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Resumen

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son reconocidos por establecer simbiosis con
la mayoria de las plantas vasculares. La relacion mutualista en la que se involucran, implica
la captacion de nutrientes (especialmente el fésforo) por parte del micelio, que luego es
transportado hacia la planta. Esta, a su vez, le provee de carbohidratos necesarios para su
desarrollo. Las rutas por las cuales se establece la simbiosis planta-hongo pueden estar
influenciadas de forma positiva por la presencia de metabolitos secundarios como los
compuestos fendlicos. En la presente investigacion, se evalla el efecto que los compuestos
fendlicos de curcuma tienen sobre el desarrollo de plantas de crecimiento rapido y su grado
de micorrizacion. Al aplicar un indculo de micorrizas a plantas de cilantro, estas presentaron
un incremento en su desarrollo (peso seco, fresco y longitud), y al aplicar distintas
concentraciones de extracto de curcuma (3, 5y 7 mg/L), el crecimiento se vio ain mas
favorecido. La obtencion de esporas micorricicas por el método de tamizado y decantacion
permitié contabilizar un valor maximo cuando se aplicaron 5 mg/L de extracto de clrcuma.
Por lo tanto, la aplicacién exdégena de compuestos fendlicos extraidos de circuma contribuy6
al desarrollo de las plantas y mejoré significativamente la poblacion de esporas.

Palabras clave: micorriza arbuscular, cilantro, circuma
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Abstract
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are recognized for establishing symbiosis with most
vascular plants. The mutualistic relationship in which they are involved implies the uptake of
nutrients (especially phosphorus) by the mycelium, which is then transported to the plant. This,
in turn, provides it with carbohydrates necessary for its development. The routes by which the
plant-fungus symbiosis is established may be positively influenced by the presence of
secondary metabolites such as phenolic compounds. In the present investigation, the effect
that turmeric phenolic compounds have on the development of fast-growing plants and their
degree of mycorrhization is evaluated. When applying a mycorrhizal inoculum to coriander
plants, they showed an increase in their development (dry and fresh weight and length), and
when applying different concentrations of turmeric extract (3, 5 and 7 mg/L), growth was he
was even more favoured. Obtaining mycorrhizal spores by the sifting and settling method
allowed a maximum value to be recorded when 5 mg/L of turmeric extract was applied.
Therefore, the exogenous application of phenolic compounds extracted from turmeric
contributed to the development of the plants and significantly improved the spore population.

Key words: arbuscular mycorrhiza, cilantro, turmeric
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

Conforme la poblacién ha ido aumentando a través de los afios, también se ha
incrementado la necesidad de producir mayor cantidad de alimentos para satisfacer la
demanda de millones de personas. En la busqueda de métodos para crear un sistema de
produccién masivo, se ha encaminado a la agricultura hacia el uso dependiente de
fertilizantes y pesticidas quimicamente sintetizados; esto es a lo que actualmente se conoce
como agricultura convencional (Santos et al., 2012).

El uso excesivo de pesticidas y fertilizantes provoca la contaminacién del aire, suelo
y aguas subterraneas (Bhardwaj et al., 2014). Dentro de este contexto, la mayor presion que
ejerce la agricultura convencional se da en los suelos, ya que esta formados por materia
organica que es un componente esencial para conservar propiedades como la fertilidad
guimica y biolégica. Sin embargo, en muchas zonas estas caracteristicas ya se han perdido
debido a la actividad agricola intensiva, esto también afecta a los préximos cultivos pues
estos ya no tendran la misma disponibilidad de nutrientes, debiendo incrementar el uso de
fertilizantes para obtener el mismo rendimiento que se tenia al principio (Kopittke et al.,
2019).

La aplicacion de fertilizantes, sobre todo los nitrogenados ha permitido un aumento
del rendimiento en un 30 a 50% en los cultivos, sin embargo, su uso indiscriminado ha
provocado que su eficiencia disminuya. Al no ser asimilados completamente por las plantas,
se produce su lixiviacion que posteriormente provocara la acidificacion del suelo. Otra
consecuencia asociada a esta problematica es la erosion del suelo que se produce por la
pérdida drastica de nutrientes, y reduce el volumen del medio de enraizamiento para los

cultivos (Kopittke et al., 2019).
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Justificacion

Se prevé que la poblacién siga en aumento y aunque se van desarrollado nuevas
técnicas de obtencién de alimentos como la hidroponia, el uso del suelo va a continuar
siendo la principal forma de produccién. En ese sentido, se ha buscado transformar la
agricultura convencional reduciendo o eliminando los efectos negativos que posee.

Las nuevas tecnologias proponen el uso de agroinsumos organicos como
biopesticidas y biofertilizantes que utilizan la biodiversidad microbiana y fingica existente en
los suelos. Las relaciones simbiéticas son especialmente importantes en estos casos, y una
de las mas representativas son las que establecen las plantas con los hongos micorricicos
arbusculares (HMA).

Los hongos micorricicos arbusculares se encuentran en la gran mayoria de
ecosistemas y facilitan la absorcion de nutrientes principalmente de fésforo y nitrégeno por
las plantas, a su vez, ellas les proporcionan azlcares y lipidos. Ademas, en suelos pobres
en nutrientes, los HMA pueden proporcionar la mayoria de los requerimientos nutricionales
de las plantas huésped.

Existen varios factores que influyen en el establecimiento de la simbiosis entre
hongo y planta. Uno de ellos tiene que ver con la adicién de sustancias exdgenas que
actian como moléculas de sefal en estos procesos. Se ha descrito evidencias de que,
dentro de estas sustancias se encuentran los compuestos fenélicos producidos por un sin
namero de plantas. La caracterizacién fitoquimica de Curcuma longa L. ha permitido
conocer la diversidad en cuanto a metabolitos secundarios de esta especie. Algunos de los
compuestos fendlicos encontrados en los rizomas de esta planta, han sido analizados y
probados como sustancias que influencian de forma positiva el establecimiento de la

simbiosis y, por ende, en el desarrollo y crecimiento de plantas con poder de micorrizacion.
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Objetivos
Objetivo General del Proyecto
Evaluar el efecto de los compuestos fendlicos de Curcuma longa (Linn) en el
desarrollo de plantas de crecimiento rapido y su grado de micorrizaciéon
Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto de los compuestos fendlicos de Curcuma longa (Linn) mediante
maceracion para su aplicacién en plantas de crecimiento rapido.

2. Sembrar plantas de crecimiento rapido con y sin micorrizas en macetas, para la
aplicacion de extracto de Curcuma longa (Linn).

3. Determinar el efecto de la aplicacion del extracto de Curcuma longa (Linn) en
plantas de crecimiento rapido y su grado de micorrizacion mediante analisis de
biomasa, longitud de tallo y poblacién de esporas.

Hipotesis
El efecto de los compuestos fendlicos de Curcuma longa (Linn) es estadisticamente positivo

y significativo en el desarrollo de plantas de rapido crecimiento y su grado de micorrizacion.
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Capitulo Il: Marco Referencial

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son principios activos producidos principalmente por
plantas, y son los metabolitos secundarios mas abundantes de la naturaleza. Poseen
diversidad quimica y funcional, ya que sirven como pigmentos, actllan como proteccion
constitutiva contra organismos invasores, desempefian el papel de moléculas sefial,
funcionan como compuestos alelopaticos y son componentes estructurales de la materia
organica del suelo. Gracias a estas caracteristicas, se ha puesto especial interés en estas
sustancias para posibles usos potenciales en diversas disciplinas como Biologia, Quimica,
Medicina, Ecologia y Agricultura (Siqueira et al., 1991). En la agricultura, los compuestos
fendlicos han sido reconocidos como aleloquimicos, sustancias usadas en el mecanismo de
defensa de las plantas y precursores para la sintesis de sustancias humicas del suelo.
Ademas, se ha demostrado su intervencion en las interacciones entre plantas y
microorganismos patégenos o mutualistas (Siqueira et al., 1991).

Una de las especies que es capaz de producir una variedad de metabolitos
secundarios, es la curcuma (Curcuma longa L.). En esta especie se han realizado procesos
de caracterizacion para conocer qué compuestos fenélicos posee y cudles podrian ser sus
posibles aplicaciones.

Carcuma

Curcuma longa L. es una hierba perenne anual y bianual que pertenece a la familia
Zingiberaceae. La parte aérea de la planta presenta hojas frondosas y anchas,
acompanadas de flores amarillas o blancas. En promedio llega a medir hasta 120 cm, pero
esta caracteristica puede depender de la variedad y las condiciones climaticas en donde se
cultive (Nair, 2019). Dentro de su descripcion morfologica resalta la existencia de un tallo
subterraneo al que se le denomina rizoma (Figura 1). Este 6rgano funciona como reservorio

de nutrientes y se caracteriza por tener una variada composicién en aceites volatiles y
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compuestos fendlicos; sustancias por las que el rizoma es de gran interés y valor comercial

(Watson & Preedy, 2008).

Figura 1l

Rizomas de Curcuma longa

Nota. Turmeric. Fuente: Synergy Among Dietary Spices in Exerting Antidiabetic Influences
(p.416) de Pradeep & Srinivasan, (2019).

Los aceites volatiles del rizoma de C. longa se componen por terpenoides que le
confieren su caracteristico aroma. Entre ellos se encuentran: ar-tumerona y sus isémeros
alfa y beta, que son los encargados de la actividad alelopatica de la circuma. También se
han caracterizado compuestos como zingibereno, cariofileno, a-curcumeno, bisaboleno y a-
sesquifelandrenendreno. La concentracion en rizoma de cada uno de los terpenoides
mencionados, depende de forma directa de la variedad que se esté analizando, la
ubicacion, condiciones en donde se cultivd y el método de extraccion utilizado (Fernandez,
2021).

Con respecto a la composicién de compuestos fendlicos en el rizoma de C. longa, se
ha podido identificar los siguientes polifenoles del grupo de los curcuminoides: curcumina I,
que representa el 77% de la totalidad de estos compuestos y es la sustancia responsable
de su color anaranjado caracteristico. Otro tipo de polifenoles que se encuentran en menor
cantidad son la demetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina, y ciclocurcumina. En andlisis

fitoquimicos del extracto alcohdlico del rizoma de carcuma se ha encontrado otros
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compuestos como curdiona, acido cumarico, acido cafeico, acido sinapico, quercetin-3D-
galactosido, casuarinina, curcuminol, entre otros (Sabir et al., 2020). De forma particular, se
ha puesto mayor interés a los compuestos fendlicos, debido a que existen estudios que
resaltan la importancia de estos principios activos como moléculas de sefal en diversos
procesos simbidticos (Fries et al., 1997).
Cilantro

Coriandrum sativum L. es una planta herbacea anual que pertenece a la familia
Apiaceae (Atta-ur et al., 2020). Su semilla, de forma globular, presenta germinacion de tipo
epigea y desarrolla una raiz principal que, a su vez, da paso a raices secundarias. El tallo,
es erecto y simpodial con varias ramas laterales; su coloracion es verde, aunque se torna
de rojizo o violeta en el periodo de floracion. Las hojas basales tienen un borde entero y
trilobulado, mientras que las hojas de los nudos superiores son filiformes. La inflorescencia
es una umbela compuesta que tiene de dos a ocho rayos primarios de diferente longitud
cada uno, el color de los pétalos varia de rosa palido a blanco (Figura 2) (Diederichsen,

1996).

Figura 2

Morfologia de C. sativum

Nota. Coriandrum sativum. Fuente: Kohler's Medizinal-Pflanzen, (1897).
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La germinacioén del cilantro puede tardar entre 10 a 21 dias, trascurrido este periodo
se necesitan temperaturas de 15 a 30 °C para el desarrollo de la planta. Las actividades de
cosecha se realizan generalmente a los 50-90 dias, es una de las hortalizas que requiere
menos tiempo para completar su periodo vegetativo, en ese sentido, se la considera de
rapido crecimiento (Pinzén & Isshiki, 2001). Respecto a los requerimientos nutricionales de
esta especie, los macronutrientes mas importantes para el cultivo, son potasio, nitrégeno,
calcio, azufre, magnesio y fosforo (Preedy & Watson, 2020).

C. sativum es de gran valor comercial debido a su caracteristico aroma que lo hace
apetecible como especia, por esta razén es ampliamente cultivado. Ademas, ha sido usado
ancestralmente como remedio para tratar diversos trastornos; sus hojas se han utilizado
para estimular el apetito, mientas que las semillas se emplean para mejorar los problemas
digestivos(Laribi et al., 2015). Al ser C. sativum una especie herbacea, se encuentra dentro
de las plantas que se conocen gue tienen la capacidad de establecer simbiosis con
microorganismos del suelo, especificamente con micorrizas arbusculares (Oliveira et al.,
2016).

Microbiota del Suelo

El suelo es uno de los ambientes que més biodiversidad alberga, en él viven
millones de bacterias, hongos, actinomicetos y protozoos que le confieren propiedades
Unicas y permiten el desarrollo de actividades antropogénicas como la agricultura
(Rodriguez & Julia, 2002). La microbiota mejora las condiciones del suelo para que sea
fértil, transformando los nutrientes inorganicos en formas biodisponibles para las plantas y
ademas facilita la descomposicién y mineralizacion de la materia organica (Vargas &
Vargas, 2015).

Dentro del suelo existe una zona en particular que presenta una intensa actividad
biolégica y que esta directamente influenciada por la presencia de las raices de plantas
vasculares; la rizosfera. Dentro de esta fraccidon suceden interacciones simbibticas como la
fijacion de nitrégeno y asociaciones micorricicas que estan lideradas respectivamente por

bacterias y hongos. Estos microorganismos suelen incrementar su poblacién y actividad
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debido a la alta concentracion de exudados de raices de plantas que existe en esta region
(Kennedy & de Luna, 2005).

Las bacterias se encargan de la fijacion del nitrégeno y la descomposicion de la
materia organica hasta la hidrélisis de agroquimicos y subproductos metabdlicos, y el
mejoramiento de la biodisponibilidad de nitratos, sulfatos, fésforo y metales esenciales
(Carrillo, 2013). Debido a su capacidad para agregar particulas, penetrar poros y fisuras de
rocas, lo hongos cumplen una importante funcion en la estructura del suelo, pero la
caracteristica mas notable de estos microorganismos, es que forman grandes redes

miceliares que favorecen el transporte de nutrientes hacia las plantas.

Hongos del Suelo

Los hongos tienen una amplia diversidad y distribucion en todos los tipos de suelos.
Poseen un micelio filamentoso que a su vez estd compuesto de hifas individuales. Las hifas
pueden ser uni, bi 0 multinucleadas y septadas 0 no septadas. Debido a que los hongos son
organismos heterotrofos la cantidad y calidad de materia organica existente influye de forma
directa en la poblacion de hongos en el suelo. Estos microorganismos suelen colonizar por
completo los suelos con pH acido debido a que las bacterias y actinomicetos no crecen de
forma favorable bajo estas condiciones (Buscot & Varma, 2004).

Los hongos se clasifican en Ficomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos y
Deuteromicetos. La caracteristica mas importante de todas las clases de hongos del suelo,
es que producen un micelio capaz de un crecer de forma polarizada hacia fuentes de
sustrato adecuadas. También son capaces de degradar compuestos organicos muy
complejos como la celulosa o la lignina y muchos de ellos desarrollan simbiosis con las
raices de las plantas (micorrizas) y obtienen azucares simples de ellas. Los siguientes
géneros de hongos se encuentran mas comunmente en los suelos: Acrostalagmus,
Aspergillus, Botrytis, Cephalosporidium, Gliocladium, Monilia, Penicillium, Scopulariopsis,
Spicaria, Trichoderma, Trichodcium, Verticillium, Alternaria, Cladosporium, Pillularia,

Cylindrocarpon, Fusarium, Absidia, etc. (Buscot & Varma, 2004).
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Hongos Micorricicos

Los hongos micorricicos se encuentran en la rizosfera de la mayoria de plantas
vasculares y tienen la capacidad de formar asociaciones simbidticas, la mayoria son del tipo
mutualista. Las hifas de estos hongos, permiten que las raices de las plantas tengan mayor
superficie de contacto con el suelo e incrementan la solubilidad de los nutrientes como el
fésforo, ademas, pueden proteger las raices de las plantas de la invasion de
microorganismos con potencial de patogenicidad. (Kennedy & de Luna, 2005).

Existen varios tipos de micorrizas y estas se clasifican de acuerdo a su morfologia,
taxonomia del hongo y de la planta huésped en: ectomicorrizas, endomicorrizas, micorrizas
ericoides, micorrizas arbutoides, monotropoides, ect-endomicorrizas y micorrizas
orquidaceas (Buscot & Varma, 2004), de estos siete tipos descritos los mas abundantes son

endomicorrizas y ectomicorrizas.

Hongos Micorricicos Arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son el tipo mas comdn de micorrizas, y
por ende se encuentran asociados a una gran variedad de plantas. Presentan un caracter
mutualista obligado, y se los ha clasificado en un filo independiente denominado
Glomeromycota. Parte de su nombre (arbuscular), se debe a la presencia de estructuras
llamadas arbusculos (Figura 3), estas se encuentran dentro de las células corticales de las
raices y juegan un importante rol en el intercambio bidireccional de nutrientes (Shah, 2014).
Toda micorriza arbuscular consta de tres componentes principales: la raiz de la planta
huésped, las estructuras flngicas inter e intraceluares y un micelio externo a la raiz que se

localiza en el suelo. (Smith & Read, 2010).



24

Figura 3

Arbusculo: estructura caracteristica de los hongos micorricicos arbusculares

Nota. Arbusculo dentro de célula cortical de Allium porrum. Fuente: A new method for
observing the morphology of vesicular—arbuscular mycorrhizae de Brundrett et al., (1984)
Los HMA tienen un sistema de reproduccion asexual por medio de esporas
principalmente, estas se encuentran en el suelo circundante. Dichas esporas presentan
caracteristicas morfolégicas Unicas como su estructura multinucleada, su tamafio (llegan a
medir hasta 500 um de diametro), color, hifa de sostén y ornamentacion de la pared
exterior. Contienen abundantes lipidos y carbohidratos, sus paredes conformadas por
quitina y B (1-3) glucano son gruesas y resistentes. Todas estas propiedades han
contribuido al establecimiento de las descripciones taxonémicas de este filo (Smith & Read,

2010).

Desarrollo de HMA

Para que los HMA se propague y desarrollen, debe existir un in6culo que dé inicio al
ciclo de vida. Los principales inéculos son esporas, fragmentos de raices infectadas e hifas,
colectivamente se denominan propagulos. En el caso en donde la fuente de in6culo son las
esporas, la germinacién puede suceder de tres formas; a través de escudos de
germinacion, a través de la pared y por el rebrote a través de la unién de hifas. Este proceso
no depende estrictamente de la presencia de raices, pero se han reportado casos en los
gue el porcentaje de germinacién aumenta en su presencia. Posteriormente, se da el

crecimiento de la hifa que, cuando localiza a la raiz se adhiere a ella y forma apresorios.
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Seguido a esto, la hifa penetra la epidermis y las células exodérmicas hasta llegar a la
corteza media e interna de raiz, para luego formar arbulsculos. Una vez que el hongo ha
infectado la raiz, se da paso al desarrollo de las hifas externas (Figura 4) (Smith & Read,

2010).

Figura 4

Desarrollo del ciclo de vida de los HMA
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Nota. Pasos en los que se desarrolla la infeccién de raices por hongos micorricicos
arbusculares. Fuente: La micorriza arbuscular. Caracteristicas, Produccion y Aplicaciones
(p.9) de Salamanca & Cano, (2004)
Importancia de las micorrizas en las plantas

Mediante experimentos en los que se han hecho crecer plantas micorrizadas y no
micorrizadas, se ha logrado comprobar que la presencia de HMA permite que las plantas
tengan una mejor absorcion de nutrientes y agua. Uno de los nutrientes importantes y a la

vez escaso en cuanto a biodisponibilidad, es el fésforo, aun asi, las micorrizas arbusculares
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son capaces de captar y extraer este elemento de fuentes que de otra forma serian
inaccesibles para las plantas. La formacion del micelio externo le proporciona a la planta
una mayor exploracién y alcance al suelo (Kennedy & de Luna, 2005).

Por otra parte, los HMA también contribuyen a mejorar algunas de las propiedades
del suelo. Las hifas del micelio externo permiten que se formen micro y macroagregados,
gue ayudan a disminuir los efectos de la erosion, brindandole a la planta una mejor
superficie de adhesion. El micelio es capaz de secretar una glicoproteina protectora llamada
glomalina, su funcionalidad en el hongo consiste en evitar que se pierdan los nutrientes y
agua durante el transporte del suelo a la planta, y como consecuencia secundaria esta
sustancia también actia como una especie de pegamento con propiedades hidrofébicas

que facilita la agregacion del suelo (Rillig & Mummey, 2006).
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Capitulo I1ll: Metodologia
Zona de Estudio
La fase experimental del proyecto de integracidn curricular se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Departamento de Ciencias de la Vida y la
Agricultura de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicada en Sangolqui, cantén
Rumifiahui, Provincia de Pichincha.
Periodo de Investigacion
La investigacion se realizé en un lapso de cuatro meses, contados desde el mes de
noviembre del 2022 hasta febrero de 2023.
Disefio Experimental
Se estableci6é un Disefio Multifactorial 2x4 y se aplicé un analisis de varianza
ANOVA para conocer la variacion e interaccion de los tratamientos establecidos. Los
factores evaluados fueron:
Factor 1: nUmero de esporas micorricicas inicial
e M: 5 esporas/ g suelo
e MO: 0 esporas/ g suelo
Factor 2: concentracion de extracto de C. longa
e T1: 0 mg/L de extracto de clrcuma
e T2: 3 mg/L de extracto de curcuma
e T3:5mg/L de extracto de cUrcuma
e T4:7 mg/L de extracto de circuma
La interaccion de los factores dio lugar a ocho tratamientos que se muestran y se describen

enlas Tablas 1y 2.
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Tabla 1
Interaccién entre nimero de esporas iniciales y concentraciéon del extracto de carcuma, de

acuerdo al tratamiento

# esporas/ g suelo Concentracion de extracto de C. longa (mg/L)
5 0 3 5 7
0 0 3 5 7
Tabla 2

Descripcion de los tratamientos empleados en el ensayo

N°  Tratamientos Descripcién

1 MT1 63% Inbdculo Micorricico+ 33% Tierra estéril+ 4% Paja de
Arroz

2 MT2 63% Indculo Micorricico+ 33% Tierra estéril+ 4% Paja de

Arroz + 3 mg/L Extracto de circuma

3 MT3 63% Inbdculo Micorricico+ 33% Tierra estéril+ 4% Paja de
Arroz + 5 mg/L Extracto de cUrcuma

4 MT4 63% Inb6culo Micorricico+ 33% Tierra estéril+ 4% Paja de

Arroz + 7 mg/L Extracto de circuma

5 MOT1 96% Tierra estéril+ 4% Paja de Arroz

6 MOT2 96% Tierra estéril+ 4% Paja de Arroz + 3 mg/L Extracto de
curcuma

7 MOT3 96% Tierra estéril+ 4% Paja de Arroz + 5 mg/L Extracto de
curcuma

8 MOT4 96% Tierra estéril+ 4% Paja de Arroz + 7 mg/L Extracto de

clrcuma
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Operatividad de Variables
Las variables dependientes e independientes se analizaron en base a factores que

se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3

Variables y factores a determinar

Variable Factor a determinar Unidad de medida
Independiente Concentracién de extracto mg/L
de C. longa
Dependiente Biomasa de plantas Gramos (g)
Crecimiento de plantas Centimetros (cm)
Poblacion de hongos # esporas/ g sustrato
micorricicos

Toma de muestras de suelo para elecciéon de inéculo micorricico

Se recolectaron 300 g de suelo de cultivos de papa (Solanum tuberosum), yuca
(Manihot esculenta) y alfalfa (Medicago sativa) provenientes de las zonas de la Manuelita
Saenz del cantén Quito, Santo Domingo de los Tsachilas y Yaruqui respectivamente. Las
muestras se tomaron de los alrededores de los cultivos realizando una excavacion con una
profundidad de 20 cm desde la superficie del suelo, cada muestra se coloco en bolsas
plasticas previamente etiquetadas.
Tratamiento de muestras de suelo

Las muestras recolectadas se procesaron de acuerdo a la técnica de tamizado y
decantacion en humedo propuesta por Gerdemann y Nicholson (1963). Se colocaron las
muestras en bandejas plasticas previamente etiquetadas y se dejaron secar por dos dias a
temperatura ambiente. Una vez cumplido este tiempo se homogeneiz6 cada muestra 'y se
retird el material vegetal, rocas o particulas ajenas a la composicion del suelo. A

continuacion, se pesaron 100 g de cada muestra y se colocaron en vasos de precipitacion
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de 1000 mL previamente rotulados. Posteriormente se afiadié una solucion de peréxido de
hidrégeno (H20,) al 1% hasta cubrir totalmente la cantidad de suelo, durante una hora.
Transcurrido el tiempo, se procesé cada una de las muestras de la siguiente forma:
se tamiz6 la muestra de suelo usando tamices de 500, 150 y 45 um. De este proceso se
obtuvieron tres fracciones; A, By C. La fraccion A fue descartada, la fraccion B se colecté y
se licuo por 30 segundos en alta velocidad, mientras que la fraccion C se colecto y se licuo
en velocidad baja durante 60 segundos. Cada fraccion pasé por un segundo proceso de
tamizado, posteriormente se seco sobre papel filtro en una bomba de vacio (Figura 5a).

Luego, las muestras se dejaron secar por dos dias a temperatura ambiente (Figura 5b).

Figura 5

Decantacion y secado de muestras de suelo

Nota. a) Muestra de suelo sobre papel filtro y embudo Biichner en equipo de decantacion al
vacio. b) Fracciones secas de una muestra de suelo.
Observacion, conteo de esporas y eleccién de in6culo micorricico

Una vez que las fracciones se secaron por completo, se registré su peso total (tanto
de la fraccion B y C). El 10% del peso total de la fraccién B y el 5% de la fraccion C se
colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se afiadié agua destilada y solucién de sacarosa al
45%, se realizaron tres repeticiones de cada fraccion. Los tubos se centrifugaron durante 5
minutos a 2500 rpm.

Después de centrifugar se eliminé el sobrenadante con la ayuda del tamiz de 45 um,

también se realizd un breve enjuague con agua destilada y se dej6 caer lo que quedé de
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cada fraccion en placas Petri cuadriculadas para su posterior observacion, identificacion y
conteo en estéreomicroscopio.

Para determinar el nimero de esporas de cada muestra primero se realiz6 un
promedio de las tres repeticiones de cada fraccion, después para la fraccion B este
resultado se multiplicé por 10, mientras que para la fraccion C el promedio se multiplicé por
20. Por altimo, se sumaron los ultimos dos resultados y se obtuvo el nimero de esporas en
100 gramos de suelo, estos calculos se resumen en las ecuaciones 1, 2 y 3. El resultado fue
util para elegir el suelo que sirvié como inéculo micorricico para el ensayo.

#esporas (B) _ Yiz,X;
100 g suelo n

%10 (1)

# esporas (C) _ Yiz1 Xi %

20 @)

100 g suelo n

Donde n: 3 (repeticiones)

# esporas (B) |, #esporas(C) _ #esporas .1 _ #esporas (3)
100 g suelo 100 g suelo 100 g suelo 100 g suelo

Para la obtencién de las imagenes de las esporas, se las capturé con una
micropipeta de 10 pL, a continuacion, se las dispuso sobre una placa portaobjetos, se
agrego una gota de reactivo de Meltzer y PVLG (polivinilico en lactoglicerol), se cubrié con
un cubreobjetos y se observd bajo el microscopio con el lente objetivo de 10x.
Preparacion del sustrato de propagacion

El sustrato de propagacion consistié en la mezcla de indculo micorricico
seleccionado, tierra esterilizada y paja de arroz en porcentajes de 63, 33y 4%
respectivamente para el tratamiento M, mientras que para el tratamiento M0 se mezclé
Gnicamente tierra esterilizada y paja de arroz en proporciones de 2:1. La tierra usada para el
tratamiento MO se esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 15 Psi durante 30 minutos.

Montaje de Ensayo

Para el montaje del ensayo se utilizaron macetas de 12 oz de capacidad. Se

prepararon 24 macetas, 12 de ellas fueron llenadas con el sustrato del tratamiento M (con

in6culo micorricico) y las otras 12 se llenaron con el sustrato del tratamiento MO (sin
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micorrizas), se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento. Se sembrd 7 semillas de
cilantro (C. sativum) en cada maceta a una profundidad de 1 cm desde la superficie del
sustrato.
Mantenimiento nutricional del ensayo

El ensayo tuvo un periodo de duracién de dos meses, durante los primeros 20 dias
las plantas fueron regadas con solucion nutritiva de Hewitt (Anexo 1) y agua destilada de
forma alternada de tal forma que la solucién nutritiva se aplicé dos veces por semana.
Durante el tiempo restante del ensayo, se aplicé el extracto de C. longa (30 mL) una vez por
semana durante seis semanas y el riego se complementé con agua destilada.
Extracto de Curcuma longa (Linn)
Obtencién de Material Vegetal

Para la preparacion del extracto se emplearon rizomas de Curcuma longa (Linn) que
fueron obtenidas en tiendas de productos organicos.
Tratamiento de la muestra

Se lavaron y pesaron 454 g de rizomas de circuma. A continuacion, se realizaron
cortes en laminas finas y se dispuso sobre bandejas con papel absorbente, finalmente se
dejaron secar durante una semana a temperatura ambiente y evitando la luz ultravioleta.

Una vez que la muestra estuvo seca, se trituré en un molino eléctrico hasta obtener

un polvo fino (Figura 6).

Figura 6

Rizomas de C. longa triturados
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Obtencidn del extracto

El extracto se obtuvo mediante maceracién de 40 g de rizomas de carcuma
triturados, el solvente utilizado fue etanol absoluto. El macerado se coloco en una botella
ambar con tapa y se mantuvo en maceracion durante 3 dias con periodos de agitacion
manual.

De forma complementaria, se uso también el método Soxhlet para concentrar el
macerado. Este se colocé en un cartucho de celulosa que luego se introdujo a la camara de
extraccion, que estaba conectada a un balén de destilacion y a un refrigerante. El etanol
absoluto se calent6é a 50°C hasta llegar a la ebullicion. El proceso transcurrié de tal forma
que, el vapor producto de la ebullicion se condensaba y volvia a caer sobre los rizomas
triturados dentro del cartucho. Esto se repitié durante 2 horas, hasta conseguir el
agotamiento del material triturado. El extracto final se colocé en un balon de destilacion,
protegido con papel aluminio y se mantuvo en refrigeracion.

Posteriormente el extracto se concentré utilizando un Rotavapor-215 marca BUCHI,
se coloco el balén de destilaciéon en el bafio Maria del rotavapor a 35 °C, 130 rpm y 58 mbar
de presion (Figura 7a). El proceso se mantuvo por una hora y media hasta que se observo
la evaporacion de todo el solvente y la formacién de una sustancia viscosa de color
anaranjado-rojizo en el balén (Figura 7b). Finalmente, el extracto concentrado se mantuvo

en refrigeracion y cubierto con papel aluminio.
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Figura 7

Extraccion de compuestos fendlicos de rizomas de C. longa mediante el método Soxhlet

Nota. Proceso de concentrado de extracto de C. longa: a) equipo de rotaevaporacion
compuesto por un bafio Maria, refrigerante y balén de destilacién; b) Formacion de anillos
rojizos en las paredes del balén que indica que el proceso de concentrado ha comenzado.
Preparacion de diluciones

En primer lugar, se prepar6 una solucion stock con una concentracion de 0.015 g/L,
se pesaron 0.015 g del extracto y se disolvieron en un litro de agua destilada afiadiendo 300
pL de Tween 20 y 300 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para diluir por completo el extracto.
La solucidn stock se almacend bajo refrigeracion y protegida de la luz. Las concentraciones

de las diluciones a aplicar en los tratamientos fueron 3, 5y 7 mg/L (Figura 8).

Figura 8

Preparacion de solucion stock (a) y soluciones a concentraciones de 3,5y 7 mg/L (b)
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Levantamiento de ensayo
Una vez transcurridos 60 dias de propagacion se levantd el ensayo y se realiz6 la
evaluacion:
¢ Medicién de la longitud del tallo de las plantas: se midi6 la longitud de la parte mas
larga del tallo.
e Medicién del peso fresco total (PFT): se pesaron las plantas completas después de
extraerlas de cada una de las macetas.
e Medicién del peso fresco de raiz (PFR): se pesaron Unicamente las raices de las
plantas.
¢ Medicién del peso fresco aéreo (PFA): se pesaron las partes aéreas de las plantas.
¢ Medicién del peso seco total (PST): se pesaron las plantas completas después de
que se secaron.
e Medicién del peso seco de raiz (PSR): se pesaron las raices después de su proceso
de secado.
¢ Medicién del peso seco aéreo (PSA): se pesaron las partes aéreas de las plantas
después de su proceso de secado.
e Conteo de esporas: las muestras se procesaron como se describe en el Capitulo I,

pag. 21y se realiz6 un promedio de las 3 repeticiones.
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Capitulo IV: Resultados y Discusién
Observacion, conteo de esporas de hongos micorricicos y eleccion del inéculo
micorricico
Para seleccionar el inéculo micorricico aplicable al ensayo, se realizé una
comparacion entre las muestras de cada uno de los cultivos y se escogié la muestra que
tuvo el valor més alto de esporas por gramo de suelo. Los resultados se muestran en la

Tabla 4.

Tabla 4

Numero de esporas micorricicas obtenidas en los muestreos realizados

Muestra Sector Cultivo #esporas/100 #esporas/g
g suelo suelo
1 Manuelita Sdenz (Quito) Papa 800 8
2 Nuevo Israel (Sto. Domingo  Yuca 630 6.3

de los Tsachilas)

3 Yaruqui Alfalfa 500 5

(Quito)

En base a estos resultados, se escogid el suelo con el inéculo del sector de
Manuelita Sdenz por poseer el valor mas alto. Para el montaje de los ensayos se calculd la
poblacién micorricica inicial, de acuerdo a las proporciones de los componentes usados
para la mezcla del sustrato. De esta forma para el tratamiento M (con in6culo micorricico) el
valor inicial fue de 5 esporas por gramo de suelo, mientras que para el tratamiento Mo la

cantidad de esporas fue cero ya que el sustrato estaba esterilizado.
Desarrollo de Plantas de C. sativum

Longitud de Plantas
Para evaluar el desarrollo de las plantas de C. sativum, se utilizo el test de rangos

multiples de Duncan, con el fin de conocer qué tratamiento es estadisticamente mejor que el
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resto. Al analizar el crecimiento de las plantas (respecto a su longitud expresada en
centimetros), se pudo observar que, el tratamiento que resultd efectivo fue en el que se
aplicaron micorrizas y 3 mg/L del extracto de C. longa (MT2); en este caso la longitud
aumento6 un 37 % con respecto al control. Ademas, en la Figura 9, se evidencia que, todos
los tratamientos en los que se aplicd micorrizas y extracto de cdrcuma, presentaron un
incremento en la longitud en comparacion con las plantas control; es decir, se reflejé una
correlacion positiva entre estos dos factores.

Aunque en la literatura cientifica alin no se registran resultados que describen el
efecto que tiene la combinacion de micorrizas arbusculares y la aplicacion de un extracto de
curcuma, estudios previos han sefalado la importancia que ambos factores tienen por
separado en el desarrollo de varias especies de plantas.

Haciendo alusion al efecto que las micorrizas tienen sobre la altura de las plantas,
Hooli (2014) demostré que, en un periodo de 45 dias, la longitud del cilantro inoculado con
micorrizas aumento al doble, en comparacién a las plantas control que no tenian ningin tipo
de microorganismo simbiotico. Hallazgos semejantes se hicieron en los otros estudios
llevados a cabo por Jee y colaboradores (2020), en plantas de cilantro micorrizadas y por
Baczek y colaboradores (2019), en plantas de manzanilla, que al igual que el cilantro, es
una especie herbacea, aromética y de uso medicinal. Todos estos resultados coinciden con
lo obtenido en nuestro proyecto de investigacion, pues la longitud de las plantas de cilantro

presentd un incremento significativo con la aplicacién de micorrizas y extracto de carcuma.
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Figura 9

Longitud de plantas de C. sativum respecto a los diferentes tratamientos
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Nota. Medias de los tratamientos a un nivel de significancia de p> 0.05. Tratamientos: MOT1
(control): sin micorrizas y sin extracto de circuma; MOT2: sin micorrizas y 3 mg/L de
extracto; MOT3: sin micorrizas y 5 mg/L de extracto; MOT4: sin micorrizas y 7 mg/L de
extracto; MT1: micorrizas y sin extracto de clrcuma; MT2: micorrizas y 3 mg/L de extracto,

MT3: micorrizas y 5 mg/L de extracto, MT4: micorrizas y 7 mg/L de extracto. Las letras

mayusculas sobre las barras, indican si existe 0 no diferencia entre tratamientos.

Peso Fresco de Plantas

El efecto que cada uno de los tratamientos tuvo en el peso fresco de las plantas de
C. sativum se resume en la Figura 10. Como se puede observar, se registré un incremento
gradual del peso total y parcial (tallos y raices) conforme se aumenté la concentracion del
extracto de C. longa en plantas micorrizadas. Tanto en el peso total, como en el de la parte
aérea y raices, se evidencié que el mejor tratamiento fue en el que se aplicaron micorrizas y
extracto de curcuma a la concentraciébn més alta (7 mg/L).

Los resultados observados en este estudio son similares a lo encontrado por Oliveira
y sus colaboradores (2016), quienes comprobaron que, los HMA mejoran la absorcion de
nutrientes en plantas de cilantro en un periodo de 62 dias, esta mejora se ve reflejada en el

aumento del peso fresco de las plantas micorrizadas en comparacion a las que no lo estan.
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En el caso del peso fresco de las raices, en nuestro ensayo se observé un leve aumento en
comparacion con lo determinado por Oliveira. Este incremento puede deberse a la
aplicacion simultanea del extracto de compuestos fendlicos de clrcuma, ya que Oliveira
solo mantuvo sus tratamientos con micorrizas. Jee y sus colaboradores (2020), también
determinaron el desarrollo de plantas de cilantro en base al peso fresco, dando como

resultado un efecto positivo y significativo cuando se aplicé un inéculo micorricico.

Figura 10

Peso Fresco de plantas de C. sativum de acuerdo a cada tratamiento
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Nota. Medias de los tratamientos a un nivel de significancia de p> 0.05. Tratamientos: MOT1
(control): sin micorrizas y sin extracto de circuma; MOT2: sin micorrizas y 3 mg/L de
extracto; MOT3: sin micorrizas y 5 mg/L de extracto; MOT4: sin micorrizas y 7 mg/L de
extracto; MT1: micorrizas y sin extracto de circuma; MT2: micorrizas y 3 mg/L de extracto,
MT3: micorrizas y 5 mg/L de extracto, MT4: micorrizas y 7 mg/L de extracto. Las letras

mayusculas sobre las barras, indican si existe o no diferencia entre tratamientos.

Peso Seco de plantas

Los datos que se observan en la Figura 11, muestran el mismo patrén obtenido en el
analisis del peso fresco. Es decir, la aplicacion de extracto de circuma y la inoculacién con
micorrizas influenciaron de forma positiva en el peso seco total, aéreo y de raices de las
plantas de C. sativum, con respecto al control. En los tres casos, el mejor tratamiento
continué siendo el que contenia micorrizas y extracto de curcuma a una concentracion de 7
mg/L (MT4). De la misma manera, se observa un aumento producido por la aplicacion del
extracto de cdrcuma en plantas no micorrizadas respecto al control. Se conoce que los
compuestos fendlicos actian como moléculas de sefial para mediar las rutas por las cuales
se establece la simbiosis, es decir, pueden promover la colonizacién de las raices por parte
de los HMA. Ademas, estos compuestos son capaces de incrementar el crecimiento de la
planta, permitiendo tener un mejor rendimiento del cultivo. Fries y sus colaboradores (1997),
en su estudio Plant growth and arbuscular mycorrhizal fungal colonization affected by

exogetnously applied phenolic compound, realizaron aplicaciones de una solucién de acido
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p-cumarico en plantas micorrizadas de tréboles (Trifolium repens L.) y sorgo (Sorghum
bicolor L.). Las especies fueron sembradas e inoculadas con esporas de Glomus
intraradices. Al final del ensayo se determiné que, al aplicar la solucién de acido fendlico
cada siete dias se mejoro de forma significativa el peso seco de tallos y raices de ambas
especies de plantas, en comparacion al control, en el que no se aplicd ninglin compuesto.
Esto refuerza la hipétesis propuesta en nuestro estudio, pues es interesante conocer que
los rizomas de clrcuma también contienen acidos fenélicos como el &cido p-cumarico, y de
forma semejante, el extracto de cdrcumay la inoculacion micorricica influenciaron de forma
positiva el peso seco de las plantas de cilantro. Ambos ensayos refuerzan la teoria de que,

los acidos fendlicos tienen un efecto positivo en el crecimiento de plantas.
Figura 11
Peso seco de plantas de C. sativum de acuerdo a cada tratamiento
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Nota. Medias de los tratamientos a un nivel de significancia de p> 0.05. Tratamientos: MOT1
(control): sin micorrizas y sin extracto de circuma; MOT2: sin micorrizas y 3 mg/L de
extracto; MOT3: sin micorrizas y 5 mg/L de extracto; MOT4: sin micorrizas y 7 mg/L de
extracto; MT1: micorrizas y sin extracto de circuma; MT2: micorrizas y 3 mg/L de extracto,
MT3: micorrizas y 5 mg/L de extracto, MT4: micorrizas y 7 mg/L de extracto. Las letras
mayusculas sobre las barras, indican si existe o no diferencia entre tratamientos.
Poblacion de esporas micorricicas

La poblacién de esporas medida como el nimero de esporas micorricicas por gramo
de suelo, tuvo el mismo nivel de significancia estadistica en los tratamientos en los que se
aplicé 5 mg/L (MT3) y 7 mg/L (MT4) de extracto de cuircuma (Figura 12). Los tratamientos

correspondientes a MO (sin micorrizas), no presentaron diferencia significativa entre si, sin
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embargo, el nUmero de esporas obtenido resulta inesperado. Estos hallazgos sugieren que
las macetas correspondientes a estos tratamientos, se contaminaron con las esporas de los
tratamientos M (con micorrizas). Esta podria ser la explicacion por la cual, al analizar el
peso fresco, peso seco y longitud de las plantas de cilantro, se observé una mejora que

anteriormente se penso que se debia a la aplicacion del extracto de curcuma.

Figura 12
Diagrama de barras del nimero de esporas por gramo de suelo (a) y esporas por maceta

(b), de acuerdo a cada tratamiento
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Nota. Medias de los tratamientos a un nivel de significancia de p> 0.05. Tratamientos: sin
micorrizas y sin extracto; MOT2: Sin micorrizas y 3 mg/L de extracto; MOT3: sin micorrizas y
5 mg/L, MOT4: sin micorrizas y 7 mg/L, MT1: micorrizas y 0 mg/L, MT2: micorrizas y 3 mg/L,
MT3: micorrizas y 5 mg/L, MT4: micorrizas y 7 mg/L. Las letras mayusculas sobre las

barras, evidencian si existe o no diferencia entre tratamientos.
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Figura 13

Fotografias de estructuras de esporas contabilizadas en el ensayo

Nota. Fotografias obtenidas con el mlcroscoplo Optico con un enfoque de 10x. Se pueden

observar esporas con su pared exterior, esporas con hifas, esporas explotadas.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones

Se obtuvo el extracto etandlico de rizomas de curcuma mediante maceracion y
técnica Soxhlet, dicho extracto fue empleado para preparar diluciones (3, 5y 7mg/L)
aplicables a los tratamientos.

Las plantas de cilantro (C. sativum), escogidas para el ensayo, emergieron a los 20
dias de haber sembrado las semillas, y en los 40 dias posteriores alcanzaron una longitud
promedio de 13 cm. La aplicacion del extracto etandlico de rizomas de clrcuma a plantas
de C. sativum micorrizadas, incrementé su crecimiento (longitud y peso) en comparacion a
las plantas no micorrizadas. Ademas, la aplicacion del extracto también produjo un aumento
notable en la poblacion hongos micorricicos (medidos de acuerdo al nimero de esporas por
gramo de suelo).

Se obtuvo un maximo de 28 esporas por gramo de suelo cuando se aplicé extracto
de carcuma a una concentracion de 5 mg/L. Tanto el peso fresco, seco y longitud de las
plantas de C. sativum aumentaron de forma significativa en porcentajes de 67%, 64% y 37%
respectivamente, con respecto a los controles. La concentracion éptima de extracto para el
desarrollo de plantas en longitud, fue de 3 mg/L, mientras que para el peso total fue de 7
mg/L.

Recomendaciones

Después de haber comprobado que la aplicacion del extracto de rizomas de C. longa
tiene un efecto positivo en las plantas y en el nimero de esporas micorricicas, se
recomienda realizar la caracterizacion y cuantificacion de acido p-cumarico, y otros
compuestos fendlicos de dicho extracto. Esto puede ayudar a esclarecer como suceden los
mecanismos por los cuales suceden las primeras etapas de la simbiosis, y como se ve

influenciada por los metabolitos secundarios exégenos.
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