3).
Ornamentacion: Si

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Ingapirca)

Género: Glomus spp M17

Color: marron claro a crema.

Forma: Globosa.

Diametro: 40-50 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafiar (Ingapirca)
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Género: Glomus spp M18

Color: Amarillo claro a crema.

Forma: Globosa.

Diametro: 50 pm.

‘ Numero de paredes: Dos (L1y L2).
¢ Ornamentacion: No
S -~ { Hifa de suspension: Ausente
Lugar de procedencia: Cafar (Pindilig)

50um

Género: Glomus spp M19
Color: Pardo rojizo, marrén claro.
Forma: Globosa.
Diametro: 10 pm.
NuUmero de paredes: Dos (L1y L2).
Ornamentacion: No
Hifa de suspensién: Presente
10um Lugar de procedencia: Cafar (Pindilig)

Género: Glomus spp M20

Color: Pardo rojizo, marrén oscuro.
Forma: Globosa, subglobosa.
Diametro: 40-50 pm.

Nuamero de paredes: Dos (L1 y L2).
Ornamentacion: No

Hifa de suspension: Ausente

Lugar de procedencia: Cafar (Pindilig)

50um

No todas las morfoespecies se encuentran en las muestras de las tres zonas; se observa
que algunos de ellos suelen concentrarse o ausentarse en ciertas zonas. En este sentido, se
identificaron cinco morfoespecies procedentes de las muestras de Loja, dos de las muestras de
Azuay Yy trece morfoespecies de las muestras procedentes de Cafar (Tabla 9). Se evidencié al
género Glomus spp. conformarse como un género cosmopolita, ya que estuvo concurrente en
todas las zonas de estudio, sin embargo, su nimero varia en cada localidad o parroquia. También
se constato la presencia de otros géneros como Acaulospora spp., Scullespora spp. y Sclerocytis

spp., aungue en menor cantidad y diversidad.
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Tabla 9. Resumen de la identificacion de las morfoespecies de HMA encontrados en las muestras de
suelo de los cultivos trampa inoculados con micorrizas de las tres zonas de estudio

Zonade  Muestra Parroquia Género de HMA NuUmero de Numero total de
estudio Morfoespecies  morfoespecies
Loja 1 Saraguro Glomus spp M1 1
2 San Lucas Acaulospora spp M2 1
3 Urdaneta Glomus spp M3 1 5
4 Urdaneta Glomus spp M4 1
5 Urdaneta Scullespora spp M5 1
Azuay 1 Tomebamba Glomus spp M6
2 Tomebamba Glomus spp M6 1 )
3 Dug Dug Glomus spp M6
4 Tomebamba Glomus spp M6
5 Chumblin Glomus spp M7 1
Canar 1 Chorocopte Acaulospora spp M8,
Glomus spp M9, 3
Glomus spp M10
2 Chorocopte Glomus spp M11, 2
Glomus spp M12
3 Zhud Glomus spp M13, 2
Sclerocytis spp M14
4 Ingapirca Acaulospora spp M15,
Acaulospora spp M16, 3 13
Glomus spp M17
5 Pindilig Glomus spp M18,
Glomus spp M19, 3

Glomus spp M20

*M: morfoespecies de HMA
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7. Discusion

En la presente investigacion, el mayor porcentaje de frecuencia de micorrizas en el
sistema radicular (F %) del cultivo de papa corresponden a las muestras de Azuay (90,7 %).
Resultados que se contradicen a los obtenidos por Rodriguez y Serrano (2011) quienes en su
estudio encontraron el porcentaje més alto de colonizacion en el cultivo de papa en el sector de
Loja-Carboncillo (69.9 %) y los valores mas bajos se encontraron en las provincias de Cafar
(3.3 %), igualmente autores como Cesaro et al. (2008) en su estudio en dos areas de cultivo de
papa en ltalia, encontraron niveles muy bajos de colonizacion de 5,5y 2,1%. Esto se puede
justificar debido a que las condiciones edaficas y climéticas de la region juegan un papel
determinante en la dindmica de colonizacién de los HMA (Barrer, 2009) afectando su intensidad
de colonizacion en la planta hospedante. Autores como Scagel et al. (2005) han informado que
la intensidad de colonizacion de raices por HMA puede disminuir en suelos debido a los altos
niveles de disponibilidad de nutrientes, es decir que el aumento de las tasas de fertilizacion
disminuye la colonizacién de los HMA por lo que puede ser responsable de algunas de las
diferencias en la frecuencia e intensidad de la colonizacién que detectamos en las diferentes
zonas de estudio. Por su parte, Hoeksema (2010) manifiesta que la intensidad de colonizacion
micorrizica y la respuesta de la planta a esta colonizacion, muestra una variacion genética
hereditaria sustancial dentro de las especies de plantas y hongos y por lo cual tienen el potencial
para responder a la seleccidn coevolucion, que se encuentra desarrollando un papel importante
en el impulso de la diversificacion dentro y entre las poblaciones de plantas y HMA. Ademas,
de acuerdo a Garzon (2016), la efectividad de la accion de las micorrizas puede variar en
diferentes épocas del afio 0 en una temporada especifica. Por ejemplo, en su estudio, Da silva 'y
Cardoso (2006) evaluaron la colonizacion de micorrizas arbusculares en plantas de copoazu
(Theobroma grandiflorum) y pijuayo (Bactris gasipaes) en época lluviosa y seca, determinando
que en el caso del copoazt hubo mayor colonizacion de micorrizas en época lluviosa (21,93%)
que en época seca (7,19%). Por el contrario, el pijuayo presentd una mayor colonizacion en
época seca (43,95%) que en la lluviosa (13,54%).

Adicionalmente, se recalca que los cultivos de papa en la provincia de Azuay se
encontraban bajo sistemas de monocultivo, mientras que en la provincia de Loja la produccion
de papa nativa se hace bajo sistema de chakras (variedad de cultivos). En este sentido, la
interaccion de los HMA con el monocultivo por ciclos consecutivos sin que se roten otros
cultivos puede ser otro factor determinante para la reduccién de diversidad de HMA y, por ende,

de su colonizacidn en cultivos posteriores. Segun Cervantes-Gamez et al. (2021), la diversidad
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genética y funcional de los géneros y especies de HMA asociados con la misma especie huésped
pueden presentar diferencias relacionadas con la capacidad de esporulacién y de colonizacion.
Lo cual se relaciona a lo mencionado por Verbruggen et al. (2012) quienes manifiestan que la
abundancia de HMA estd asociada negativamente con la produccién agricola intensiva.
Particularmente se sefiala a la labranza, los altos niveles de nutrientes (especificamente fosforo)
y los frecuentes periodos de barbecho factores que reducen o disminuyen la abundancia absoluta
de propagulos viables de HMA, como las esporas y el micelio infeccioso para la colonizacion.
Es importante comentar que algunas especies pueden ser mas tolerantes a las practicas agricolas,
mientras que otras pueden ser muy sensibles a ellas (De La Cruz-Ortiz et al., 2020).

A esto se incluye que el factor altitud también influye en la colonizacién de los HMA,
Senés- Guerrero et al. (2013) encontraron que, en los campos de papa de la zona andina, la
mayor colonizacién de HMA ocurrié a mayor altitud (4 075 msnm) tanto en muestras de suelo
como de raices. Por su parte, Lugo et al. (2018) mencionan que la riqueza, diversidad y niveles
de colonizacion de HMA en pastos de la region de Puna en América del Sur se correlacionaron
negativamente con el aumento de la altitud. Mientras que Alba (2019) en su estudio determino
el promedio del factor altitud en relacién a colonizacién micorrizica, encontrando que existe
diferencia estadistica significativa entre ellos; el porcentaje mas alto se reporté en 800-1000
m.s.n.m con 17,42 %, mientras que el mas bajo se report6é en 1000-1200 m.s.n.m con 14,23%
Estos datos coinciden con Coral (2015) quien determiné que el mayor porcentaje de
colonizacion micorrizica fue alcanzado a una altitud de 800—-1000 m.s.n.m.

En las tres zonas de estudio se observaron estructuras micorrizicas como hifas, esporas
y vesiculas, resultado de la simbiosis entre los hongos micorrizicos y la raiz del cultivo de papa.
También se contrastd la presencia de arbusculos, aunque fue baja sobre todo en las muestras de
Loja y Cafiar. Feijoo (2014) menciona la presencia de arbusculos como un indicativo de
actividad metabolica asociada al transporte de sustancias a través de la membrana; esto puede
explicar que al momento de realizar el muestreo a planta ya no estaba en un proceso activo de
intercambio de nutrientes en cuyos casos los arbusculos mueren y su presencia en las placas
tefiidas es nula o casi nula. Si bien los resultados muestran que todas las muestras evaluadas en
las tres zonas de estudio tuvieron porcentajes mayores al 50 %, relacionando a lo que algunos
autores como Pérez-Luna et al. (2012) han sugerido que el porcentaje minimo de colonizacion
de HMA debe ser superior al 40% para que favorezca la relacién simbidtica con la planta y
sirva como indicador bioldgico de la calidad del suelo y ademas constituyen un buen referente
para su utilizacion como bioindculo o biofertilizante, de acuerdo a Lohman et al. (2018) los

trozos de raices de cultivos colonizados, las esporas micorrizicas y las hifas micorrizicas viables
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como propagulos activos de los HMA que pueden usarse como inoculo para "infectar o
inocular" otras plantas. Aun asi, cabe mencionar que el porcentaje de colonizacién no ha sido
referenciado como un indicador del rendimiento, autores como Del Pozo (2015) manifiesta que
incluso niveles muy bajos de colonizacion pueden tener un impacto positivo en la produccion
de papa.

En la segunda etapa, referente al establecimiento y multiplicacion de los HMA en los
cultivos trampa de cebollin, se determinaron valores superiores de frecuencia micorrizica (F %)
a los estimados inicialmente en campo en las muestras de Loja y Cafiar. Por su parte, los cultivos
trampa de HMA inoculados con fragmentos de raices de papa nativa con micorrizas procedentes
de Azuay, los porcentajes obtenidos fueron menores a los porcentajes estimados en las raices
de papa a nivel de campo. Aun asi, el porcentaje obtenido es bueno ya que es superior al 50 %,
indicando que si se establecio simbiosis. Aungue es importante resalta que, obtener porcentajes
inferiores a los colectados a nivel de campo puede deberse a ciertos factores como lo manifiesta
Cuenca et al. (2003), quienes reportaron que la propagacion de HMA en cultivos trampa
presenta dificultades porque no se pueden reproducir las condiciones naturales exactas; esto
provoca un sesgo hacia la proliferacion de especies que son capaces de tolerar las condiciones
de invernadero y que se asocian mejor con la planta huésped en las condiciones especificas del
cultivo trampa, no obstante los HMA pueden acoplarse a condiciones controladas, solo que se
requiere mas tiempo para su proliferacion, ya que los HMA siendo unos hongos simbiético es
menester de un huésped o planta desarrollando sus capacidades fisioldgicas para que se dé una
asociacion simbidtica entre hongo-planta. Existen estudios que indican que la diversidad de
hongos en las raices de una planta puede facilitar la persistencia de simbiontes de baja calidad,
lo que deriva en un beneficio de crecimiento muy limitado para su hospedero (Hart et al., 2012),
puede que la colonizacién micorrizica haya sido mayor en Azuay en condiciones de campo,
pero existe la posibilidad de que estos simbiontes no sean los mas favorables para las plantas
de cebollin debido a la experimentacion de adaptabilidad en condiciones de invernadero, si se
cambia las condiciones propias de su medio y también factores como el tipo de suelo o sustrato
utilizado y su manipulacién también pueden incluir la amplia variedad de especies de plantas
utilizadas para propagar HMA en cultivos trampa (Yao et al., 2010). Estos resultados indican
que los hongos micorrizicos responden de manera diferente segun la especie huésped. Por lo
tanto, estas diferencias podrian resultar en una presién selectiva que favorece ciertas
combinaciones huésped-hongo (Aguilar et al., 2013). Hasta el momento se sabe que la
colonizacion radicular esta relacionada a la familia de HMA a la que pertenece, por lo que la

capacidad de colonizacion es muy variada. Segun Hart y Reader (2002) los hongos de la familia
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Glomerales colonizan principalmente sistemas de raices a partir de un fragmento hifal y la
colonizacidn de raices por Diversisporales comienza a partir de esporas, esto implica que los
hongos de la familia Diversisporales son colonizadores mas lentos que los miembros de los
Glomerales. Las diferencias en las estrategias de crecimiento entre estos hongos sugieren que
el manejo agrondmico del suelo puede tener un impacto importante en la diversidad de los HMA
y, por lo tanto, en el papel que desempefian dentro de un ecosistema. (Acosta, 2021). Por su
parte, Klironomos y Hart (2002) evaluaron las habilidades de ocho especies de HMA
pertenecientes a cuatro géneros diferentes para colonizar raices aplicando tres tipos diferentes
de indculo, corroborando que los aislamientos de Glomus y Acaulospora colonizaron con todos
los tipos de indculo examinados, mientras que los aislamientos de Gigaspora y Scutellospora
colonizaron principalmente con esporas y en un grado limitado con fragmentos de raices.

Las raices de cebollin inoculadas con las muestras de Azuay presentaron escasa y nula
presencia de arbdsculos en comparacion con los cultivos trampa inoculados con HMA
procedentes de Loja y Cariar, puede relacionarse por el hecho que estas estructuras son de vida
corta, con ocurrencia estacional y de formacion sensible a la variacion de los factores
ambientales y metabolismo fisiologico de la planta hospedante (Parra-Rivero et al., 2018).
Cano-Santana (2008) menciona que la vida de un arbdsculo es muy corta de 8 y 14 dias
aproximadamente, luego de este tiempo el arbusculo se degrada o entra en un periodo de
senescencia, donde al final suelen desaparecer (Javot el al., 2007). Los arbusculos son los
responsables de la transferencia bidireccional de nutrientes durante la simbiosis planta-hongo y
se encuentra determinada por la capacidad de administrar fosfatos y otros nutrientes, por lo cual
la planta emplea un mecanismo para mantener los mas eficientes y eliminar el resto mediante
una degradacion temprana (Parniske, 2008).

Nuestros resultados muestran que el empleo de una especie herbacea como el cebollin
(Allium schoenoprasum) tuvo buena adaptacion por parte de los in6culos de HMA procedentes
de Loja y Cariar. Segun Tucto (2023) el uso de una especie herbacea como es el caso del llantén
(Plantago lanceolata) también le permitio obtener valores altos de colonizacion (mayor al 50
%) e igualmente Ochoa (2023) empled Plantago lanceolata como cultivo trampa obteniendo
porcentaje de colonizacion de 19,4 %. Por su parte, Cabrera (2023) realiz6 la propagacién y la
caracterizacién morfoldgica de consorcios de hongos micorrizicos arbisculares (HMA) nativos
mediante la aplicacion de maiz (Zea mays) como cultivo trampa. Por tal motivo, se puede
utilizar diversas especies de plantas como cultivo trampa, lo que se necesita es que produzcan
bastante biomasa foliar y radicular para garantizar la colonizacién de los HMA durante mayor

tiempo y de esta manera potenciar la multiplicacion de HMA vy asociarlo a los cultivos
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potenciales (Noboa et al., 2018). A su vez, obtener valores muy altos de colonizacién de las
muestras procedentes de Loja y Canfar, se relaciona a la presencia de estructuras micorrizicas
en todas las categorias, lo que permite afirmar que hay cierto grado de dependencia entre la
planta y el HMA, elemento de gran importancia debido a que, en la simbiosis micorrizica, el
hongo permite el incremento en la adquisicion de nutrientes, al mismo tiempo que la planta
proporciona compuestos carbonados para el crecimiento del hongo (Flores y Cuenca, 2004).

En la figura 9, se puede observar que el mayor nimero de esporas se encuentran en las
muestras de suelo de los cultivos trampa inoculados con HMA procedentes de Cafar y la menor
cantidad de esporas se obtuvieron en las muestras de suelo de los cultivos trampa inoculados
con fragmentos de raices con micorrizas procedentes de Azuay. Nuestros resultados fueron
contradictorios a los reportados por Rodriguez y Serrano (2011) quienes mediante el empleo de
Plantago lanceolata como cultivo trampa, obtuvieron nula produccion de esporas de HMA
provenientes de las zonas de Azuay, Cafar y Loja, esto debido quiza a que las condiciones en
las que se mantuvieron los cultivos no fueron las adecuadas para promover la esporulacion de
los hongos, encontrandose Unicamente en estado vegetativo. Ademas, Cabrera (2023) en su
trabajo en maiz como cultivo trampa obtuvo un total de 320 esporas/100 g de suelo, mientras
que, Ochoa (2023) empleando Plantago lanceolata encontré un mayor nimero de esporas de
197 esporas/100 g suelo. Segun Ledn (2006), la formacion de esporas comienza entre la tercera
y cuarta semana después de la colonizacion de la raiz, otras tardan de seis meses a un afio. Sin
embargo, la produccion masiva de esporas de HMA siempre ha sido una limitante para la
aplicacion y uso permanente en diversos cultivos, particularmente en el caso del cultivo de papa.
Las dificultades para obtener grandes cantidades de indculo de HMA y la explotacién comercial
todavia sigue estando en investigacion inicial. Las poblaciones de esporas de HMA en cantidad
y calidad, dependen de las diferentes practicas de su propagacion, cultivos de procedencia,
presencia de otras especies, caracteristicas de los suelos de los indculos, las condiciones
ambientales, sustratos y tipo de hospedante (Kadian et al., 2018). La principal razén por la que
relacionamos la cantidad de esporas encontradas en los cultivos trampa establecidos es debido
a que para promover la esporulacidén se sometio a estrés hidrico a las plantas trampa 15 dias
antes del aislamiento y extraccion de esporas. Ademas, autores como Ochoa-Meza et al. (2009)
mencionan que existe una relacion entre la senescencia de la planta y la reproduccion de los
HMA a través de esporas.

Los morfotipos identificados a nivel de esporas mas frecuentes corresponden a los
géneros Glomus y Acaulospora, el primer género se encontrd en los suelos de los cultivos

trampa inoculados con fragmentos de raices con micorrizas procedentes de Cafiar, Loja y
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Azuay, mientras que el segundo genero se encontrd solo en muestras de suelo de cultivos trampa
inoculados con muestras procedentes de Cafar y Loja. Estos resultados obtenidos concuerdan
con los descritos por Rodriguez y Serrano (2011) en donde determinaron que los géneros méas
frecuentes en las zonas de Cafiar, Loja y Azuay corresponden a Glomus y Acaulospora. De
igual manera, Hijri et al. (2006) en un estudio a nivel molecular de las comunidades de HMA
presentes en ecosistemas cultivados reportd que Glomus y Acaulospora fueron los géneros mas
frecuentes. Por su parte, Cabrera (2023) encontré que el género Glomus fue el mas
representativo, seguido de los géneros Acaulospora, Gigaspora, y Scutellospora, al igual que
Ochoa (2023) quien manifiesta que los géneros encontrados en su trabajo corresponden a
Glomus, Acaulospora, Sclerocystis y Gigaspora Los autores Varela y Trejo (2001), mencionan
que existen micorrizas arbusculares que presentan una dominancia en determinadas
comunidades vegetales especialmente en las de importancia agricola y horticola y que tal
dominancia esta correlacionada con el estado de los suelos y las latitudes bajas.

Ademas, cabe mencionar que, en la mayoria de los suelos, las comunidades de HMA se
componen de varias especies, de las que tres o cuatro son dominantes en términos de
esporulacion, mientras que la mayoria de las especies restantes producen bajas cantidades de
esporas. De esta manera, las esporas encontradas solo representan a aquellas especies que han
logrado una biomasa suficiente dentro de la raiz y que les ha permitido desarrollar mas esporas
(esporulacién) de HMA (Lugo et al., 2018). Ademas, Trejo (2013) destaca que la utilizacion de
cultivos trampa para multiplicacién de HMA permite complementar los estudios de diversidad,
ya que en ellas a menudo se desarrollan otras especies que no pueden ser observadas en el suelo
directo del sitio debido a que las condiciones de las macetas pueden ofrecer condiciones mas
favorables para el establecimiento de diversas especies de HMA, sobre todo en el caso que se

empleen diversas plantas trampa.
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8. Conclusiones

Se logré multiplicar hongos micorrizicos arbusculares (HMA) procedentes del cultivo
de papa nativa mediante el manejo integrado de los cultivos trampa utilizando las plantas
huésped de cebollin comprobando que la multiplicacion de las esporas de HMA se da a
partir de las 12 semanas en adelante.

La evaluacion de los porcentajes de colonizacidn en raices de papa sirviéo como medida
de referencia, indicando la presencia inicial de los HMA 'y su relacion simbidtica con el
cultivo de papa nativa, mientras que el porcentaje de colonizacién en raices de cebollin
demostré la multiplicacion y establecimiento exitoso de los HMA en el cultivo trampa
apto para ser utilizado como biofertilizante el cual contiene propagulos de raices,
esporas e hifas de HMA.

En general, la aplicacion de cultivos trampa de cebollin ha demostrado su potencial
como metodo viable para multiplicar los HMA a partir de las 12 semanas en adelante y
luego promover su utilizacion en el cultivo de papa nativa como biofertilizante.

El mayor nimero de esporas se encontrd en las muestras de suelo de los cultivos trampa
inoculados con HMA procedentes de las provincias de Cafar y de la provincia de Loja
con 593 y 220 esporas de HMA en 100 g suelo respectivamente.

Mediante la observacion y caracterizacion morfologica de esporas de HMA se ha
logrado identificar veinte morfoespecies de HMA que colonizan las raices de cultivos
nativos de papa en la Sierra Sur de Ecuador. El estudio revelé que los colonizadores de

HMA mas representativos se encontraban en el género Glomus y Acaulospora.
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9. Recomendaciones

e Se identifico morfoespecies de HMA en los cultivos trampa inoculados con muestras de
las tres provincias de estudio; sin embargo, se recomienda realizar trabajos que incluyan
identificacion y colonizacion con técnicas moleculares para tener con exactitud un
reconocimiento del género y determinar si la colonizacion es efectiva en las raices.

e Multiplicar morfoespecies de HMA en los cultivos trampa inoculados con muestras de
raices de papa nativa o suelo de los cultivares de papa, ademas seleccionar plantas
hospederas de ciclo corto ademas del cebollin (Allium schoenoprasum), el llantén mayor
(Plantago lanceolata), ayarosa (Tagetes erecta), maiz (Zea mays) lechuga (Lactuca
sativa) u otras para potenciar la biodiversidad de las comunidades de HMA y potenciar
el bioindculo a gran escala a través de pellets de biofertilizantes.

e Varios autores han referenciado a los HMA como microorganismos que intervienen
positivamente en el crecimiento y establecimiento exitoso de las especies vegetales, es
necesario desarrollar proyectos de sistemas productivos sostenibles en los cuales se
potencien los cultivos trampa con técnicas de manejo la aplicacion y/o inoculacion de
micorrizas sobre todo en especies nativas como la papa nativa.

e Realizar ensayos de fertilizacion con el bioinoculo o biofertilizante a través de cultivos
trampa y con las especies de HMA identificadas, en plantas de papa nativa u otros
cultivos agricolas, para determinar su influencia en el rendimiento y produccion de papa
nativa debido a que las comunidades de los hongos micorrizicos o simbidticos permiten

mantener una agricultura sustentable y amigable con medio ambiente.
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11. Anexos

Anexo 1. Siembra de fragmentos de raices micorrizadas por HMA en cultivos trampa de cebollin
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Anexo 2. Mantenimiento de los cultivos trampa a través del riego, fertilizacion y limpiado de fundas
“sunbags”
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Anexo 3. Procedimiento para la tincion de HMA en raices de papa y de cebollin (cultivo trampa)
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Luego de tener las raices

e

Verter las raices en tubos y Lavar con abundante agua y

en tubos con alcohol al adicionar KOH al 10 % hasta agregar HCL al 1 % por 10 mina

50% se procede a lavarlas. cubrir la raiz e incubamos por 25 temperatura ambiente. Retirar el
min 2 70°C. reactivo v adicionar azul de

metileno e incubamos por 25 min

a70°C.
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Agregar acido lactico al 50 % vy dejar

Observacién y cuantificacion de porcentaje de reposar por 24 h, luego 1"etirar y coloc:g'
colonizacién mediante la escala de Trouvelot et al., azul de metileno Ppor un tiempo de 25 min
(1986) a 70°C. Se realiza el montaje raices en
portaobjetos

Anexo 4. Procedimiento para la siembra masiva de in6culo de HMA en cultivo trampa (papa nativa)

Multiplicacion inicial de
inoculos de HMA en CT
(cebo_llin)

Arena esterilizada (50%) + Tierra
negra ( 25 %) + Materia organica
(20 %)

Inoculo de HMA: suelo con raices,
micelio, esporas

Hospedante (papa nativa)
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Anexo 5. Procedimiento de aislamiento, conteo e identificacion de esporas de HMA

Agregamos Centrifugar 5
sacarosa 80 % min a 3500 rpm

S

Vaciar el
sobrenadante tamiz
de 38 um v lavar
muy bien

¥

Colocamos en el
tubo Falcén

Pesar 30 g de Identificacion de
suelo morfotipos de HMA

Vaciar en el \
tamiz de 250 v « ‘ _

38 um A 8

L ek e =

Mezclar 30 sy Conteo y
reposar 20 s separacién esporas

L o

Colocar en tubos
Falcén

Anexo 6. Férmulas para determinar la colonizacion total de HMA mediante el método de Trouvelot et
al. (1986).

Frecuencia de micorrizacion: F% = (nimero de fragmentos de micorrizas/nimero total de fragmentos
observados) x 100

Intensidad de micorrizacion: M% = (95n5+70n4+30n3+5n2+nl) / (numero total de fragmentos
observados)

Donde n5= niimero de fragmentos de micorrizas clasificados 5, n4= nimero de fragmentos clasificados
4, n3= nlmero de fragmentos observados 3, n2 = nimero de fragmentos clasificados 2, n1 = nimero de
fragmentos clasificados 1.

Intensidad de micorrizacién de fragmentos de micorrizas: m% = M x 100/F.

Intensidad arbuscular de la parte micorrizica: a% = (100mA3+50mA2+10mAl) / 100

Donde mA3= ((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3) / numero de fragmentos de micorrizas)
*100/m, igual para mA2 y mA1l

Intensidad arbuscular en el sistema radicular: A% = a x (M/100)
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Anexo 7. Certificacion de traduccion Abstract

CERTIFICACION

En calidad de traductor del resumen del trabajo de tesis titulado, Establecimiento de la
produccion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) asociados al cultive de papa nativa
(Solanum spp.) a través de cultivos trampa, de autoria de la sefiorita egresada Maria Cristina
Guaman Ojeda con niimero de cédula 1150198123 de la carrera de Ingenieria Agrondmica en la
Facultad Agropecuaria v de Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja,

previa a la obtencién del titulo de Ingeniera Agrénoma.

Es todo lo que puedo certificar en honor a la verdad, autonizando al interesado hacer uso del

presente en lo que estime conveniente.

Loja, 01 de marzo de 2024

Atentamente:

Lic. Sara Patricia Chanta Jiménez, Mgs
1105366841
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