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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar hongos formadores de micorriza
arbuscular en plantaciones de melina (Gmelina arborea Roxb). Se muestrearon dos plan-
taciones de melina de 1 y 3 afios de edad, ubicadas en la zona central del tropico himedo
ecuatoriano, provincia de Los Rios, cantén Valencia. Las muestras de suelo y raices se
recolectaron en la época seca entre junio y diciembre de 2015. Los resultados mostraron
la presencia de los géneros de hongos micorrizicos arbusculares Glomus 'y Gigaspora. El
género con mayor representatividad en cantidad de esporas por gramo de suelo fue
Glomus. El mayor porcentaje de colonizacién micorrizica se present6 en las raices de los
arboles de 1 afio de edad.
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This study aimed to isolate and identify arbuscular mycorrhizal fungi in melina
(Gmelina arborea Roxb) plantations. Two melina plantations of 1 and 3 years old located
in the central zone of the humid Ecuadorian tropics, province of Los Rios, Valencia were
sampled. Soil and root samples were collected in the dry season between June and
December 2015. The results showed the presence of the arbuscular mycorrhizal fungi
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genera Glomus and Gigaspora. The genus with the greatest representativeness in quantity
of spores per gram of soil was Glomus. The highest percentage of mycorrhizal colonization

occurred in the roots of 1-year-old trees.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) son microorganismos rizosféricos
simbidticos de mas del 80% de las plantas
(Smith y Read, 2008), localizados en las rai-
ces de la mayoria de las comunidades vege-
tales de herbaceas y arboles tropicales. Es-
tos hongos forman parte del orden Glomerales
(Varelay Trejo, 2001). El efecto benéfico de
los HMA (definido como efectividad) en la
promocion del crecimiento y nutricion de las
plantas parece estar definido por la riqueza
de especies y por la procedencia de su aisla-
miento (Trejo et al., 2011). Aun cuando no
son especificos, los HMA pueden presentar
mayor compatibilidad hacia algunas especies
vegetales (van der Heijden et al., 1998). Asi,
algunos HMA pueden estimular el crecimien-
to, y otros pueden favorecer la absorcion de
nutrientes, inducir resistencia a fitopatogenos,
o ayudar en la adaptacion y tolerancia de las
plantas ante condiciones de estrés.

La identificacion taxondmica de los
HMA ha sido incipiente en el tropico himedo
ecuatoriano (THE), ya que la mayor parte de
los estudios se han enfocado en determinar
la respuesta de la planta a la micorriza, sin
considerar la procedencia o identidad del
endofito en plantaciones forestales de melina
(Gmelina arborea). Este es un arbol
caducifolio de la familia Lamiaceae, especie
de rapido crecimiento, que se ha adaptado
satisfactoriamente a las condiciones del THE,
atal punto que existen 2366 ha plantadas con
esta especie (Reybampac, 2012).
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Se conoce que especies forestales a ni-
vel de vivero responden satisfactoriamente a
inoculaciones de HMA, mostrando respues-
tas superiores a las variables dasométricas,
frente a plantulas no inoculadas y, por tanto,
favoreciendo su sobrevivencia en el campo
(Donoso et al., 2008). Basado en este con-
texto, se planted como objetivo aislar e iden-
tificar hongos formadores de micorriza
arbuscular en plantaciones de melina.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en
dos plantaciones forestales de melina
(Gmelina arborea) de 1 y 3 afos de edad,
ubicadas en areas de 10 y 8 ha, respectiva-
mente, en una finca de la zona central del
trépico hiimedo ecuatoriano; especificamente
en el canton Valencia, Provincia de Los Rios,
Ecuador. Se considero que las plantaciones
forestales han sido conservadas con escaso
disturbio del suelo y sin aplicacion de pestici-
das quimicos. Los analisis de suelo y raices
se realizaron en el Laboratorio de Microbio-
logia Ambiental y Vegetal y en el invernade-
ro de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo (UTEQ).

Las caracteristicas edafoclimaticas do-
minantes de la zona de estudio fueron: suelos
arenosos con topografia originados a partir
de cenizas volcanicas. La temperatura pro-
medio anual es de 25.4 °C, precipitacion pro-
medio anual de 1609 mm, 82% de humedad
relativa'y 923 horas luz/afio.
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Las plantaciones estaban ubicadas una
al lado de la otra, por lo que las condiciones
de suelo fueron similares. Se tenian 1111 ar-
boles/ha, con una distancia de siembra de 3x3
m en ambas plantaciones. Las muestras de
suelo y raices se recolectaron entre junio y
diciembre (época seca) de 2015. Para la co-
lecta de las muestras de suelos y raices se
utilizo una escarbadora, barreno y fundas de
plasticos rotuladas siguiendo la metodologia
propuesta por Cuervo y Rivas (2016). Esto
implica que cada sitio de muestreo esta con-
formado por seis arboles y se toman dos sub-
muestras de suelo y raices por arbol (pro-
yeccion de la copa sobre el suelo). Las mues-
tras de cada sitio se mezclaron hasta obte-
ner 2 kg de suelo y 80 g de raices, lo cual
permitié obtener muestras homogéneas de
suelo y raices hasta una profundidad de 20
cm. Las muestras fueron preservadas en re-
frigeracion (entre 4 y 10 °C).

A los suelos procedentes de cada plan-
tacion estudiada se le midio el pH emplean-
do la metodologia propuesta por Steubing et
al. (2001), que mide el pH en agua (H,0) y
cloruro de potasio (KCl) al 0.1 N. La lectura
del pH se registro en el sobrenadante de las
suspensiones con un pH-metro Oakton 510.

Para el aislamiento y conteo de espo-
ras de HMA se utiliz6 el método de tamizado
y decantacion en hiimedo con centrifugacion,
similar a la metodologia propuesta por
Gerderman y Nicholson (1963) con ciertas
modificaciones. Se pesaron 100 g de suelo,
las particulas de suelo fueron disgregadas con
las manos y colocadas en un vaso de preci-
pitacion, donde se afiadié 1000 ml de agua.
La suspension se dejo reposar durante 2 min
y se paso a través de tamices con apertura
de mallas de 425, 90 y 25 pm para separar
las esporas de acuerdo a su tamafio. La agi-
tacion y decantacion se repitio tres veces.

El material que quedo atrapado en los
tamices se vertid en vasos de precipitacion
de 100 ml con 50 ml de agua destilada. En
tubos de centrifuga de 15 ml se colocaron 5
ml de solucion de sacarosa al 20%. A partir
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de esa solucion, se adiciono 5 ml de sacarosa
al 60% al fondo de la anterior para formar
una gradiente de sacarosa. Por ultimo, se
agregaron 5 ml de la solucion del suelo sus-
pendido en agua. Se sellaron los tubos con
parafilm y se colocaron en la centrifuga du-
rante 3 min a 1006 g. El contenido del tamiz
se recogio en envases de vidrio y fue vertido
de a pocos en cajas Petri cuadriculadas de,
aproximadamente, 1.25 cm entre lineas, para
hacer el conteo de esporas en tres réplicas.

Para determinar la colonizacion
micorrizica, las muestras de raices (80 g) fue-
ron lavadas con abundante agua corriente.
Luego fueron cubiertas con una solucion de
hidroxido de potasio (KOH) al 10% y se co-
locaron en bafio de maria (90 °C) durante 10
a 15 min. Posteriormente, las raices se vol-
vieron a lavar con agua corriente para elimi-
nar el KOH, utilizando un tamiz para evitar
pérdidas durante el enjuague. Se paso6 por un
proceso de inmersion durante 5 a 10 min en
una solucion fresca de KOH al 10% y H,0,
al 10% en proporcion 1:1 (V/V). Luego se
lavé las raices con agua corriente para pasar
aun proceso de inmersion en acido clorhidri-
co (HCI) al 1N durante 10 min; se decant6 el
HClYy, sin lavar, se adicion6 azul de tripano al
0.05% en lactoglicerol, colocando las raices
al bafio de maria por 10 min. Se volvio a la-
var las raices en agua destilada y se les dejo
en reposo por 12 h para eliminar el exceso de
colorante.

Para la determinacion del porcentaje de
colonizacion micorrizica en las raices de
melina, se realizaron montajes al microsco-
pio. Se seleccionaron 50 segmentos de rai-
ces adicionando gotas de glicerol (50%). Se
efectuaron tres repeticiones por plantacion.
Las observaciones se realizaron en un mi-
croscopio a 40x.

La frecuencia (%) de colonizacion
radicular se determiné considerando los seg-
mentos colonizados y no colonizados. Se ob-
tuvo la relacion total de segmentos coloniza-
dos con respecto a los segmentos totales eva-
luados, y se contabilizé con base a la coloni-
zacion total por arbusculos y por vesiculas.
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La identificacion de los HMA anivel de
género se efectud con la ayuda de claves
taxonomicas (INVAM, sf; Brundrett et al.,
1996; Peterson et al., 2004). El porcentaje
de colonizacion micorrizica se evalué median-
te el método de despigmentacion y tincion de
raiz propuesta por Phillips y Hayman (1970)
y Giovanotti y Mosse (1980).

Para identificar y evaluar el nimero de
esporas de HMA por gramo de suelo hume-
do (gsh™) se realizo un analisis descriptivo,
mientras que para evaluar el porcentaje de
colonizacion micorrizica en las plantaciones
de melina se consideraron los segmentos co-
lonizados y los no colonizados. Los datos ob-
tenidos se analizaron utilizando los procedi-
mientos ANOVA de SAS® v. 9.0 para
Windows (SAS/STAT®, 2002). Se emple6 un
disefio completamente al azar. Las diferen-
cias estadisticas entre los promedios de los
tratamientos fueron determinadas mediante
la prueba de Tukey (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La plantacion de 1 afio de edad fue la
que presentd el mayor nimero de esporas
por gsh'!. Con relacion al tamaiio de los ta-
mices, el namero de esporas fue
significativamente diferente entre la planta-
cion de 1 aflo y la plantacion de 3 afios con el
tamiz de 90 um (23 vs 19 esporas, respecti-
vamente (Cuadro 1).

Las esporas de HMA correspondieron
a los géneros Glomus y Gigaspora (Cuadro
2). Estos géneros de hongos son similares a
los reportados por Prieto-Benavides et al.
(2012), en sistemas agroforestales de cacao,
quiénes ademas encontraron hongos de los
géneros Acaulospora y Scutellospora. Por
otro lado, Méndez-Cortés et al. (2103) iden-
tificaron los géneros Glomus, Funneliformis,
Rhizophagus, Acaulospora y Pacispora
para selva alta perennifolia (SAP) y
Claroideoglomus, Funneliformis, Glomus,
Rhizophagus, Sclerocystis, Paraglomus,
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Cuadro 1. Poblacion total de esporas HMA
por cada 100 g de suelo humedo (gsh) en
dos plantaciones de melina (Gmelina
arborea) del tropico himedo ecuatoriano,
segtin edad de los arboles (2016)

Apertura de 1 afio 3 afios
tamiz
425 um 19° 17
90 pm 232 19°
25 um 28* 26*
Total 70 62

ab Syperindices diferentes dentro de filas indica
diferencia significativa (p<0.05)

Entrophospora, Scutellospora y Pacispora
para selva alta superennifolia (SMS).

La mayor cantidad de esporas se atra-
p6 en el tamiz de 25 um, seguido de los tami-
ces de 90 y 425 um (Cuadro 2). Se encon-
tréd un nimero significativamente mayor de
esporas del género Glomus en las muestras
de la plantacion de 1 afio de edad (45 espo-
ras) que en las muestras de la plantacion de
3 afios de edad (33 esporas) (p<0.05; Cua-
dro 2).

La diversidad de géneros de hongos
formadores de MA encontrados en las plan-
taciones de melina, tienen algo en comin y
distan en cuanto a géneros de HMA localiza-
dos en ecosistema nativos, como lo sefala
Ruiz et al. (2011) en estudios realizados en
bosques de la amazonia peruana, donde en-
contraron Paraglomus occulatum y Glomus
microaggregatum. Hasta ahora no se sabe
qué factores influyen en la diversidad y la
composicion de las especies de HMA, pu-
diendo ser el tipo de suelo, las condiciones
climaticas y la composicion floristica de cada
lugar en particular (Ruiz et al., 2011). No
obstante, se ha demostrado que hay diferen-
tes comunidades de HMA en distintos habitats
y que en un mismo habitat puede haber dife-
rente composicion de HMA en cada especie
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Cuadro 2. Numero de esporas y género de hongos formadores de micorriza arbuscular
identificados y obtenidos por cada 100 gramos de suelo himedo (gsh™) en tres
tamafios de tamices en plantaciones de melina (Gmelina arborea) ubicados en la
zona central del tropico himedo ecuatoriano (2016)

1 afio 3 aflos
Género
425pm 90 pum 25pum Total 425pum 90pum 25 pum Total
Glomus 12 15 18 45° 9 10 14 33°
Gigaspora 7 8 10 252 8 9 12 292
Total 19 23 28 70 17 19 26 62

25 Superindices diferentes dentro de géneros indica diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 3. pH del suelo en plantaciones de
melina (Gmelina arborea) ubicados en la
zona central del tropico himedo ecuatoriano
(2016)

pH del suelo 1 afio 3 afios
en agua 6.23 6.45
en KCl 5.22 5.25

de hospedero (Ramos y Guadarrama, 2004).
Paises amazonicos como Brasil y Colombia
llevan entre 25 y 30 afios investigando este
temayy, en la actualidad, presentan importan-
tes avances en relacion con la distribucion
geografica de las poblaciones de HMA en
sus zonas geograficas (Stlirmer y Siqueira,
20006).

Lara-Pérez et al. (2014) indican que
existe una dinamica que identifica algunos
consorcios de géneros de HMA en
ecosistemas tropicales. Estos autores repor-
tan que las comunidades de HMA pueden
llegar a mantener una estrecha relacion con
el Bosque Humedo Tropical y otros
ecosistemas localizados en Centroamérica,
con base a un estudio sobre colonizacion y
estructura de la comunidad de HMA en bos-
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que mesofilo de montafia en Veracruz, Méxi-
co, donde encontraron hongos de los géneros
Gigaspora, Acaulospora, Glomus, Funne-
liformis, Sclerocystis y Scutellospora.

La densidad de colonizacion visual en
raices de melina no present6 diferencia sig-
nificativa entre las plantaciones de uno (1.9%)
y tres afios (1.7%) de edad. La densidad de
colonizacion normalmente se debe a la aso-
ciacion micorrizica que se ha registrado en el
90% de las plantas terrestres y que ha sido
clasificada, segin el grado de penetracion de
los hongos dentro de las raices, en tres tipos:
ectomicorriza, endomicorriza y ectendo-
micorriza (Guadarrama et al., 2004). De es-
tos, un tipo particular de endomicorriza, la
micorriza arbuscular, es la mas abundante en
los sistemas tropicales (Smith y Read, 2008).

El pH del suelo determinado en solucio-
nes de agua (H,0) y de cloruro de potasio
(KCl) fue ligeramente acido (Cuadro 3).

Las variables edafoclimaticas del lugar,
independientemente de la edad, se ven favo-
recidas por la presencia de HMA. Sin em-
bargo, diversos factores bidticos y abidticos
afectan la colonizacién micorrizica en los
ecosistemas; entre ellos el pH (Alvarado et
al., 2004), el estrés hidrico (Gavito et al.,
2008), la disponibilidad de Iuz (Shukla ez al.,
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2009) y la habilidad para obtener carbono
producido por las plantas. Asi, Alvarado et
al. (2004) encontraron valores de pH <5.5 y
menos de 8% de colonizaciones micorrizicas
en plantas de teca (Tectona grandis L) en
Costa Rica.

CONCLUSION

El género Glomus es la especie
prevalente en plantaciones forestales de
melina (Gmelina arborea) en la zona cen-
tral del trépico humedo ecuatoriano.
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