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Resumen: El estudio se enfocd en el andlisis de la simbiosis entre hongos micorrizicos arbusculares y arboles del trépico
humedo ecuatoriano, mediante técnicas fisicas de separacidén se aislé esporas de hongos micorrizicos arbusculares para obtener
la densidad por gramos de suelo, mientras que el porcentaje de micorrizacién en la flora representativa fue determinada al
comprobar la presencia de estructuras micorrizicas en el interior de las raices de las plantas evaluadas, y ademas, se realizé un
analisis fisico-quimico del suelo estudiado. Los andlisis arrojaron resultados que demuestran una densidad media de esporas,
también se determind un porcentaje de micorrizacion por arriba del 50% en las floras representativas. A nivel de esporas, se
identificaron géneros predominantes de las zonas, estando presentes Acaulospora, Ambispora, Claroideoglomus, Diversispora,
Entrophospora, Funneliformis, Gigaspora, Glomus, Pacispora 'y Scutellospora, de los cuales se llego a identificar por métodos
taxondmicos cerca de 15 especies. Concluyendo que existe una diversidad de hongos micorricicos arbusculares en el trépico
humedo ecuatoriano.

Palabras clave: Simbiosis, micorrizacion, condiciones abidticas, hospedador, hongos, trépico himedo ecuatoriano.

Abstract: The study approached the symbiotic analysis among Arbuscular Mycorrhizal Fungi and trees of Ecuadorian humid
tropics, through physical separation techniques spores were isloted to determinate the Arbuscular Mycorrhizal Fungi density
per soils gram, also the mycorrhization percentage of representative flora was determinated by the presence of Mycorrhizal
structures inside the evaluated plants roots, additionally, it was performanced a physical-chemistry analysis of soil. The
different analyzes showed an average density of spores, a mycorrhization percentage over 50 % in the representative flora.
The predominant genera of spores were taxonomically identified as Acaulospora, Ambispora, Claroideoglomus, Diversispora,
Entrophospora, Funneliformis, Gigaspora, Glomus, Pacispora and Scutellospora, there has been about 15 species in selected
zones. Concluding that there is a great diversity of arbuscular mycorrhizal fungi in the ecuadorian humid tropics.
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Introduccion

La rizdsfera es el ambiente donde ocurren las principales
interacciones entre los microorganismos y las plantas. Gran
parte de estas interacciones afectan al desarrollo, producti-
vidad y funciones esenciales de la flora circundante. Ademas,
en este nivel se produce la descomposicion de la materia or-
ganica con la colaboracién de los microorganismos presentes
en la rizésfera, que a su vez desencadena en la liberacion de
los nutrientes al suelo'. Otros microorganismos rizosféricos
se encargan de la captacidn de los nutrientes liberados, es en
este grupo donde encontramos a los hongos micorrizicos ar-
busculares (HMA).

Los HMA son simbiontes obligados que colonizan, o mi-
corrizan, aproximadamente el 74% de plantas terrestres?
rasgo caracteristico que les permite adaptarse en diferentes
ambientes, llegando a comprender del 5 al 50% de la biomasa
microbiana total del suelo® La relacion simbidtica entre planta
y hongo les otorga grandes beneficios a ambas partes involu-
cradas. Las plantas generan las principales fuentes del carbo-
no necesario para el desarrollo y la multiplicacion de los HMA.
Por otra parte, los HMA confieren a las plantas hospedadoras
una mejor absorcién y toma de nutrientes, asi como la capta-

cion de iones inmdviles de fosforo. Adicionalmente, la interac-
cién con los HMA les otorga mayor resistencia a los diferentes
tipos de estrés bidtico y abidtico, y aumenta la productividad y
el desarrollo radicular de la planta gracias a la formacién de
microagregados del suelo®.

Si bien los HMA no tienen especificidad por colonizar una
especie de planta en particular, esto no significa que haya un
grado de compatibilidad idéntico entre todas las interacciones
de especies de HMA y las plantas terrestres. Se ha compro-
bado que la compatibilidad de la interaccién simbidtica entre
plantas y HMA es mayor entre unos géneros que entre otras, y
esta peculiaridad puede ser aprovechada en muchos ambitos®.
Los paises desarrollados han creado tecnologias y productos
a base de micorrizas, sin embargo, esta interaccion no ha sido
estudiada en su totalidad.

En Ecuador, el desarrollo biotecnoldgico utilizando HMA
ha ido acrecentandose, sin embargo, cabe mencionar la poca
informacidn existente respecto a la identificacion de los princi-
pales géneros de HMA presentes en los bosques ecuatorianos,
siendo esta informacion necesaria para la aplicacion y elabora-
cion de productos a base de HMA. Asi mismo serfa importante
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conocer el nimero mas probable de propagulos micorrizales
infectivos®. Respecto a esta problematica, este estudio quie-
re dar a conocer los géneros predominantes de estos hongos
y las condiciones a las cuales estan expuestos naturalmente
en bosques del trépico hiumedo, teniendo en cuenta gue son
uno de los sectores que posee mayor diversidad bioldgica en
el pais’.

|
Materiales y métodos

La evaluacién de los HMA fue realizada en los cantones
Pallatanga, Bucay y La Man3, estos tres sitios poseen una ve-
getacion y condiciones climaticas similares, presentando va-
riabilidad en sus climas desde calido, templado y hasta frio,
con precipitaciones variable entre 1000-3000 mm segun la
época del afo, lo cual es propio del trépico himedo ecuatoria-
no®?. En estos cantones se seleccionaron sectores especificos
para hacer muestreos en la temporada de invierno, recolectan-
do muestras de suelo rizosférico y raices de plantas principal-
mente de banano (Musa spp.), cacao (Theobroma cacao), y de
especies forestales como el niguito (Muntingia calabura). Las
coordenadas de referencia tomadas en los sectores Al- A2 de
Pallatanga fueron 02°09'26.0" Sy 079°03'45.2" W, en los sec-
tores B1 - B2 en Bucay fueron 02°11'59.2" S y 079°07'06.8"
W, y en los sectores C1 - C2 en La Mana fueron 00°56'32.0"
Sy 079°14'16.5" W. EL suelo rizosférico y las raices fueron
aprovechados para determinar el porcentaje de micorrizacidn,
la densidad de esparas por gramos de suelo, e identificar los
principales géneros de esporas HMA de la zona. Ademas, con
estas muestras se determinaron el andlisis fisico-quimico de
los suelos.

Analisis fisico-quimico de los suelos

El andlisis fisico-quimico de las muestras fue realizado
en el departamento de suelo del Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Agropecuarias (INIAP). Por cada muestra se envié
1 Kg de suelo correspondiente a cada sector seleccionado, y
se determind la textura y la humedad del suelo, la materia or-
ganica por el método de Walkley-Black, fosforo total, amonio
y potasio mediante Olsen modificado pH 8.5, el pH en suspen-
sion suelo: agua 1:2.5, y la conductividad eléctrica en pasta
saturada.

Aislamiento, determinacion de densidad e identificacion
de los hongos micorrizicos arbusculares

La técnica empleada para el aislamiento de esporas,
corresponde a la metodologia de tamizado en hdmedo y de-
cantacion'®, continuando con la extraccién por gradientes de
densidad". El sobrenadante final fue disuelto en agua para la-
var parcialmente a las esporas, y el criterio para determinar
la densidad de esporas HMA fue el siguiente criterio: densidad
baja corresponde < 1 esporas/g de suelo; densidad media co-
rresponde 1 - 10 esporas/g de suelo; y densidad alta corres-
ponde > 10 esporas/g de suelo'.

Posterior al proceso de aislamiento de esporas, éstas fue-
ron fijadas en placas portaobjetos para su conservacién y pos-
terior identificacion. La técnica de fijacién consistia en el uso
de PVLG (Alcohol polivinilico-acido lactico-glicerol) y reactivo
de Melzer'®, Ademas, se tomd en cuenta durante el montaje
de esparas, que el uso de PVLG + reactivo de Melzer serfa em-
pleado para esporas en mal estados, mientras que el PVLG se-
ria aplicado para esporas en buen estado. Aproximadamente,
15 esporas fueron colocadas por placa.

Determinacion del porcentaje de micorrizacion en raices

Se tomaron 10 individuos de las especies agroforestales
predominantes como banano, cacao y niguito por cada sector,
de estos fueron extraidas las raices que se encontraban a una
profundidad de 5 - 20 cm. El andlisis consistié en comprobar
la presencia de estructuras micorrizicas (hifas, vesiculas y ar-
busculos) dentro de las raices. Las muestras pasaron por los
procesos de clarificacion y tincion'4, luego se colocd 10 raices
de 1,5 cm de longitud en placas porta objetos.

Las raices fueron analizadas bajo el lente 20X de un mi-
croscopio éptico compuesto, dividiendo a las raices en tres
campos Opticos observables, y a cada campo se lo diag-
nosticd como positivo si se observaba al menos una de las
tres estructuras micorrizicas. La férmula utilizada para de-
terminar el porcentaje aproximado de micorrizacion fue:

# campos con (Hifas Arbisculo Vesiculas)+100

% de micorrizacion =

#total de campos observados
la misma que fue establecida por McGonigle'®.

Identificacion morfoldgica de las esporas de hongos
micorrizicos arbusculares

La identificacién de los géneros predominantes de HMA
se baso en las caracteristicas morfoldgicas de las esporas,
principalmente en el color, la textura, el tamafio, el nimero de
paredes y capas que recubren a la espora, la cantidad de cica-
trices presentes, y la union de la hifa suspensoria a la espora.
Las caracteristicas fueron examinadas empleando manuales
morfoldgicos de libre acceso, dos de ellos son manuales en
linea, uno propuesto por INVAM de la Universidad de Virginia'é,
otro manual de libre acceso fue propuesto en la pagina web de
Blaszkowskit’, y el tercer manual corresponde al anexo de una
tesis doctoral que empled la recopilacién de claves taxondmi-
cas y articulos cientificos para la determinacién de especies
HMA!,
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Resultados y discusion

Caracterizacion fisico-quimico del suelo

De acuerdo a los resultados expuestos en la tabla 1, el
tipo de textura que presentan los suelos colectados es fran-
co-arenoso, el pH varia segun el sector encontrandose desde
6,8 hasta 5, que corresponden a pH neutro y fuertemente acido
respectivamente, segun la norma NOM-021-RECNAT-2000%,
siendo a su vez el factor pH de gran relevancia para la adapta-
cion de los HMA, prefiriendo pH neutros, aunque pueden llegar
a desarrollarse hasta en pH acidos?®. Mientras que la conduc-
tividad eléctrica los valores oscilaron entre 0.23 y 1,10 mS/
cm que corresponden a niveles bajo en salinidad, estas con-
centraciones no afectan a la micorrizacion ya que estad demos-
trado que en suelos salinos puede progresar la simbiosis?" %,
En lo que respecta a los niveles de P también variaron seguin
el sector encontrandose entre 11,0 a 30,0 pg/ml consideran-
dos como nivel medio seguin reporte del andlisis. La simbiosis
entre HMA y las plantas se inhibe cuando los niveles de P son
altos®, los niveles bajos y medios de P favorecen la relacién
simbidtica de HMA y planta?.

Otros pardmetros tomados en cuenta fueron el nivel de
nitrégeno (N), la humedad del suelo y el porcentaje de mate-
ria orgénica (MQ), con el fin de conocer si éstos influyen en
la micorrizacion de las plantas en los sectores seleccionados.
Estudios realizados por Martinez y Pugnaire?* mencionan que
la relacion entre N y HMA tiene mayor incidencia en la mico-
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rrizacion que la relacién de ésta frente al P, esta afirmacion
se apoya por estudios que han comprobado que el nivel de
N es inversamente proporcional a la micorrizacion en plantas,
mientras menor sean los niveles de N, mayor seria micorriza-
cién por HMA? %, En base a la informacidn citada, los niveles
de N reportados en la tabla 1 no afectarfan a la simbiosis de
HMA en las zonas analizadas. Respecto a la humedad y el por-
centaje de MO, la humedad en el suelo no sobrepaso el 52%, y
en MO varig entre 3% y 10%. También, ha sido reportado que
la adaptacidn de los HMA es més favorable en suelos humedo,
que en suelos inundado o secos?, sin embargo otros estudios
realizados en bosques del tropico hiumedo, muestran que la
humedad del suelo como factor ambiental, influye muy poco
en la frecuencia de la micorrizacién?. Con relacién al porcen-
taje de MO, un estudio realizado en el caribe colombiano, la MO
y su descomposicion afecta directamente a los niveles de pH

de pH, humedad, materia organica y nutrientes a los que estan
expuestos.

Determinacion del porcentaje de colonizacion en las
raices de la flora representativa.

Los resultados descritos en la figura 1, corresponde al
analisis efectuado a raices de la flora representativa en cada
sector de estudio. Al colocar 10 raices por placa, dio como re-
sultado un minimo de 30 campos observables, en ellos figura-
ron las estructuras hifas, vesiculas y arbusculos. En la figura
2 estan representadas las estructuras propias de los HMA
y en la figura 1 queda expuesto, que los sectores con mayor
porcentaje de colonizacion en sus raices, corresponden a Al
y C1, ubicado en los cantones Pallatanga y La Mana respecti-
vamente. Los valores minimos de colonizacién corresponden
a los sectores A2 y B2, lugares que han estado expuestos en

Tabla 1. Analisis fisico-quimico de las diferentes muestras de suelo colectadas en sectores del trépico himedo. “FA" hace refe-

rencia a la textura FRANCO-ARENQOSA del suelo

SECTOR Pariametros Fisicos y Quimicos
Textura (%) Clase H MO pH mS/cm Ppm

Arena Limo Arcilla Textural (%) (%) CE. P NH4 K
_ 630 240 130 FA 411 30 68 08 130 280 3110
_ 630 240 13,0 FA 41,1 30 68 08 130 280 3110
_ 490 360 150 FA 3,1 41 52 04 300 320 2510
_ 410 380 210 FA 404 33 59 06 200 300 3680
_ 570 320 110 FA 375 77 56 02 110 360 1530
_ 650 240 110 FA 526 103 50 1,1 120 160 1470

en el suelo, y como ya fue mencionado el pH tiene un efecto en
la micorrizacion®.

Cuantificacion de la densidad de esporas HMA en suelo
rizosférico.

La densidad de esporas HMA nativas puede estar influen-
ciada principalmente por aspectos ambientales'®®°. Los resul-
tados exhibidos en la tabla 2, muestran la cantidad de esporas
por gramos de suelo correspondiente a los diferentes sectores
seleccionados. Los resultados revelan un promedio de densi-
dad media que oscila entre 1,4 esporas/gramo de suelo y 3,4
esporas/gramo de suelo. Las muestras que presentan mayor
densidad correspondes al sector C2 ubicado en el cantén La
Mand, y las muestras con menor densidad corresponden al
sector B2 ubicado en el cantén Bucay. En todos los sectores
estudiados, la densidad de esporas por gramos de suelo es
media. Se prevé que la tenue diferencia de densidad de esporas
exhibidas entre los cantones, es dada por los distintos niveles

baja medida, a intervenciones antropogénicas por parte de los
habitantes del sector. Aun asi, se considera a la flora represen-
tativa como micorrizada, debido a que el porcentaje de coloni-
zacion esta por encima del 50%.

Bago®, menciona la diferencia entre efectividad e infec-
tividad en una planta, mostrando que una planta con un alto
nivel de porcentaje micorrizacion puede tener efectos poco
notables, mientras que la misma planta micorrizada por otras
especies de HMA aun con niveles mas bajos de micorrizacion,
pueden presentar mayor efecto positivo en la misma. Por otra
parte, el porcentaje de micorrizacidn o colonizacion en las rai-
ces muestreadas no esta relacionado especificamente con la
densidad de esparas HMA, este comportamiento también fue
observado en un estudio dado en la Amazonia Colombiana®,
donde el comportamiento de micorrizacion podria ser mayor
en una especie que en otra, sin embargo el nimero de esporas
podria ser no muy alto en dicho tratamiento.

Tabla 2. Densidad de esporas en suelo rizosférico. Donde (M) corresponden al nimero de réplica y (PROM), al promedio de las

tres réplicas, y E/G.S es la relacion de esporas por g de suelo.

SECTOR M1 M2 M3 PROM E /gS Densidad
Al 149 158 149 152* 5.2 1,5 Media
A2 157 178 155 163* 12,7 1,6 Media
B1 139 150 138 1427 6,7 14 Media
B2 136 142 140 1397 3,1 14 Media
C1 167 142 143 151% 14,2 1,5 Media
C2 302 325 383 3371417 34 Media
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Figura 1. Porcentaje de micorrizacién en raices de la flora representativa correspondiente a los sectores seleccionados. Diferen-
tes letras en las columnas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, a=0.05) n=8.
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Figura 2. Micorrizacién en raices. a) Colonizacion por hifas y arbusculos; b) Colonizacién por hifas y vesiculas.
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Identificacion de los principales géneros de HMA en las
zonas del tropico humedo.

Algunos géneros de HMA fueron hallados en los lugares
evaluados en el trépico himedo ecuatoriano, alrededor de 15
especies fueron encontradas en los principales géneros como
se muestra en la figura 3. Los géneros encontrados en mayor
abundancia corresponden a Acaulospora, Ambispora, Claroi-
deoglomus, Diversispora, Funneliformis, Gigaspora, Glomus,
Pacispora, y Scutellospora. Varias especies de HMA gue antes
fueron definida como Entrophospora, han sido ubicadas recien-
temente en el género Acaulospora, dejando solo una especie
en Entrophospora'®, denominada Entrophospora infrequens®®y
ésta fue hallada en el presente estudio.

El género Acaulospora fue identificado debido a las cica-
trices presentadas en la superficie de la espora, caracteristica
propia de su género al desprenderse la espora de la hifa sus-
pensoria, ademds, en su gran mayoria poseen una superficie
ornamentada, aunque hay especies las cuales poseen una
superficie lisa'®. Las Ambisporas poseen como caracteristica
principal, el desarrollo de dimdrfico de esporas glomoides y
acaulosporoides®, se presume que las especies de Ambispora
encontradas son acaulosporoides, ya que presentan caracte-
risticas muy similares con las Acaulosporas. Del género Clo-
roideoglomus, se logré identificar una de las especies de HMA
debido a la inminente presencia de una capa evanescente en el

CRBESE 3

exterior de la espora, y en el interior una pared semiflexible®,

Las esporas de los géneros Diversispora, Funneliformis,
Glomus y Pacispora tienen un origen de germinacion muy pa-
recido, sin embargo, difieren en tamafo, agrupacion, color y
numero de capas'®, factores que en este caso hicieron posible
su identificacion y clasificacion. Tanto los géneros Gigaspo-
ra y Scutellospora fueron reconocidos por el tamafo de sus
esporas y por el origen a partir de células bulbosas, ambos
géneros presentan esporas de gran tamafio, pero poseen ca-
racteristica que difieren entre ellas, un ejemplo claro es que
las Gigasporas halladas poseen una pared externa totalmente
lisa'®, mientras que en el género Scutellospora esté reportado
la existencia de esporas con pared lisas y ornamentadas, ade-
mas las Scutellospora al ser aplastada durante el proceso de
preservacién, demostraron 3 paredes germinales en el interior
de la espora, propias de este género®.

Especies de los géneros Acaulospora, Glomus, Gigaspo-
ra y Scutellospora, ya han sido reportadas anteriormente en
sistemas agroforestales del Ecuador?, y de las esporas co-
rrespondientes a estos géneros, se llegd a identificar ciertas
especies de HMA, sin embargo, se presume que la especie
Acaulospora alpina es reportada por primera vez en zonas del
trépico ecuatoriano. Una especie aislada en este estudio fue
identificada como Gigaspora margarita, se conoce poco de la
presencia de esta especie en Ecuador, y del género Scutellos-
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Figura 3. Esporas HMA representativas de los sectores seleccionados. a) Acaulospora alpina; b) Acaulospora scrobiculata; c)
Acaulospora spinosa; d) Entrophospora infrequens; e) Diversispora tortuosa; f) Diversispora celata; g) Diversispora sp.; h) Pacispo-
ra robiginia; i) Gigaspora margarita; j) Scutellospora sp.; k) Ambispora sp. [1]; 1) Ambispora sp. [2]; m) Funneliformis geosporus; n)

Claroideoglomus lamellosum; o) Glomus sp. [1]; p) Glomus sp. [2].

pora no se logré identificar las especies halladas. Sin embargo
hay mencidn del género Gigaspora 'y Scutellospora en estudios
realizados a palmito en Santo Domingo de los Tsachilas®, y en
otros estudios realizados en la provincia de los Rios, que tam-
bién demuestran la presencia de Gigaspora y Scutellospora en
sus muestras de suelo®,

En Latinoamérica, la Diversispora tortuosa ha sido repor-
tada en estudios realizados a monocultivos de maiz en Brasil®,
y la Diversispora celata, junto a las especies Funneliformis
geosporus, y Entrophospora infrequens han sido reportadas en
un estudio doctoral realizado en Colomhbia®’, al igual que espe-
cies de los géneros Claroideoglomus, Ambispora y Pacispora,
que si bien no han sido identificados en su totalidad, se conoce
de su presencia en los estudios ya mencionados.

|
Conclusiones

Los niveles medio de fésforo y nitrégeno al igual que los
valores de pH, materia orgénica y conductividad eléctrica pre-
sentes en las zonas de estudios son adecuados para la proli-
feracion de HMA. Sin embargo, se encontré una baja densidad
de esporulacién en los suelos rizosféricos analizados. Mientras
que el porcentaje de micorrizacién total en raices estuvo por
encima del 50% en todos los sitios estudiados. En lo que res-
pecta a la diversidad se identificaron 10 géneros y 15 especies
de HMA en los lugares evaluados, lo que pone de manifiesto
la diversidad de estos microorganismos en el trépico himedo
ecuatoriano.
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