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RESUMEN

El suelo esta sujeto al uso agricola intensivo que responde a la necesidad humana de
cultivar para sobrevivir, se estima que el 40% de los suelos a nivel mundial estan
moderada o gravemente degradados, provocando la pérdida de nutrientes y alterando la

microbiota. Esta conformada por hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

Basado en los beneficios de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) 'y su capacidad
de ser producidos en medios artificiales, en este estudio se elabora un protocolo de
produccidn, para que fuera necesario obtener muestras de suelo destinados al cultivo de
maiz en 6 parcelas de 10 m? ubicadas en los sectores La Manga, La Cabina y Pindal
pertenecientes canton Zapotillo y Pindal de la Provincia de Loja al sur del Ecuador y suelo
rizosférico de 20 plantas escogidas al azar de cada uno de los sitios de estudio, donde se
aislaron e identificaron esporas de 4 especies de HMA: Rhizophagus irregularis,

Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea y Acaulospora colombiana.

Identificadas las esporas de HMA, se extrajeron e inocularon 20 esporas en raices de Beta
vulgaris L. var. Cicla L (Acelga) como plantas trampa, las cuales fueron colocadas al
sistema de biorreactor aeropénico, que permitid la nebulizacion de nutrientes requeridos
por las esporas cada 3 minutos por un periodo de 1.10 minutos, transcurridos tres meses
de inoculacion, se colecto muestras de raices para la tincion y contabilizar el porcentaje
de micorrizacion que alcanzo un 41%. Se logro observar produccion de esporas, y el

proceso de inoculacion de las raices es un éxito.

Palabras clave: Produccién, micorrizas, arbusculares, asilamiento, suelo,
micorrizacion
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ABSTRACT

Soil is subject to intensive agricultural use because humans need to cultivate it for
survival. Approximately 40% of soils worldwide are moderately or severely degraded,
leading to nutrient loss and altering the microbiota, which is composed of arbuscular

mycorrhizal fungi (AMF).

This study develops a production protocol of AMF based on their benefits and ability
to be produced in artificial media. It required obtaining soil samples intended for maize
cultivation from 6 plots of 10 m?2 located in the sectors of La Manga, La Cabina, and
Pindal, belonging to the Zapotillo and Pindal cantons in the Province of Loja in southern
Ecuador, as well as rhizosphere soil from 20 randomly selected plants from each of the
study sites, where spores of 4 species of AMF were isolated and identified: Rhizophagus

irregularis, Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea, and Colombian Acaulospora.

After identifying the AMF spores, 20 were extracted and inoculated onto the roots of
Beta vulgaris L. var. Cicla L (Swiss chard) as trap plants. They were placed in an
aeroponic bioreactor system that allowed for the nebulization of nutrients required by the
spores every 3 minutes for 1.10 minutes. After three months of inoculation, root samples
were collected for staining and counting the percentage of mycorrhization, which reached
41%. Spore production was observed, and the process of inoculating the roots was

successful.

Keywords: Production, arbuscular mycorrhizae, isolation, soil, mycorrhization
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos son organismos que viven en relacion simbiotica con las
raices de las plantas, lo que explica su nombre "Myces-rhiza" (hongo de la raiz). Fueron
identificados por primera vez por el botanico polaco Franciszek Dionizy Kamienski en
1882. Inicialmente se pensaba que estaban solo presentes en algunas plantas, pero en el
afio 1900 se confirmo que la mayoria de las plantas pueden desarrollar esta simbiosis. Las
micorrizas conforman parte del ecosistema del suelo, creando redes tréficas de

microorganismos que favorecen al desarrollo y la nutricion de las plantas (Alba, 2020).

Las micorrizas influyen en varios niveles, causando modificaciones tanto
morfoldgicas como anatémicas en las plantas que las hospedan. Estos cambios incluyen
variaciones en la proporcion tallo y raiz, alteraciones en los tejidos y estructura
radiculares, modificaciones en el nimero de cloroplastos, un incremento en la
lignificacidn, y alteraciones en equilibrios hormonales, entre otros. Estos efectos no se
deben Gnicamente a una mejora en la nutricion de la planta a través de una mayor
eficiencia en la absorcién de nutrientes por las raices gracias a la micorriza. Mas bien,
son el resultado de cambios metabdlicos profundos y complejos derivados de la
adaptacion fisiologica entre las plantas y hongos destacando la naturaleza multifacética

de la asociacién simbidtica (Dhiman , Sharma, Kaushik, Singh, & Sharma, 2022).

Los hongos micorrizicos forman una asociacion en las raices de las plantas. Esta
relacién es especial porque ambos organismos se benefician mutuamente, un tipo de
interaccidon conocida como simbiosis. La planta obtiene nutrientes que el hongo extrae
del suelo y le transfiere, mientras que el hongo recibe de la planta el carbono necesario
para su crecimiento (Prisa, 2023).

Existen diferentes tipos de micorrizas. Por ejemplo, las que se desarrollan en arboles
como cipreses, pinos y robles se conocen como ectomicorrizas. Otro grupo incluye las
endomicorrizas, siendo las mas comunes las endomicorrizas arbusculares. Este tipo de
micorriza es especialmente relevante en la agricultura para cultivos como frutales,

hortalizas, café, maiz, leguminosas, pastos, entre otros (Bolafios & Luna, 2007).
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La formacion de micorrizas requiere que haya un indculo del hongo responsable de
esta asociacion, el cual puede ser natural, dado que el hongo suele estar presente en el
suelo, o artificial, es decir, una persona lo inocula a las plantas. En el proceso, se producen
diversos cambios bioquimicos entre el hongo y la raiz de la planta, lo que permite al
hongo penetrar en la raiz y facilitar asi el establecimiento de la simbiosis. El trabajo con
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) es de gran utilidad por el efecto positivo que
ofrecen a las plantas en diferentes ambitos, por ejemplo, como biofertilizantes,
favoreciendo su desarrollo, ya que benefician la captura de nutrientes, aumentan su
supervivencia y produccién. Ademas, ayudan a soportar ambientes hostiles, ya que en
algunos casos pueden reducir las concentraciones toxicas de los metales pesados como es
el cadmio (Cd) y el arsénico (As) que suelen encontrarse en areas contaminadas. Ademas,
colaboran en la adaptacién de las plantas al suelo, favoreciendo su reproduccién
(Bahukhandi, 2023).

Los hongos microrrizicos pertenecen al grupo Glomeromycota y su aparicion se
remonta a 400 millones de afios. El término "arbuscular” se deriva de la presencia de
estructuras llamadas arbusculos en estos hongos, las cuales son formaciones
caracteristicas creadas por las hifas. Cuando los HMA establecen relacién simbidtica con
las raices de las plantas, aumentan considerablemente el area superficial gracias a la
extensa formacién de hifas. Este incremento facilita el desarrollo de las plantas en
condiciones adversas, como el estrés causado por la sequia y la insuficiencia de nutrientes

en el suelo (Urgiles Gomez, y otros, 2019).

El uso de micorrizas arbusculares (HMA) es viable en la agricultura debido a sus
maultiples beneficios para las plantas. Las micorrizas son estructuras que se forman a partir
de la unidn en la raiz de una planta y el micelio de un hongo. Actlian como un sistema de
absorcion extendido por el suelo, ofreciendo a la planta agua y nutrientes, en particular
nitrégeno y fosforo. Ademas, ayudan a proteger las raices de ciertos patdgenos del suelo
como Phytophthora cinnamomi, Thielaviopsis basicola, Rhizoctonia spp., Yy
Cilindrocarpon destructans, entre otros. En absoluto, las micorrizas se consideran drganos
absorbentes, ya que las hifas fungicas reemplazan a los pelos absorbentes de las raices,

siendo mas eficaces en esta funcion (Lies, Delteil, Prin, & Duponnois, 2018).
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Se estima que alrededor del 95% de las especies de plantas conocidas forman de
manera natural y constante asociaciones simbioticas con hongos del suelo. La mayoria de
las plantas vasculares pueden desarrollar micorrizas. En el entorno natural, el érgano
encargado de absorber los nutrientes del suelo no es la raiz propiamente dicha, sino un
sistema que se origina durante la conversion de la raiz en micorriza (Raji Mol, Karthika,
Philip, & Chadrakala, 2024). Las micorrizas arbusculares (HMA) ayudan a mitigar los
efectos negativos de factores abidticos como el estrés bidtico causado por varios
patdgenos. No obstante, en los sistemas de cultivo modernos, se utilizan fungicidas para
gestionar o erradicar los patogenos fungicos que afectan a las plantas (Vu, Blumwald, &
Gelli, 2021).

No obstante, estos productos también pueden impactar la supervivencia de
microorganismos locales, incluyendo aquellos que son beneficiosos para el crecimiento
de las plantas, como los hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Por ello, el uso de
fungicidas en sistemas agricolas puede perjudicar los efectos positivos de la
micorrizacion en el incremento y desarrollo de las plantas hospedantes. Los fungicidas
sistémicos, que son absorbidos por las raices y transportados a otras partes de la planta
cuando se aplican al suelo, son sustancias persistentes. Sus efectos sobre puede ser
perjudiciales sobre los hongos micorrizicos, ya que estan formulados para eliminar las
quitinas fungicas, asi como proteinas y enzimas especificas que producen estos hongos.
Esto puede dificultar o retrasar la formacion de la simbiosis entre los hongos y las plantas,
lo que a su vez disminuye los beneficios que las (HMA) ofrecen a las plantas, como la
absorcion de fésforo, entre otros (Arocha-Rodriguez, Pérez-Ortega, Fernandez-Suérez, &
Rodriguez-Yong, 2023).

Los hongos micorrizicos arbusculares ofrecen ventajas a las plantas al aportar
nutrientes que encarga de suministrar a la planta agua y nutrientes tales como Fosforo (P),
Potasio (K), Calcio (Ca), Hierro (Fe), Zinc (Zn), Magnesio (Mg) y Manganeso (Mn),
impidiendo la actividad de microorganismos patdégenos en las raices, aumentando la
tolerancia de las plantas a condiciones de estrés abiotico en el suelo (Gonzélez Ramirez
& Pupo Feria, 2017).

Las micorrizas representan una opcion viable para la biofertilizacién de cultivos. La
sostenibilidad a largo plazo en la agricultura requiere promover el uso y la gestion

eficiente de los recursos disponibles dentro de los agroecosistemas. Es fundamental
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introducir bioinsumos basados en micorrizas arbusculares (HMA), ya que las préacticas
agroecoldgicas de fertilizacion son esenciales para sistemas sostenibles. Estas précticas
ofrecen una alternativa econdémica y aceptable para reducir la dependencia de insumos
externos, al mismo tiempo que optimizan la cantidad y calidad de los recursos internos
de los cultivos. La utilizacién de micorrizas es fundamental para alcanzar procesos
agricolas més eficientes y con un menor impacto ambiental, convirtiéndose en una opcion
ecologica comparable a la aeroponia (Gonzalez Ramirez & Pupo Feria, 2017) y (Akbar,
y otros, 2023)

La aeroponia es una variante de los sistemas de produccién hidroponicos y es una
alternativa con gran potencial en términos de rendimiento, ahorro de agua, y calidad de
produccién. Ademas, gracias al sistema aeroponico se puede producir hortalizas durante
todo el afio, manteniendo un suministro estable de productos y creando recursos

econdmicos para los productores (Torres, 2016).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la demanda en los mercados y a la necesidad humana de trabajar para vivir,
ha generado que los suelos reciban sobre explotacion agricola, una de las zonas que sufren
de este fendmeno de siembra continua esta ubicada al sur del pais, uso inadecuado de
productos quimicos que degradan el suelo produciendo la pérdida de nutrientes y

alteracion del microbiota entre estos los HMA.

Uno de los cultivos mas importantes en esta zona es el maiz, donde actualmente se
siembran hibridos bajo practicas agricolas que implican el uso excesivo de productos
quimico, que, si bien han mejorado la productividad del cultivo, a su vez han degradado
el suelo. Alterando de manera significativa la microbiota, la disponibilidad de materia
organica, contaminacion del agua, pérdida de la diversidad genética y cultivares criollos

(Delgado-Ruiz, Guevara-Hernande, & Acosta-Roca, 2018).

Los hongos micorrizicos arbusculares estan ampliamente distribuidos en el suelo y
mantienen relaciones con otros microorganismos. Su importancia radica en la capacidad
para mejorar la absorcion de los nutrientes en las plantas. Las micorrizas son
fundamentales para el desarrollo de bosques y cultivos agricolas, ya que aumentan la

capacidad de las plantas para absorber el fosforo y agua del suelo, ayudan a la agregacion
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de particulas del suelo, mejorando su estabilidad, y contribuyen al almacenamiento de
carbono en el suelo (Ruiz , Rojas, & Sieverding, 2011).

Otro de los beneficios de esta asociacion es que mejora la eficiencia del sistema
radicular de las plantas, permitiéndoles alcanzar nutrientes y agua en zonas donde las
raices por si solas no llegarian. Esta ventaja hace que las plantas sean mas resilientes en

situaciones de estrés hidrico.

1.3 ANTECEDENTES

La importancia del uso de los hongos y su interés esta enfocada a la investigacion de
como estos organismos interactian con las plantas en sistemas forestales vy
agroecosistemas. Al combinar herramientas y conocimientos de biotecnologia y ecologia,
se busca comprender el proceso ecoldgico conocido como “micorriza” para aplicar estos
conocimientos de restauracion ecologica y en el cultivo o reforestacion de especies

vegetales de interés para la silvicultura o la agricultura.

El uso de microorganismos beneficiosos es clave en la agricultura y los ecosistemas,
incluyendo bacterias que estimulan el crecimiento de las plantas, bacterias que fijan
nitrégeno, microorganismos que solubilizan fosfatos y hongos micorrizicos arbusculares.
Es fundamental considerar las razones para utilizar hongos micorrizicos arbusculares en
la fertilizacion de cultivos, asi como los principales beneficios que ofrece su aplicacion.
También es crucial considerar el uso excesivo de fertilizantes quimicos y sus efectos

negativos tanto en el medio ambiente como en la salud humana.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general.
- Establecer un protocolo para la produccion de esporas de hongos micorrizicos
arbusculares HMA mediante el uso de plantas trampa de maiz como base para la

elaboracion de un bioinsumo.

1.4.2 Obijetivos especificos.
- ldentificar esporas de HMA del suelo rizosférico del cultivo de maiz mediante

técnicas de aislamiento.
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- Clasificar morfotipos de esporas de hongos micorrizicos arbusculares mediante
descripcion morfolégica.
- Determinar un protocolo para la produccion de esporas de HMA mediante la

implementacion de un biorreactor.

1.5 JUSTIFICACION

La FAO, en colaboracion con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA), lidera la implementacion del Decenio de las Naciones Unidas sobre
la Restauracion de los Ecosistemas (2021-2030). Esta planificacion define la restauracion
de los ecosistemas como un conjunto amplio de practicas destinadas a conservar y reparar
los ecosistemas dafiados, con el propdsito de enfrentar la crisis climéatica y de
biodiversidad. Con la restauracion de los ecosistemas implica detener y revertir su
degradacion, mitigar el motivo del clima extremo, mejorar la salud humana y recuperar
la biodiversidad, lo que incluye también de regenerar la polinizacion de las plantas (FAO,
2020).

El mundo enfrenta una triple amenaza del cambio climético, la degradacion ambiental
y la contaminacion, y es necesario cumplir con el meta de restaurar al menos 1000
millones de hectareas de tierras deterioradas en la proxima década. La Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura 'y la Alimentacion (FAO) informa que en Ecuador
se cosecharon 365.334 hectéreas de maiz, el rendimiento de 4,58 toneladas por hectéarea
y una produccién total de 1.479.700 toneladas. Las cifras subrayan sobre la importancia
de los cultivos del maiz en un pais donde su produccion se destina principalmente a la
alimentacion humana, animal e industrial (Caviedes, Carvajal-Larenas, & Zambrano,
2022).

En Ecuador, los estudios sobre mejoramiento genético en la semilla, nutricién vegetal,
fitopatologia y entomologia desempefian un papel crucial. El uso de biotecnologia y las
aplicaciones para el crecimiento la productividad de los cultivos estd en sus primeras
etapas, de mejoramiento genético son uno de factores clave de mejoramiento de la
productividad en las dos principales regiones agricolas del pais: la Costa y la Sierra

(Caviedes, Carvajal-Larenas, & Zambrano, 2022) y (Haug, Setaro, & Suarez, 2019).
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Es de importancia la busqueda de alternativas que mejoren la situacion actual de los
suelos sometidos a una extensa y extensiva actividad agricola, uno de los caminos es la
produccién de bioinsumos basados en el uso potencial de los microorganismos como
facilitadores de nutrientes para las plantas y generadores de vida en el suelo (Vurukonda,
Fotopoulos, & Saeid, 2023)

CAPITULO 2

2.1 MARCO TEORICO

El maiz, conocido cientificamente como Zea mays L., es un cultivo esencial en la
poblacion para produccion de alimentos a nivel mundial. Sus usos son variados,
abarcando desde la alimentacion humana y animal hasta la elaboracion de numerosos
productos (Coral - Valenzuela, Andrade - Bolafios, Pumisacho - Gualoto, Caicedo -
Chavez, & Salazar - Vizuete, 2020). ElI maiz es uno de los cereales alimenticios méas
antiguos que se conocen, perteneciente a la familia Poaceae y a la tribu Maydeas. Unica
especie cultivada de su género y tiene su centro de origen en America (Paliwal, 2001). El
maiz es uno de los cereales emblematico de los pueblos y culturas del continente
americano. Las civilizaciones antiguas de Mesoamérica, como los Olmecas vy
Teotihuacanos, hasta los Incas y Quechuas en la regién andina de Sudameérica, esta planta

ha sido una compariera fundamental en su desarrollo (Serratos, 2009).

La palabra micorriza, de origen griego, describe la simbiosis entre un hongo y las
raices de las plantas. En esta relacion, la planta suministra carbohidratos y un microhabitat
al hongo, mientras que el hongo le proporciona a la planta mayor cantidad de agua,
nutrientes minerales y proteccion contra patdégenos. Las plantas de maiz se asocian con
micorrizas por razones de crecimiento, lo que se refleja, entre otras cosas, en el aumento
del tamafio y peso de los granos y en una mejor floracion (Ramirez-Flores, Perez-Limon,

Barrales-Gamez, Olalde-Portugal, & Sawers , 2020).

En las dltimas décadas, se han utilizado micorrizas arbusculares (HMA) en la
produccion de bioinoculos para desarrollar la productividad de las plantas y su resistencia
a las plagas. La aplicacion puede contribuir a disminuir el uso de fertilizantes quimicos,
cuyos efectos residuales provocan contaminacion ambiental (Urgiles Gémez, y otros,
2019).
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La investigacion sobre las micorrizas arbusculares (HMA) es crucial debido a que
estan asociadas con mas del 80% de las plantas y desempefian funciones esenciales, como
proteger el sistema radicular contra fitopatdgenos, mejorar la nutricion mineral y
optimizar la absorcion de agua en la planta huésped. Dada la relevancia de los cultivos en
Ecuador y otras partes del mundo, es fundamental caracterizar las HMA para comprender
su diversidad biologica para identificar comunidades claves asociadas con este cultivo, lo
que permitira futuras investigaciones sobre caracterizacién molecular, propagacion o
utilizacion de HMA y uso en la produccion de maiz en plantaciones tanto convencionales

como artificiales (Urgiles Gomez, y otros, 2019) y (Wang, y otros, 2024).

Una excelente alternativa al excesivo de fertilizantes quimicos es el empleo de los
microorganismos del suelo. En este contexto, las bacterias fijadoras de nitrogeno y los
hongos micorricicos mejoran el crecimiento de diversos cultivos. Los hongos formadores
de micorrizas arbusculares son los bioinoculantes que més utilizan en la agricultura, ya
que facilitan que absorban los nutrientes esenciales como fésforo, nitrégeno y agua,
ademas de proteger a las plantas contra patdgenos. La aplicacion de inoculantes de
simbiosis, como hongos micorricicos arbusculares y bacterias, junto con dosis moderadas
de fertilizantes quimicos, puede favorecer el crecimiento tanto aéreo como radicular de

las plantas de maiz (Montejo-Martinez, y otros, 2018).

El microbiota del suelo es un recurso importante para la fertilidad del suelo, ya que su
diversidad preserva las condiciones necesarias para la supervivencia de bastantes especies
vegetales. Destacan como los microorganismos y hongos micorricicos arbusculares
(HMA), que establecen una conexidn entre las hifas y las raices de alrededor del 80% de
las plantas terrestres. Esta simbiosis permite a las plantas hospederas obtener nutrientes
minerales y mejorar su tolerancia a factores bioticos y abioticos (Cervantes-Gamez, y
otros, 2021).

En la provincia de Loja, cantdn Pindal al sur del Ecuador, el maiz se esta convirtiendo
en un producto economico y socialmente muy importante para el cantén, ya sea
directamente para el consumo humano o para la industria en general. Es asi que, para
lograr una mayor produccion, es necesario manejar adecuadamente esta cosecha

(Escobar, 2021). Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) forman relaciones
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simbidticas con el 90% de las plantas terrestres, formando diversas combinaciones

micorricicas. Aungue se desconoce el numero exacto de hongos del suelo que participan

la simbiosis, que han demostrado ser beneficiosos para muchas especies agricolas

importantes, como el maiz, mejorando su adaptacion a distintos entornos y teniendo un

impacto positivo en la productividad del sistema (Serralde O & Ramirez G, 2004).

1.5.1 Etapas de la simbiosis micorrizica.

Los (HMA), son responsables de proporcionar agua y nutrientes como P, K, Ca, Fe,

Zn, Mg y Mn a las plantas (Symborg, 2023). La planta proporciona al hongo azlcares

producidos por la fotosintesis, para que esta simbiosis se dé, se siguen las siguientes

etapas:

El hongo ingresa en los pelos absorbentes: Las plantas reconocen al hongo
como beneficioso e ingresa por los pelos absorbentes.

Formacion de arbusculos: En las raices, los hongos producen estructuras
especiales llamadas arblsculos para transferir nutrientes del suelo a la planta,
permitiendo asi la produccién de azlcares y acidos grasos.

Posicién del micelio externo: El hongo explora el suelo y crece fuera de las
raices a través del micelio extracelular, que absorbe nutrientes y agua y los
libera a la planta. La red de hifas procede como un auténtico medio de
transporte. Es elastico y muy fino. Dada longitud de las hifas por metro de raiz
se estima entre 7 y 250 metros, los agregados miceliales externos son muy
capaces de explorar el suelo. Los nutrientes se transportan a través de las hifas
hacia las vesiculas, que son estructuras en aspecto de capsulas donde se
almacenan. Por ejemplo, el fosforo es absorbido por las hifas en forma de iones
ortofosfato y se acumula en las vesiculas como polifosfatos. Esta forma de
fosforo es distinta de la que utilizan las plantas.

Mejoran sistema radicular de las plantas: EI hongo estimula a la planta a secretar
auxina, una hormona mejor relacion con el desarrollo de las raices, lo que
aumenta el namero de foliculos pilosos, aumentando asi la cantidad de pelos
absorbentes.

Aumenta el poder fotosintético: En condiciones de simbiosis efectiva, el propio
hongo estimula la fotosintesis en la planta, lo que favorece que la planta

produzca mas CO2, garantizando el desarrollo de la simbiosis, aumentando del
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intercambio de los nutrientes y agua a través de su presencia en el sistema

radicular y arbusculares produciendo asi mayores cantidades de nutrientes.

1.5.2 Sistema aeroponico como una alternativa para la produccién de HMA.

La aeroponia ofrece la posibilidad de cultivar plantas de manera eficiente, mejorando
los procesos agricolas. Sin embargo, es necesario implementar mejores soluciones en los
sistemas de suministro de energia y control del riego para optimizar su rendimiento

(Hoyos, Candelo-Becerra, & Chavarria, 2019).

Los cultivos aeropdnicos se diferencian de los cultivos hidroponicos tradicionales y
del cultivo in vitro en que sus raices permanecen suspendidas en el aire y no se utiliza
ningun sustrato ya sea liquido o sélido. El sistema de nebulizacion rocia periédicamente
las raices para proporcionar la humedad y el fertilizante necesario. Se trata de un sistema
muy limpio y eficiente, ya que las raices estan bien aireadas y crecen mejor,
proporcionando una produccion mayor y mas limpia, con un importante ahorro de
fertilizante y agua (hasta un 60% de agua y un 90% de fertilizante). El exceso de solucion
nutritiva se puede recolectar y enviar de regreso al tanque de alimentacién, lo que

recircula los nutrientes y ahorra significativamente el suministro de agua (Torres, 2016).

Las micorrizas complementan las actividades sostenibles de produccién de alimentos,
contribuyendo al fortalecimiento y avance de acuerdo a la autosuficiencia alimentaria. El
suelo alberga vida, y los organismos que habitan ellos son esenciales para su fertilidad
natural. Entre estos organismos se encuentran los hongos micorricicos, que rodean y
penetran las raices de las plantas, formando redes subterraneas de conexion entre las
raices de la misma o distintas especies vegetales. En ciertas condiciones, esta red facilita
el intercambio de nutrientes entre las plantas hospedadoras y las raices interconectadas.
Asi, las micorrizas crean una vasta red subterranea que ofrece mdaltiples beneficios para
la supervivencia y funcionamiento de las plantas. La agroecologia busca replicar este
sistema natural de fertilizacion, imitando los ciclos naturales del ecosistema y
preservando la diversidad microbiana del suelo, es fundamental para su equilibrio, salud

y productividad (Secretaria de Agricultura 'y Desarrollo Rural, 2020).

El uso de micorrizas como biofertilizante en plantas de maiz mejora la nutricion de los

cultivos, contribuye a la reduccién de costos de produccién y disminuye la contaminacién
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en el agua, suelos y mantos freaticos causada por fertilizantes quimicos. Las micorrizas
se integran en las practicas sostenibles del sector alimentario, ayudando a fortalecer,
consolidarlo y avanzar la autosuficiencia alimentaria (Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2020).

CAPITULO 3

1.6 ZONA DE ESTUDIO

Las muestras se recolectaron en 6 parcelas de cultivos de maiz, ubicadas a diferentes
altitudes en los cantones de Zapotillo y Pindal de la provincia de Loja (figura 1 y al detalle
figura 2) al sur del Ecuador especificamente en los sectores de la Manga, Pindal y la
Cabina donde se implementaron 2 parcelas de 10 x 10 m en cada uno de los sitios

mencionados.

Para colecta de muestras del suelo de la rizosfera se seleccionaron 20 plantas al azar
en cada uno de los sitios establecidos. Ademas, de 10 submuestras de suelo de 10 cm de
profundidad, retirando la materia organica de la superficie, para formar una muestra
compuesta de 1kg. El suelo fue colocado en fundas herméticamente cerradas y
etiquetadas. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Principios Activos del CHITT para su procesamiento. Una vez en el laboratorio, las

muestras se mantendran a 4°C para su conservacion.

Figura 1 Mapa de ubicacién de las parcelas en los sectores de Pindal, La Manga y La Cabina.

4
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Figura 2 zona de cultivo de maiz en los cantones de Pindal y Zapotillo
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Fuente: Bryan Quezada

1.7 METODOLOGIA

1.7.1 Analisis fisico-quimico del suelo.

Se peso aproximadamente 1 kg de la muestra compuesta para realizar el anélisis fisico-
quimico, incluido el pH, la densidad aparente, el contenido de MO, la textura, la salinidad,
la conductividad eléctrica y la humedad. Ademas del contenido de; C, N, K, P, Ca, Mg,
Fe, Cu, Mn y Zn, el analisis completo se realizd6 mediante el servicio de un laboratorio

externo que se visualiza en el (Anexo B).

1.7.2 Procesamiento de las muestras para aislamiento de esporas de HMA.

Como se extrae las esporas de HMA del suelo, se emple6 la técnica de decantacion
hdimeda y tamizado. Se tom6 una muestra de 200 g, la cual se diluyd en 1000 ml de agua.
La mezcla se dejo reposar durante 10 minutos para permitir que los sélidos se
sedimentaran. Luego, se filtro a través de tamices con poros de 850, 250 y 40 micras para
finalmente recuperar la muestra del Gltimo tamiz. Se afora a 40 ml el sobrenadante con
sacarosa al 70%. Se procedié a centrifugar a 3500 rpm por 3 min, se decantd el

sobrenadante usando un tamiz de 40 micras, lo que queda en este Gltimo tamiz se
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almacena en caja petri para posterior ser observado bajo el estereomicroscopio (Awad &
Pena, 2023).

1.7.3 Conteo y extraccion de esporas.

Para poder realizar el conteo de las esporas se utilizd un estereomicroscopio, esta ha
pasado previamente por el proceso de tamizado y centrifugado. Las muestras obtenidas
son sometidas durante 15 segundos a bafio ultrasonico con finalidad de limpiar impurezas.
Con una micro pipeta se aislan las esporas y se colocan por separado en cajas Petri que
contienen agua destilada.

1.7.4 Protocolo de desinfeccion de las esporas.

Una vez obtenidas las esporas del suelo, estas pasaron por un proceso de desinfeccién
(figura 3) que permite eliminar restos de materia organica y microorganismos que se

adhieren a sus parede



Figura 3 Protocolo de desinfeccion de esporas de HMA
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PROTOCOLO DE DESINFECCIONDE ESPORAS DE HMA

Las esporas previamente
aisladas y seleccionadas
con mejores caracteristicas
se las coloca en un tubo
eppendorf
destilada estéril.

Lavar con 10 ulL de tween
20, el liquido es denso y se
debe absorber suavemente

Agregar 1 ml de agua
destilada y homogenizar

v

Realizar varios spin rapidos
con la centrifuga para que
las esporas bajen al fondo
del tubo.

v

Observar que las esporas
se encuentren el fondo del
tubo como puntos negros,
caso contrario colocar el

fondo del tubo.

; con una pipeta mecdnica >| con la pipeta suavgmgnte
con agua para homogeneizar vy para mezclar los liguidos
con diferente densidad.
lavarlo.
Sacar el liquido Afnadir agua, repetir 3
sobrenadante del tubo veces el lavado para sacar
——>| eppendorf, con cuidado de ——>| el jabdn del tween 20 vy
no desechar ninguna homogenizar bien con Ia
espora. pipeta.
|
Agregar 0.1 ml de
Sacar hasta 0.1 ml de agua, cloramina al T al 2% y dejar
———>| dejando solo las esporas al ———| reposar 2 minutos.

Realizae 3 enguajes con

tubo brevemente en |la . -
. agua destilada esteril.
centrifuga.
. . Agregar 1 ml de agua para
Agregar 0.2 ml de Dejar durante 3 minutos lavar los antibiéticos y
gentamlcn?a' + 0.2 ml de ——> para que haga efecto el ——> homogeneizar con  la
estreptomicina. antibidtico. pipeta

T

Centrifugar

Lavar la muestra con agua
destilada esteril
homogenizar con la pipeta,
repetir este paso 3 veces.

Y >

Dejar 0.1 ml de muestra
aproximadamente %
almacenar en refrigeracion
a 4C, hasta su uso.

1.7.5 Produccion de esporas de HMA mediante biorreactores.

Esta fase involucra el uso de biorreactores para el crecimiento de microorganismos ya

sean hongos o bacterias. La meta principal es la produccion en gran escala de esporas, ya

gue esto aumenta el coeficiente de multiplicacion y mejora la calidad del material

regenerado en condiciones in vitro ( Kumar - Shanmugam, Mandari , Kumar - Devarai ,
& Gummadi , 2022).
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Para la produccion de HMA empleando un reactor de cultivo aeropénico, se elaboré
un medio de cultivo que contiene macro y micro nutrientes, sin la adicion de azUcares,
vitaminas, con un atomizador se asperjando la solucién nutritiva que va alimentando a las
plantas, permitiendo entonces el desarrollo de la raiz, la germinacion de las esporas y el
incremento de los HMA (Rombe, Husna, Danu - Tuheteru, & Arif, 2022).

Se colocaron plantas trampas que estén previamente micorrizadas y crecidas en
maceteros, estas plantas se introducen y la raiz queda suspendida en el aire y la parte area
queda fuera del reactor. Posteriormente, después del proceso de asperjado por un tiempo
establecido, se realizaron cortes histolégicos para verificar su colonizacién de las raices
y produccidén de las esporas. Esta seria la base para la elaboracion de un bioinsumo a

mayor escala (Selvakumar, y otros, 2016)

1.7.6 Siembra en Sistema Aeroponico.

Se utiliza plantas trampa donde se inoculan las esporas, estas plantas se colocaron en
una caja con un sistema aeroponico como se ilustra en la figura 4 donde el sistema de
nebulizacion rocia las raices para darles la humedad y nutrientes necesarios, asegurando

condiciones ideales para la reproduccion de esporas.

Figura 4 Sistema aeropdnico para la colocacion de plantas trampa

Fuente: Bryan Quezada

En cada planta se colocaron 20 esporas de HMA, obtenidas de las muestras de suelo
de las parcelas mencionadas, las mismas se inocularon a las raices como se puede
observar en la figura 5, una vez que transcurran tres meses, tiempo suficiente para que los
HMA colonicen la raiz, se continua con el proceso de tincién y conteo de raices

micorrizadas para verificar el porcentaje de micorrizacion y produccion de esporas.
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Figura 5 Inoculacién de esporas en las raices de las plantas trampas

Fuente. Bryan Quezada

1.7.7 Protocolo de tincion de raices.

Para verificar la presencia de HMA en las raices de las plantas trampa se realizaron
cortes histologicos de la raiz y mediante un proceso de tincion éstas se observaron al
estereomicroscopio y se registro la presencia o ausencia de arbusculos, estructuras propias
de la relacion simbidtica entre HMA y la raiz; este proceso de tincion se especifica en la
figura 6.

Figura 6 Protocolo de tincion de esporas de HMA y raices

En un bafio termoregulado se coloca el tubo falcon a
Cortar las raices de plantas micorrizadas y temperatura no mayor a 70 °C, en caso de tener raices
cubrirlas en un tubo falcon con NaOH o KOH L finas 1 hora o raices gruesas 2 horas. Es preferible
al 10 % de concentracion y durante 1 hora. afiadir mas tiempo que subir la temperatura ya que se
Esto rompe la membrana externa de la raiz. corre el riesgo de romper el cortex de la raiz y perder la
muestra.

\4

Lavar las raices con agua y colocar en agua oxigenada al 3%
entre 5 - 10 minutos aproximadamente, esto limpia la lignina de
la raiz. Se debe considerar que la raiz queda color blanco, esto

Lavar con agua de la llave hasta
—>| que se que se elimine el agua
oxigenada.

depende de la exposicidn a la agua oxigenada.

!

Acidificar la raiz con HCI
2% durante 3-5 minutos.

Colocar el colorante azul de triptano 0.02% durante 5 minutos en
—>| un bafio termoregulado a 70°C. Se puede filtrar y reutilizar el
colorante 3 veces aproximadamente para teiiir otras raices.

V

Las raices se pueden guardar en solucidon de
acido lactico y glicerol.
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Es posible lavar las raices después de cada paso, y también, pueden ser reversibles
menos la tltima aplicacién con el HCI ya que el colorante se fija en medio acido. El orden

de los pasos depende si se aclara el color de la raiz hasta presenten un color blanguecino.

1.7.8 Descripcion de especies.

Luego de los respectivos conteos de las esporas extraidas de cada muestra, estas se
colectaron en una caja petri de plastico, donde se observaron con un estereomicroscopio
y se separaron por morfotipos con una aguja de diseccion, agrupandolas segun la similitud
de su forma, color y tamafo. Las esporas correspondientes a cada morfotipo identificado
se extrajeron con una micropipeta y se etiquetaron con un codigo de muestra, detallando
la fecha, lugar de recoleccidn y una descripcion de las caracteristicas de cada morfotipo
encontrado. Finalmente, estas esporas se almacenaron a 4 °C hasta su analisis
morfolégico, se ha determinado que en las muestras de suelos estudiadas predominan 4
tipos de esporas las cuales corresponde al género y especie: Acaulospora colombiana,

Gigaspora rosear, Rhizophagus clarus y Rhizophagus irregularis.

1.7.9 Protocolo para establecer el porcentaje de micorrizacion.

Para establecer el porcentaje de micorrizacion se requiere elaborar una cuadricula en
la superficie de una caja Petri. Una vez tefiidas, las raices se extienden aleatoriamente a
lo largo de la placa de Petri. Se Eligio las raices que se encontraban en buen estado. Es

importante repetir varias veces para asegurar un porcentaje representativo (figura 7).

Figura 7 Pasos para el conteo de esporas

Formar una cuadricula
asignando un identificador
de nameros a columnas vy
letras a las filas, empezar a
contar en orden por
columnas vy filas.

Se requieren de 300 a 500
intersecciones para tener un
total representativo.

Se cuentan dos hileras con
datos, en una columna se
asigna el valor 1 a todas las
raices micorrizadas que
cruzan una interseccion y 0
si no esta micorrizada.

Si la raiz se dobla y vuelve
a tocar una interseccion se
vuelve a contar.

Si  se cruzan
intersecciones se
por dos.

en las
cuentan



1.7.10 Caélculo de raices micorrizadas.
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En la caja Petri que contiene la cuadricula (Fig. ) se cuentan las columnas y filas donde se

presentan las raices micorrizadas tefiidas, aqui se contabilizan primero desde la primera fila en la
parte superior en sentido de izquierda a derecha y retornando en sentido opuesto en la siguiente

fila inferior, luego se procede con el mismo conteo en las columnas empezando por la primera

columna izquierda iniciando de arriba hacia abajo retornando en la siguiente columna en sentido

opuesto como se muestra a continuacion (Brundrett, 2008).

Figura 8 Conteo de raices micorrizadas

Stant > -

Fuente: (Brundrett, 2008)

- Repeat for
vertical linas

« En la columna o fila que se recorra y se encuentren raices micorrizadas se le asigna el

valor de 1 a toda la fila o columna analizada.

« Sesuman todos los valores de las raices que se asignaron el valor de 1.

« Se suman los valores de las raices micorrizadas

» Sesuman todos los totales de las repeticiones y se calcula el promedio mediante una regla

de 3.
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CAPITULO 4

1.8 RESULTADOS

1.8.1 Clasificacion de morfotipos e identificacion de esporas HMA encontradas
en suelos de cultivo de maiz.
Luego de extraer las esporas de HMA de las muestras de suelo de cultivos de maiz, se
realizé el aislamiento e identificacion de estas como se indica en el apartado 3.2.7.
Se lograron identificar por morfotipo 4 clases de HMA, los cuales corresponden a
Rhizophagus irregularis, Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea y finalmente el HMA

Acaulospora colombiana.

4.1.1.1 Acaulospora colombiana.

La Acaulospora colombiana es un hongo micorrizico arbuscular, lo que significa que
forma simbiosis con las raices de las plantas, ayudandolas a absorber nutrientes del suelo,
especialmente fésforo, a cambio de azlcares que la planta produce. Se encuentra
principalmente en Colombia, Costa de Marfil y América del Norte (Wilches - Ortiz, y
otros, 2019).

Morfologia.

Sus esporas son de color marrén anaranjado a marrén oscuro, de forma globosa a
subglobosa, con un diametro de 100-140 micrometros. Las esporas contienen una
estructura llamada orbe, que juega un papel en la germinacion (INVAM, 2024).

Figura 9 Secuencia de diferenciacion de las esporas
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Estructura subcelular de las esporas.
L1: Capa hialina adherida a la pared del cuello del saculo; 0,5-0,8 micrones de espesor;

a medida que las esporas se expanden.

L2: Forman una capa de aspecto marron (0-30-100-10) a partir de L1. El rango de
espesor es de 2,4 a 4,4 um (promedio de 3,3 pum). Cuando maduran, los poros de las
esporas y el cuello de la capsula se cierran completamente mediante este proceso, creando

una "endospora”.

L3: Su ubicacion varia mucho dependiendo del tipo de ruptura bacteriana. Se separa
en diferentes partes de la pared de la espora, pero rara vez se ve cuando esta adherida.
Cuando la distancia entre las paredes de las esporas es la misma, estas capas pueden
confundirse con paredes flexibles. Sin embargo, es ligeramente mas rigido que la pared
flexible porque puede romperse junto con la pared de esporas de ahi la designacién
"semirrigida". (Fig. 11)

Habitat.
Prefiere suelos con alto contenido de materia organica y poco nivel de fésforo. Se ha
encontrado en asociacion con diversas plantas, como café, pastos, leguminosas y arboles

(Gonzalez - Osorio, Botero - Carmenza, Rivera - Medina, & Vega, 2020).

1.8.1.2 Gigaspora rosea.

Gigaspora rosea es un tipo de hongo micorrizico arbuscular, lo que significa que
forma asociaciones mutuamente beneficiosas con las raices de las plantas. Estos pequefios
pero poderosos hongos ejercen un papel crucial en la salud de las plantas y la estabilidad
de los ecosistemas ( Tang, y otros, A Survey of the Gene Repertoire of Gigaspora rosea

Unravels Conserved Features among Glomeromycota for Obligate Biotrophy, 2016).

Morfologia.

Las esporas son las unidades reproductivas de G. rosea y tienen un color caracteristico
de rosa palido a marron claro, de ahi la palabra "rosea” en su nombre. Tienen forma de
globosa a subglobosa, con un diametro que suele oscilar entre 160 - 280 micrémetros. La
pared de las esporas es lisa y estd adornada con pequefias protuberancias o verrugas
(INVAM, 2024)
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Figura 10 Capas de la pared de la espora

penetration by germ tubes

Fuente: Tomado de. Dr. Joe Morton, curator of the collection at West Virginia University

Estructura subcelular de las esporas.

La pared de la espora de la Gigaspora rosea esta formada por tres capas: L1, L2y L3.
Las dos primeras son adherentes y de igual grosor en las esporas juveniles, pero la L2 se
engrosa a medida que se diferencia la pared de la esporay la L3 se engrosa justo antes de

la formacién del tubo germinal.

L1: Capa regular, transparente y compacta. La superficie es lisa, pero puede contener

esporas viejas, especialmente las que se acumulan en el suelo.

L2: El espesor de las esporas maduras varia ampliamente; Este cambio se debe a la
plasticidad de la capa base, que provoca alargamiento y fractura cuando se aplica fuerza
al portaobjetos.

L3: La capa “germinal” es del mismo color que la capa laminar (L2). L3 es mas
evidente en el nivel ultra estructural, donde parece denso en electrones. Cuando se ve bajo
un microscopio se comporta como L2. En el interior de esta capa se forman numerosas

“verrugas” o “pezones”, especialmente en las zonas donde se forman las bacterias.

Habitat.

Se encuentra en varios tipos de suelo, pero prospera en suelos tranquilos y bien
aireados con un contenido moderado de materia organica. Su distribucion es amplia y se
encuentra en areas tropicales, subtropicales y templadas de todo el mundo forma
asociaciones de micorrizas arbusculares con una amplia gama de plantas, incluidos

cultivos agricolas, pastos y arboles (Tang, y otros, A Survey of the Gene Repertoire of
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Gigaspora rosea Unravels Conserved Features among Glomeromycota for Obligate
Biotrophy, 2016).

1.8.1.3 Rhizophagus clarus.

Rhizophagus clarus (anteriormente conocido como Glomus clarum) es un hongo
micorrizico arbuscular de la familia Glomeraceae. Se ha demostrado que la especie
incrementa la absorcion de nutrientes y el crecimiento en varios cultivos agricolas
(Olivera Thlales, y otros, 2022).

Morfologia.

Las esporas de Rhizophagus clarus varian en color de blanco a amarillo-marrén.
Naturalmente varian en tamafio de 100 a 260 um y tienen forma globosa a subglobosa.
Las esporas son mas grandes que las esporas de otras especies del género Rhizophagus.
Las esporas estdn compuestas por una capa mucilaginosa externa que se espesa a medida
gue maduran (INVAM, 2024).

Figura 11 Estructura subcelular de las esporas rhizophagus clarus
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Estructura subcelular de las esporas.

L1: Es una capa transparente y pegajosa generalmente se rompe y se desprende, por
lo que con frecuencia falta en las esporas cultivadas; muestran una coloracion de rojo
rosado a violeta claro cuando se tifien con el reactivo de Melzer. Esta capa parece casi

hojas de esporas jovenes debido a las lineas de las areas mas gruesas.

L2: Una capa hialinaque permanenteestd formada por subcapas que no

son quebradizas, sino que tienen una consistencia granular, lo que provoca el
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agrietamiento y la fragmentacion de la pared de las esporas. Las esporas suelen parecer
"aplastadas" en lugar de romperse limpiamente. Esta capa puede ser mas gruesa en
algunas areas hasta un 25%, lo que hace que la superficie interna parezca "ondulada" y, a

veces, también muestra protuberancias poco profundas.

L3: Otra capa que normalmente consiste en 2-4 subcapas o laminas, de color amarillo
aamarillo oscuro. Las subcapas suelen ser adherentes, pero a veces se separan y engrosan

en la unioén de la hifa subtendente.

Habitat.

Se encuentra en una amplia variedad de tipos de suelo a nivel mundial, entre ellos los
climas templados y célidos. ComlUnmente se encuentra en suelos agricolas,
particularmente bajo cultivos como soja, maiz y arboles frutales. También se puede

encontrar en pastizales, bosques y otros ecosistemas naturales (Camargo Gomes, 2017).

1.8.14 Rhizophagus irregularis.
Rhizophagus irregularis es un hongo micorrizico arbuscular aplica como inoculante
del suelo en agricultura y horticultura. En estudios cientificos para mejorar plantas y

suelos, se usa en combinacion con bacterias (Anckaert, y otros, 2023).

Morfologia.

Sus esporas tienen un marrén amarillento de forma: globosa, subglobosa, ovoide,
oblonga o lo suficientemente irregular como para que a veces parezca nudosa con
diametro de 70-165 um de diametro, la union hifal es cilindrica y recta, y consta de 3
capas en la pared (INVAM, 2024).

Figura 12 Estructura subcelular de las esporas rhizophagus irregularis

Fuente: Tomado de. Dr. Joe Morton, curator of the collection at West Virginia University
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Habitat.

Esta se encuentra en suelos de todo el mundo, desde regiones templadas hasta climas
tropicales, se ha adaptado para florecer en diversos ecosistemas. No se adapta a la humedad
excesiva del suelo y no tolera suelos arcillosos pesados con mal drenaje. R. irregularis forma
relaciones simbioticas con una amplia gama de plantas, desde productos agricolas basicos como
el maiz y los tomates hasta arboles y pastos. Esta diversidad muestra su adaptabilidad y relevancia

ecoldgica (Srivastava, Conlan, Cahill , & Adholeya, 2016).

1.8.2 Tincion y conteo de raices micorrizadas.

Inicialmente, se planted utilizar planta trampa de maiz, sin embargo, estas no tuvieron un
comportamiento idoneo, debido a los problemas de humedad que presentan sus raices en la caja

aeroponica, por lo tanto, se utilizé las plantas trampa de acelgas.

Transcurridos tres meses después de la inoculacién de esporas en las raices de las plantas
trampas de acelga en un sistema aeroponico, se procedié a cortar la raiz y tincionar, seguido a
esto se colocd en cajas petri con cuadricula de esta manera se pudo contabilizar las raices
micorrizadas y evaluar el porcentaje de micorrizacion de cada una de las plantas. Se registro un

porcentaje de micorrizacion diferente en cada planta como se lo puede visualizar en la Tabla 1.

Tabla 1.

Porcentaje de inoculacién en las plantas trampas

VALOR NUMERO DE NUMERO DE TOTAL DE TOTAL DE RAICES PORCENTAJE DE

ASGINADO A MICORRIZAS MICORRIZAS VALORES MICORRIZADAS INOCULACION
COLUMNAS Y ENCONTRADAS ENCONTRADAS ASIGNADOS A CONTABILIZADAS
FILAS DE LA EN LAS RAICES EN LAS RAICES LA CAJA PETRI EN LA CAJA PETRI

CAJA PETRI DE LAS DE LAS FILAS
COLUMNAS
12 8 4 24 12 50.00%
12 3 6 24 9 37.50%
12 4 5 24 9 37.50%
12 4 5 24 9 37.50%
12 7 5 24 12 50.00%
12 5 6 24 11 45.83%
12 3 4 24 7 29.17%

Nota. Se indica los resultados de micorrizacidn. tabla realizada por el autor del presente estudio.
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La variacion del porcentaje entre las siete plantas, se debe a la calidad de la raiz de
cada una de ellas, como promedio global de todo el proceso se tiene que la produccion de
esporas de hongos micorrizicos arbusculares utilizando un método de plantas trampa
mediante un sistema aeropénico tiene una efectividad del 41.07 %, el cual es el promedio

obtenido entre las siete plantas inoculadas.

Por lo tanto, debido a la eficacia del proceso de inoculacién realizado, se puede
determinar un protocolo valido expuesto en el presente trabajo para la produccion de

esporas de HMA, siendo el siguiente proceso a seguir paso a paso.

e Extraer las esporas de HMA del suelo.

e Desinfectar las esporas.

e Agrupar las esporas en tubos falcon.

e Utilizar micro pipetas para extraer y colocar las esporas en las raices de las plantas
trampas.

e Dejar las plantas trampa con las esporas inoculadas, en el sistema aeropdnico por
3 meses.

e Tener cuidado de que la caja aeropdnica cumpla correctamente el proceso de
nebulizacion.

e Medir continuamente el pH del medio entre 6.2 a 6.5, siendo el 6ptimo 6.5.

e Alimentar el sistema aeropénico con el medio de cultivo cuantas veces sea
necesario, cabe recalcar esto dependera del crecimiento de la planta.

e Continuar con el proceso de tincion y conteo de raices para determinar el
porcentaje de micorrizacion y esporulacion para garantizar que el proceso esté

funcionando.
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CAPITULO 5

DISCUSION

En esta investigacion se logré registrar en suelos cultivados con maiz cuatro especies
de esporas de HMA que corresponden a los géneros Rhizophagus, Acaulospora y
Gigaspora que concuerda con el estudio realizado por Santana (2023) y Tosi (2023)
quienes reportan a Acaulospora y Rhizophagus en el mismo tipo de cultivo. En Ecuador,
estudios han demostrado que la inoculacion con Rhizophagus clarus y Claroideoglomus
etunicatum, puede mitigar los efectos de la sequia en cultivos de maiz, lo que conduce a
una recuperacion favorable de las plantas y a una mejor resiliencia después del estrés

hidrico (Santana, y otros, 2023).

En los cultivos la simbiosis con HMA reduce la necesidad de agroguimicos al mejorar
la absorcion de nutrientes, la tasa de desarrollo de las plantas y la tolerancia al estrés,
contribuyendo asi a préacticas agricolas sostenibles (Hao , y otros, 2024). Ademas, la
fitorremediacion asistida por los HMA ha surgido como una estrategia efectiva para
suelos contaminados, promoviendo la eliminacion de contaminantes a través de diversos
mecanismos como la agregacion a exudados hifales, la acumulacién y el intercambio de
nutrientes con plantas hospederas (Zhang, y otros, 2024). En general, la presencia de
HMA en el suelo puede mitigar los impactos negativos de los productos quimicos,

optimiza la condicién del suelo, la salud de las plantas y la sustentabilidad del ecosistema.

La aplicacion en cultivos como maiz han mejorado la tasa de crecimiento, aumento de
biomasa, la eficiencia de la absorcién de nutrientes como fosforo (Liu, Ma, Lakshmanan,
Wang, & Li, 2024). Ademas, de mitigar los efectos del estrés abidtico ocasionado por la
temperatura, la salinidad, el estrés hidrico y los ataques de patdgenos en el maiz,

destacando su papel en la productividad bajo condiciones adversas (Bisht & Gupta, 2023).

Los HMA han beneficiado a las plantas en diversas etapas del crecimiento, y
demostrado que impacta significativamente en los parametros morfofisioldgicos y
bioquimicos bajo condiciones de sequia, potenciando la colonizacién radicular, la
absorcion de nutrientes y la actividad antioxidante, mejorando la eficiencia fotosintética

(Abrar , y otros, 2024). La colonizacion influye positivamente en las tasas de
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germinacion, el peso y el aumento del sistema radicular, y la biomasa en las primeras
etapas fenoldgicas del desarrollo de las plantas (Vazquez-Santos, y otros, 2024).

En el analisis de los resultados del suelo del Bosque Seco, se logro identificar, la
familia dominante Glomeracea como Rhizophagus clarus y Gigaspora rosea
encontrdndose con mayor cantidad en la zona de la Cabina, lo cual difiere con el estudio
realizado por (Haug, Haug, Setaro, & Suares, 2021)(2021) donde la familia dominante es

Glomeromycota.

Las especies de hongos micorrizicos determinados de la clase Glomeromycetes, como
Acaulospora colombiana, no han sido reportadas hasta el momento en suelos de maiz,
pero se conoce que estas especies son Utiles para mejorar las caracteristicas del suelo
(Agbodjato, y otros, 2022). Resultados similares a los de Landinez-Torres et al. (2020)

que reporta la misma especie en Ameérica del Sur.

La produccion con plantas trampa de HMA implica el uso de plantas hospedantes para
propagar esporas usadas en la produccién de biofertilizantes. Estudios indican que el
cocultivo de plantas hospedantes, como maiz y sorgo, puede aumentar la produccion de
esporas, pero no mantener las composiciones originales de la comunidad tan
efectivamente como el monocultivo de plantas hospedantes (Wangmo, 2022; Sefrila,
2023).

Acaulospora sp. y Glomus sp. se pueden encontrar en las raices del maiz después de
un cultivo trampa, el maiz muestra un alto potencial de colonizacién de HMA en
comparacidn con otras plantas hospedantes como la soja y la cafia de azlcar. La densidad
y diversidad de esporas en la rizosfera impactan significativamente el desarrollo y la
produccién de biomasa de las plantas trampa, y una mayor colonizacion de esporas
conduce a una mayor altura de la planta, nimero de hojas y produccion de biomasa segun
Husein (2022). Esto resalta la importancia de la seleccion de plantas hospedantes y la

produccién sostenible de biofertilizantes.

Con respecto al uso de sistemas aeroponicos, estos permiten asegurar un ambiente
limpio para el desarrollo de las micorrizas inoculadas, sin embargo, si bien Hoyos (2019)
indica que el buen uso de este tipo de tecnologia incrementa la eficiencia en la produccion
de esporas; es necesario realizar continuas evaluaciones para conocer la cantidad y tipo

de nutrientes que cada planta necesita, asi como la frecuencia de riego, con el fin de evitar
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la pudricién radicular, siendo una alternativa para la produccion de indculos ( Khan &
Mohammad, 2022). Esta técnica ha demostrado éxito de viabilidad e infectividad por
parte de los HMA (de Santana, Cavalcante, de Sa Barreto, & Costa Maia , 2014).

La tincion de las raices de las plantas trampa es crucial para visualizar y cuantificar la
colonizacion fangica. El colorante azul de triptano se ha utilizado con el propésito, de
identificar y visualizar la colonizacion de las raices, observandose con claridad bajo el
estereomicroscopio (Wilkes, 2023), lo que permite documentar de manera eficiente las
estructuras fungicas, como hifas extrarradiculares, vesiculas y arblsculos, lo que
contribuye a una mejor comprension de las interacciones simbidticas (ManojKumar &
Kalpana, 2023).

El porcentaje de micorrizacion alcanzado en este estudio fue del 50 demostrando ser
una técnica eficiente como manifiesta Sing et al (2011), que mediante este sistema se
obtiene una alta densidad de propagulos sin necesidad de un sustrato sélido. Segun
Santana (2023) la infectividad de los indculos de la HMA es de alrededor del 59% en los
10 primeros meses, si se almacenan a 4 °C en sustratos especificos como arena en
combinacién con vermiculita o arena més arcilla, reduciéndose con el tiempo. También
sean desarrollado varios métodos para preservar los HMA inoculados en vermiculita con
un contenido de humedad del 10% a temperaturas de 20-30 °C y en condiciones de luz
de 1500 lux, que puede mantener el recuento de esporas y la infectividad hasta por 5
meses (Kumari & Prabina, 2017).
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES
El protocolo de desinfeccion de las esporas, extraccion e identificacion de HMA,
permitié clasificar en base a los morfotipos las esporas de hongos micorrizicos
arbusculares. Estos protocolos, son detallados paso a paso para que puedan emularse y

asegurar éxitos en el resultado final, mientras se cumplan las condiciones que se sugieren.

La utilizacion de plantas como maiz, lechuga y cebollin por sus caracteristicas de
desarrollo no se pudieron utilizar como plantas trampas, encontrando como alternativa la

acelga como planta trampa que permitié el establecimiento del presente protocolo.

Por el porcentaje obtenido del 41% podemos sugerir este sistema como idoneo para la
produccion de hongos micorrizicos arbusculares. La identificacion fue corroborada

mediante analisis de metabarcoding.

RECOMENDACIONES

Sugerir para analizar las muestras de suelo maximo a las 72 horas de ser extraidos de

sitio, para evitar que el tiempo influya en la calidad de las esporas de los HMA.

Se debe cumplir con el minimo de 300 intersecciones en la caja petri para tener un

valor mas cercano a la realidad del nimero de esporas producidas posterior al sembrado.

Utilizar plantas trampa sembradas en maceteros cuyo estado de raices sean grandes y

sanas.
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ANEXOS

Anexo A: Registro fotografico

Figura Al Panoramica de la zona de estudio

Figura A2 Lugar de extraccion de suelo de cultivo de maiz
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Figura A4 Recoleccion muestras de suelo rizosferico
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Figura A7 Diluir la muestra de suelo
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Figura A10 Visualizacion de algunas esporas de HMA

Figura A1l Esporas obtenidas para su desinfeccion
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Figura A13 Inoculacion de los HMA en la caja aeroponica en el cultivo de acelga
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Figura A16 Se coloca las raices en una cuadricula para visualizar estereomicroscopio para
su conteo




Anexo B

Se detallan en las tablas, el andlisis fisico-quimico del suelo

54

Tabla Bla.
Fecha
PINDAL P1 0598216 / 4.09938 cambio de
PP1 FEB 24 Pindal p1 0547005 80.11425 1-feb-24 cultnf/? a [sembrio café| Pindal p1 59 0,23 0,023
café
PINDAL P2 " 0598216 / -4.09938. - aun no "
PP2 FEB 24 Pindal p2 0547005 80.11425 1-feb-24 sembrado Pindal p2 5,9 0,18 0,018
la cabina p1 . 0567304/ |-4.075220. - siembra 29 . La Cabina
La Cabina p1 8-feb-24 siembra 4,9 0,91 0,091
1/2/2024 Icpl feb 24 P 9549353 80.393640 enero pl
Fecha
se movio el
sitio de la
la cabina p2 567253 / 4.075185. parcela La Cabina
Icp2 feb24 La Cabina p2 9549536 80.394101 8-feh-24 porque siembra p2 5,4 0,31 0,031
estaban
estacas
caidas
aplicacion
0576099 / 4.221540. de mata la manga
Impl feb 24 | la manga p1 9533164 80.314290 8-feb-24 |semilla, kuik| fumigacion pl 6,7 0,25 0,025
900, fuerza
verde
aplicacién
576632 / 4.220855. de mata la manga
Imp2 feb 24 | la manga p2 0533426 80.309478 8-feb-24 |semilla, kuik| fumigacién p2 6,8 0,24 0,024
900, fuerza
1/2/2024 verde

Tabla B1b. Andlisis de la continuacion de la tabla

Fecha
2,02 2,62 5 0,1 18,82 3,05 4,4 4,3 0,04 69,6 26,2
1,38 1,79 0,8 0,09 18,73 3,86 3.2 2,2 0,04 1 42,5 24,4
1,36 1,77 3,6 4,1 5,878 1,6 7,7 3,4 0,04 1 275,7 13,5
1/2/2024
Fecha
1,08 1.4 2,8 0,52 4,4 1,29 11,7 2,1 0,03 4145 15,6
0,65 0,84 0,7 0,12 17,73 6,35 9,2 1,4 0,04 51 51
0,43 0,56 1,28 0,07 19,19 5,56 6,4 11 0,04 3 6,8
1/2/2024




Tabla Blc. Andlisis de la continuacion de la tabla

Fecha

1/2/2024

Fecha

1/2/2024

55

0,39 305 22,01 6,17 305 218,7 3,65 65 18 52 30 arcilloso
0,22 227 22,72 4,85 42,88 251 174 31 24 26 30 arcilloso
franco
1,36 65,6 12,52 3,361 0,39 18 20,42 16 46 30 24 arcilloso
arenoso
franco
0,09 61,7 7,24 3,41 2,48 10,94 26,57 2,2 56 26 18 arcilloso
arenoso
franco
0,14 10,9 24,24 2,79 52,91 200,66 1 2 36 36 28 arcilose
0,06 10,9 24,86 3,45 79,42 353,57 0,44 12 42 28 30 franco
arcilloso
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