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Resumen 

Los productos derivados de la planta de guayusa (Ilex guayusa Loes.) experimentan una 

creciente demanda en el mercado debido a los compuestos bioactivos que albergan sus 

hojas. Tomando en cuenta la baja fertilidad natural de los suelos amazónicos, uno de los 

grandes desafíos es explorar nuevas alternativas agroecológicas que busquen mejorar la 

nutrición y el rendimiento de los cultivos de guayusa, manteniendo los criterios 

agroecológicos que actualmente se aplican en los sistemas agroforestales en donde la 

guayusa es cultivada. En este sentido, los Hongos Micorrízicos Arbusculares (HMA) 

cumplen un rol preponderante en la funcionalidad de los ecosistemas ya que mejoran la 

nutrición de las plantas que colonizan a cambio de carbohidratos y lípidos. En el presente 

trabajo, se describe por primera vez la colonización de los HMA en I. guayusa. Se identificó 

el morfotipo de colonización intermedio y la frecuente presencia de arbúsculos (>45%), 

mientras que la identificación taxonómica clásica de esporas y la secuenciación NGS de la 

región ITS-2 revelaron que sólo los HMA de la familia Glomeraceae estuvieron presentes 

en la rizósfera (70.4%) y en el interior de las raíces de la guayusa (97.6%). Probablemente, 

todas las familias de HMA que habitan en la rizósfera de I. guayusa no siempre colonizan 

el interior de sus raicillas, a pesar de las limitaciones en la identificación taxonómica clásica 

y el potencial sesgo de la secuenciación ITS-2 hacia la familia Glomearceae. En conjunto, 

estos resultados constituyen el primer paso hacia la producción de biofertilizantes basados 

en propágulos autóctonos de HMA para I. guayusa. 

Palabras claves: I. guayusa, hongos micorrízicos arbusculares Amazonía, abundancia 

relativa, Glomeraceae. 
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Abstract 

Guayusa plants (Ilex guayusa Loes.) based-products have a continuous growing demand on 

markets due to the several bioactive compounds found in its leaves. Considering the low 

natural fertility in Amazonian soils, one of the great challenges is to explore new 

agroecological alternatives that seek to improve the nutrition and yield of guayusa crops 

while preserving agroecological practices that are currently applied in agroforestry systems 

where guayusa is cropped. In this sense, Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) play main 

roles in ecosystems functionality due to improve host plant nutrition in exchange for 

carbohydrates and lipids. In this research, AMF colonization of I. guayusa is described for 

the first time. The intermediate-type colonization and frequent arbuscular ocurrency 

(>45%) were identified, while classical taxonomic identification of spores and the Next 

Generation Sequencing (NGS) of ITS-2 region revealed that AMF Glomeraceae family were 

found at rhizosphere (70.4%) and inside of guayusa roots (97.6%). Probably, all AMF 

families that inhabit the rhizosphere of I. guayusa do not always colonize their roots, 

despite limitations of classical taxonomic identification and potential bias of the ITS-2 

sequencing towards the Glomearceae family. Altogether, these results are the first steps 

towards native HMA-based biofertilizer production for I. guayusa plants. 

Key words: I. guayusa, Arbuscular Mycorrhizal Fungi, relative abundance, Amazonía 

Glomeraceae. 
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1 Antecedentes 

Los Hongos Micorrízicos Arbusculares (HMA) pertenecen al Phylum Glomeromycota [1] y 

son endosimbiontes obligados debido a que requieren de una fuente de carbono de la 

planta huésped para completar su ciclo de vida. La simbiosis entre los HMA y las raíces de 

las plantas se originó hace aproximadamente 460 millones de años [2] y constituyó un 

evento fundamental en la vida sobre el planeta, ya que permitieron la transición y 

adaptación del agua al medio terrestre de las primeras plantas que colonizaron la tierra 

[3,4]. Actualmente, el Phylum Glomeromycota está conformado por 4 órdenes, 12 familias, 

43 géneros y 342 especies de HMA (http://www.amf-phylogeny.com/). 

 Los HMA colonizan las raíces del 78% de las plantas y destacan por su amplio 

dominio de colonización en comparación con las micorrizas orquídeas (10%), 

ectomicorrizas (2%), y micorrizas ericoides (1.4%). Los HMA con reconocidos por su rol 

protagónico en el contexto de una agricultura sostenible, principalmente por dos aspectos: 

por su capacidad de mejorar la productividad de las plantas [5] y por su potencial 

participación en la resiliencia y mitigación de los cultivos al cambio climático [6–8].  

1.1.1 Ciclo biológico y fisiología de los HMA  

El desarrollo de los HMA se completa en 5 etapas de acuerdo con los autores Harrier & 

Watson (Figura 1) [9], de las cuales, las tres primeras se originan en la rizósfera (fase de 

pre-simbiosis) mientras que las dos últimas ocurren al interior de la raíz de la planta (fase 

de simbiosis). Estas etapas son: (1) germinación de esporas en la rizósfera, (2) germinación 

de las hifas con dirección a la raíz de la planta, (3) formación de una estructura aplanada 

sobre la raíz de la planta huésped (hifopodium), (4) ingreso y crecimiento de las hifas y, 

http://www.amf-phylogeny.com/
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finalmente, (5) la formación de vesículas y arbúsculos en el interior de las células corticales 

de la raíz de la planta huésped.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de los HMA. Las flechas señalan la formación de hifopodium, hifas y arbúsculos en las 

etapas 3, 4 y 5, respectivamente. Modificado de Akiyama [10]. 

Para que la germinación de esporas de HMA ocurra, se requiere de una compleja 

interacción de condiciones bióticas y abióticas entre ellas el pH, temperatura, humedad, 

nutrientes orgánicos y minerales, la planta huésped y los microorganismos asociados a su 

rizósfera [11]. Durante esta compleja interacción, las estrigolactonas (fitohormonas) 

exudadas por la raíz de la planta inducen la germinación de las esporas de HMA [12] y 

además estimulan el crecimiento de las hifas de HMA hacia la raíz de la planta [13]. 

Posteriormente, las hifas forman un hifopodium como paso previo del ingreso al interior 

de la raíz. Después de esta primera interacción, los HMA secretan lipoquitosacáridos que 

activan en la planta una señal de transducción, conocida como vía de señalización 

1 

2 

3 4 
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simbiótica común [14] que permite el ingreso de las hifas y el crecimiento de hifas 

intrarradicales. 

 Finalmente, el desarrollo de vesículas y de estructuras altamente ramificadas y 

específicas de los HMA, denominadas arbúsculos, se lleva a cabo en el interior de las células 

corticales de la raíz de la planta huésped. Los arbúsculos son estructuras claves en la 

simbiosis porque incrementan el área de contacto simbiótico y permiten el intercambio de 

metabolitos entre la planta huésped y los HMA [15]. En esta última etapa de crecimiento 

también ocurre la salida de las hifas desarrolladas en el interior de la raíz de la planta 

huésped, con el objetivo de formar hifas ramificadas y absorbentes, y además generar 

esporas [9], que permitirán mejorar la nutrición de la planta y empezar el ciclo de vida del 

hongo, respectivamente.  

En el interior de la planta colonizada por los HMA, las redes hifales pueden 

disponerse en tres morfotipos: Paris, Arum y un tipo intermedio. El morfotipo Paris se 

caracteriza por el crecimiento intracelular de hifas y por la formación de espirales de hifas 

y arbúsculos, mientras que, en el tipo Arum, el crecimiento de las hifas principalmente 

ocurre de forma intercelular, sin la formación de espirales. El tipo intermedio consiste en 

la mezcla gradual de ambos tipos [16,17]. En la rizósfera, la red micelial de los HMA 

asociado a la planta huésped permite interconectar de manera directa a la planta con el 

sistema de raíces que una variedad de plantas. Esta interconexión puede ocurrir también 

de manera indirecta, a través de la fusión de hifas de HMA (anastomosis) [18], generando 

una sorprendente y extensa conexión biológica bajo el suelo de los ecosistemas terrestres. 

1.1.2 Métodos empleados en la identificación de los HMA 

Las estructuras que forman los HMA durante su ciclo de vida proporcionan evidencia de su 
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colonización con la planta huésped. Las hifas, vesículas y arbúsculos han sido identificados 

tradicionalmente en las raicillas de la planta huésped por métodos de tinción que usan 

principalmente el azul de tripano como reactivo [19]. A partir de esta tinción es posible 

cuantificar la frecuencia de endomicorrización de la planta huésped [20]. El método de 

decantación húmeda en cambio se enfoca en extraer esporas de HMA que están 

suspendidas en la rizósfera de las plantas huésped [21]. 

La secuenciación de alto rendimiento (NGS, Next Generation Secuencing) se ha 

convertido en una poderosa herramienta por su capacidad de identificar la composición de 

las comunidades de microorganismos en muestras ambientales [22]. Esta secuenciación ha 

sido utilizada recientemente para describir la composición de comunidades de los HMA 

[23].  

1.1.3 Simbiosis de los HMA con la planta huésped  

El intercambio de estrigolactonas exudadas por las raíces de las plantas [12] y 

lipoquitosacáridos, secretados por las hifas de las HMA [14], permite que los HMA puedan 

colonizar el interior de las células corticales de la planta huésped. Como resultado, la 

asociación simbiótica mutualista generada permite que la planta huésped adquiera 

nutrientes de poca movilidad en el suelo, así como la translocación de micro (Ca, Cu, Fe, 

Zn, Fe, y Mn) y macronutrientes (P, N, K y S) [15] a través de transportadores específicos 

expresados por la planta como respuesta a la colonización por los HMA. A cambio, la 

demanda nutricional de los HMA es satisfecha por la planta huésped a través de la difusión 

de lípidos y carbohidratos que son indispensables para que los HMA puedan completar su 

ciclo de vida [24]. 
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Además de la nutrición a las plantas, los HMA ofrecen más funciones ecológicas, 

como el incremento de la absorción de agua, resistencia contra el estrés abiótico causado 

por las sequías prolongadas [25,26], a altos niveles de salinidad [27]⁠ o por la exposición a 

metales pesados [28]. También, los HMA promueven la resistencia al estrés biótico causado 

por patógenos [29] y el incremento tanto de la actividad fotosintética como del crecimiento 

de la planta huésped [26]. Además, los HMA contribuyen al secuestro de carbono 

atmosférico [12], transformando el carbono adicional fijado por la planta en hifas 

extrarradicales y glicoproteínas. Los beneficios de la simbiosis mutualista entre los HMA y 

las raíces de las plantas se extienden al suelo porque mejora su estructura a través de la 

estabilización de macro-agregados, optimizando el secuestro de carbono, la resistencia a 

la erosión, el intercambio gaseoso y la infiltración de agua [30].  

La versatilidad de la simbiosis HMA-planta ha despertado un gran interés por la 

fabricación de biofertilizantes, bioestimulantes y bioprotectores basados en propágulos de 

HMA [6,31]. Tal es el impacto, que el diseño, fabricación y comercialización de estos 

bioproductos ha incrementado vertiginosamente en el mercado norteamericano y europeo 

[31]. 

1.1.4 Esporas de HMA dominantes en Sur América y en la región Amazónica 

Las esporas de los HMA de la familia Glomeraceae y Acaulosporaceae son dominantes en 

Sur América, de acuerdo a los autores Cofré y colaboradores [32]. En la región Amazónica, 

se ha reportado la dominancia de las familias Glomeraceae-Acaulosporacea al oeste de la 

Amazonía brasileña [33] y al sur de la Amazonía colombiana [34], con dominancia de los 

géneros Glomus y Acualospora (único género de la familia Acaulosporaceae). Esta 

dominancia se invierte en la región de la Patogonia Argentina, en donde la familia 
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Acaulosporaceae es dominante sobre la familia Glomeraceae [35,36]. 

El cambio en la dominancia Glomeraceae-Acaulosporaceae en la región tropical de 

Sur América por la dominancia Acaulosporacae-Glomeraceae en la región fría de la 

Patagonia Argentina podría ser explicado por las diferencias en las condiciones ambientales 

que gobiernan en cada región. La encuesta global de diversidad de HMA señala que los 

factores ambientales (como las precipitaciones, la temperatura y el suelo) tienen una 

fuerte influencia en formar las comunidades de HMA que habitan en un determinado lugar 

[37], más influencia inclusive que la especie a la que pertenece la planta huésped [37,38].  

Recientemente, Davison y colaboradores [39]  identificaron que la temperatura y el 

pH son los factores abióticos más influyentes en la abundancia relativa de los HMA a nivel 

mundial. Estos autores identificaron que la familia Acaulosporaceae presentan un nicho 

óptimo a pH y temperaturas bajas, con media de 4 y <10 °C, respectivamente, mientras que 

la familia Glomeraceae presenta diferentes nichos óptimos. 

1.1.4 Ilex guayusa y la región Amazónica ecuatoriana 

En relación a la planta de guayusa (Ilex guayusa Loes.), ésta pertenece al único género 

remanente de la familia Aquifoliaceae, denominado Ilex. El género Ilex, comprende cerca 

de 600 especies de plantas, de las cuales, alrededor de 300 se encuentran en el Neotrópico 

[40]. Su distribución abarca desde la cuenca alta de la Amazonía de Perú, pasando por 

Ecuador, Colombia, hasta Bolivia [41,42]. Así mismo, se han registrado plantas de I. guayusa 

en altitudes que van desde los 200 hasta los 2000 metros sobre el nivel de mar [42]. 

 I. guayusa es una planta nativa de la región Amazónica [41,42] y, según registros 

históricos y arqueológicos, ha sido empleada ancestralmente como planta medicinal desde 

aproximadamente 500 A.C. [41]. En la región Amazónica ecuatoriana, las comunidades 
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kichwas cultivan la guayusa en sus sistemas agroforestales de cultivos simultáneos 

denominados chakra [43]. Para consumirla, preparan una infusión a partir de hojas frescas 

o secas denominada bebida de guayusa que es frecuentemente utilizada por las 

comunidades kichwa por sus propiedades estimulantes, medicinales y en rituales mágicos. 

Además, la guayusa es usada como diurético, tónico estomacal y remedio para la gripe por 

sus propiedades expectorantes [42], en combinación con gengibre, jugo de lima, 

chuchuwasu, y/o licor de caña de azúcar [41]. El uso de la guayusa también está asociado 

al incremento de la fertilidad, como analgésico [41,42], como repelente de insectos y 

contra mordeduras de serpientes [41]. 

  La bebida de guayusa desempeña un rol esencial en promover la convivencia diaria 

en las comunidades kichwas porque promueven la afectividad y las relaciones entre 

parientes. El consumo de esta bebida en la comunidad kichwa, en ocasiones, es 

acompañado por rituales mágico ancestrales que tienen como finalidad reorientar la vida 

y fortalecer los cuerpos de los niños [41]. 

 El cultivo de la guayusa en las chakras con fines comerciales surgió hace más de 10 

años, producto de la sinergia del conocimiento etnobotánico, saberes ancestrales, y el 

interés empresarial [44]. De acuerdo con Wise & Santander [45], las exportaciones de 

guayusa han crecido, desde el 2007, a 100 toneladas por año, concentrando el 95% de la 

producción mundial de guayusa en las Provincias Amazónicas ecuatorianas de Napo, 

Orellana y Pastaza [46], siendo la Provincia de Napo la principal productora y exportadora 

mundial de guayusa [45]. Actualmente, el mercado de Estados Unidos es el principal 

importador de guayusa del Ecuador, agrupando el 97% (80 toneladas) de las importaciones 

a nivel mundial [46]. La exportación de la guayusa genera ingresos a las comunidades 
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Kichwas por 700.000 dólares [43]. Visto de diferentes perspectivas, la guayusa cumple un 

importante rol cultural, etnomedicinal, social y económico en la región Amazónica de 

Ecuador, especialmente para la Provincia de Napo. 

1.1.5 Plantas que son colonizadas por los HMA 

De esta amplia distribución dominante que tiene los HMA en las plantas terrestres, estos 

endosimbiontes colonizan alrededor del 71% de las especies de plantas vasculares [47], 

incluyendo plantas empleadas en los cultivos alimenticios, como árboles frutales, cereales, 

leguminosas y vegetales [5]. El 29% restante de plantas vasculares no forman 

endomicorrizas arbusculares, y se agrupan en las familias de las  Proteaceae, 

Chenopodiaceae, Carophyllaceae, y Brassicaceae [47]: en estas familias también 

encontramos plantas importantes en la agricultura, como el rábano, la caña de azúcar, la 

canola, y la planta modelo Arabidopsis thaliana.  

No obstante, la colonización de HMA en este grupo de plantas suele ocurrir cuando 

co-existen con una red de HMA establecida en una planta micorrizable [48], formando 

Micorrizas Arbusculares Rudimentarias (MAR): estas estructuras se forman con baja 

frecuencia (<15%) en comparación con la planta micorrizable, y raramente hay presencia 

de arbúsculos (<5%) [48]. A. thaliana, Dianthus deltoides (Caryophyllaceae) y Salsola kali 

(Chenopodiaceae) son ejemplos puntuales de plantas que forman MAR cuando coexisten 

con plantas micorrizables [49]. 

1.1.6 Colonización de HMA en plantas de la familia Aquifoliaceae 

En Asia, se ha identificado que tres plantas de la familia Aquifoliaceae, I. integra, I. crenata 

[50–52], e I. pedunculosa [52], son colonizadas por los HMA. Mientras que, en Suramérica, 

I. paraguariensis (yerba mate) es la única planta reportada de la familia Aquifolieacea que 
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alberga HMA [53,54]. En todas estas plantas de la familia Aquifoliaceae se han identificado 

arbúsculos, hifas y el morfotipo de colonización Paris [50–53]. No obstante, hasta la 

presente fecha, no existe en la literatura científica ningún reporte sobre la identificación 

morfológica o molecular de HMA asociados a la planta I. guayusa. 

1.2 Planteamiento del problema a investigar 

Debido al constante crecimiento en la demanda nacional e internacional por la guayusa 

[43], en las chakras de la Provincia de Napo ha iniciado recientemente la siembra masiva 

de esta planta bajo un esquema que evita recurrir a prácticas de cultivo de alto 

rendimiento, caracterizados por el uso indiscriminado de maquinarias agrícolas, 

fertilizantes químicos y pesticidas [55]. El mercado de Estados Unidos es el principal destino 

de las hojas de guayusa y es el mercado que genera la mayor demanda. De acuerdo con 

Krause & Ness [43], el incremento por la demanda de la guayusa en el mercado de Estados 

Unidos continúa porque está acoplada con la oferta en exceso que se produce por las 

plantas maduras de guayusa, pero según los autores se desconoce hasta qué punto esta 

demanda seguirá igualando la oferta bajo el uso de los actuales criterios agroecológicos de 

producción. 

 Satisfacer la alta demanda del mercado de la guayusa producida bajo criterios 

agroecológicos, y en regiones prístinas y de alta diversidad biológica como la Amazonía, 

representa un enorme desafío en los procesos de domesticación de esta planta como 

cultivo con bajo o nulo impacto tanto a nivel local como global, y que permita brindar 

soluciones sostenibles [44]. Por lo tanto, el uso de herramientas agrícolas tradicionales 

como los fertilizantes inorgánicos no representa una opción a pesar de haber permitido de 

manera histórica suplir la demanda de los alimentos a nivel mundial. 
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El uso indiscriminado de fertilizantes inorgánicos tiene graves implicaciones para 

los recursos del planeta debido a que deterioran la calidad y la salud de los suelos, 

contaminan las aguas superficiales y subterráneas [56] y, además, reducen la biodiversidad 

de los ecosistemas terrestres [57]. Los fertilizantes químicos provocan desde 

desnitrificación, lixiviación, acidificación, volatilización, hasta la inserción de trazas de 

metales contaminantes, como Cadmio, Plomo y Arsénico, lo que pone en riesgo a la salud 

humana [56].  Por ello, es indispensable ofrecer estrategias biotecnológicas que permitan 

garantizar la producción de guayusa con altos criterios de calidad y que sean amigables con 

el ambiente, sobre todo, en regiones de alta fragilidad ecológica como son los ecosistemas 

Amazónicos. 

1.3 Justificación de la investigación 

Los HMA son reconocidos a nivel mundial por su protagónico rol en impulsar una 

agricultura sostenible, principalmente por dos aspectos: i) por su capacidad de mejorar la 

productividad de las plantas [5], y ii) por su potencial participación en la resiliencia y 

mitigación de los cultivos al cambio climático [6–8]. La inoculación por HMA, tanto en 

condiciones controladas como en el campo, mejora significativamente la biomasa de las 

plantas colonizadas, a partir de un incremento significativo en la nutrición [58]. Además, 

los HMA tienen la capacidad de incrementar la producción de los metabolitos secundarios, 

como los compuestos fenólicos y flavonoides [59]. Esto es de particular interés ya que se 

conoce que la guayusa produce importantes metabolitos secundarios, entre ellos la 

cafeína, flavonoides y antioxidantes [55] que pudieran ser incrementados como 

consecuencia de la simbiosis HMA-raíces de guayusa.  
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En relación al cambio climático, los HMA tienen la capacidad de incrementar el 

secuestro de carbono atmosférico de los ecosistemas [7,8], depositándolo en el suelo para 

conformar entre el 20-30% del total de la biomasa microbiana y para contribuir entre un 4-

5% del total del carbono fijado en el suelo de los bosques tropicales [12].  

La importancia del estudio de la posible colonización de raíces de la guayusa por 

HMA radica en que permitiría establecer las bases fundamentales para generar potenciales 

herramientas biotecnológicas basadas en biofertilizantes orientados a: i) mejorar la 

productividad de las plantas de guayusa sin necesidad de emplear fertilizantes químicos, ii) 

incrementar el secuestro de carbono atmosférico en la chakra amazónica y, iii) aumentar 

la resistencia al estrés abiótico causado por sequías o inundaciones debido al cambio 

climático. 

En este sentido, también resulta pertinente evaluar la diversidad de los HMA 

asociados a las raíces de guayusa, ya que ayudaría a determinar las funciones ecológicas 

que desempeñan los HMA en las plantas como resultado de la simbiosis [60,61]. Se espera 

que mientras más diversos sean estos microorganismos, más beneficios ecológicos 

proveerán a las plantas y a los ecosistemas [61]. Los resultados de este primer estudio 

abrirán un abanico de conocimientos y tecnologías para futuros desarrollos agroecológicos 

en la Amazonía ecuatoriana basados en novedosas aplicaciones biotecnológicas. 

1.3.1 Preguntas de investigación 

¿Las familias de HMA que están presentes en la rizósfera de las plantas de I. guayusa 

también colonizan el interior de sus raicillas? 

¿Las plantas de guayusa presentan una colonización por MAR (frecuencia de colonización 

<15% y con escaza o nula presencia de arbúsculos (<5%)) o presentan una colonización 



 

12 

 

característica de las plantas consideradas como hospedantes de HMA (morfotipos Arum, 

Paris o Intermedio, con frecuente colonización de arbúsculos)? 

1.3.2 Hipótesis 

Los HMA de las familias Glomeraceae y Acaulosporaceae son dominantes en los suelos de 

la región Amazónica, por lo tanto, se espera que al menos las esporas de estas dos familias 

estén presentes en la rizósfera y en el interior de las raicillas de las plantas de guayusa de 

la comunidad San Salvador (Tena).  

Todas las plantas de la familia Aquifoliaceae que albergan HMA poseen el morfotipo de 

colonización Paris. Debido a que I. guayusa pertenece a esta familia de plantas, se descarta 

que presente MAR y se espera que alberguen el morfotipo de colonización Paris. 

1.4 Objetivos de la investigación 

1.4.1 Objetivo General 

Identificar morfológica y molecularmente los HMA asociados a la rizósfera y a las raicillas 

de las plantas de guayusa establecidas en la comunidad San Salvador del cantón Tena. 

1.4.2 Objetivos Específicos 

1. Identificar, mediante taxonomía clásica, la abundancia relativa de los géneros y las 

familias de esporas de los HMA asociados a la rizósfera de las plantas de guayusa de la 

comunidad San Salvador. 

2. Determinar la riqueza y la abundancia relativa de HMA de las plantas de guayusa de la 

comunidad San Salvador a través de la secuenciación de la región universal de hongos ITS2. 
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3. Identificar, en las raicillas de las plantas de guayusa de la comunidad San Salvador, la 

frecuencia y el morfotipo de colonización de HMA. 

CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

2.1 Sitio de estudio 

El área de estudio se localizó en la comunidad San Salvador (0°56'14.1"S 77°51'03.2"W), 

parroquia rural San Juan de Muyuna del cantón Tena, capital de la provincia de Napo 

(Figura 2). La región del área de estudio cuenta con las siguientes características: 

precipitaciones anuales entre 3500 a 4000 mm, temperatura promedio de 25 °C, humedad 

relativa de 80-90 %, y altitud de 520 msnm. Los suelos de esta región son principalmente 

inceptisoles, y se caracterizan por la presencia de limos, retención de humedad 100% y pH 

ácidos [62].  

 

Figura 2. Mapa del lugar de estudio. En rojo se marca el punto de muestreo de las plantas de guayusa. 

Distancia mínima 2 km (Google Maps). 
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2.2 Selección de plantas de guayusa 

Se seleccionaron aleatoriamente cuatro individuos de guayusa de un sistema de cultivo tipo 

chakra. Las plantas seleccionadas estuvieron distanciadas por al menos 10 metros (Anexo 

1) para evitar la contaminación cruzada de las raíces o raicillas de otras especies vegetales. 

Esta distancia fue considerada de acuerdo con el método de muestreo de Souza et al. [63], 

en el cual se empleó una distancia mínima de 3 metros entre las plantas muestreadas. Las 

plantas de guayusa fueron etiquetadas como G1, G2, G3 y G4. La colección de las muestras 

en campo fue autoriza por el Ministerio del Ambiente, de acuerdo con la “Autorización de 

Investigación Científica Nº 023-2019-IC-FLO-DBN/MA” (Anexo 13).  

2.3 Muestras de rizósfera y evaluación de propiedades del suelo 

Por cada planta de guayusa se tomaron tres muestras de rizósfera (suelo + raicillas) de tres 

puntos equidistantes (3X) desde el tronco del individuo hasta aproximadamente 100 cm a 

la redonda (Figura 3), a una profundidad de suelo aproximada de 20 cm [64]. Estas 

muestras fueron homogeneizadas para obtener una muestra compuesta de más de 2 kg 

por cada planta de guayusa. Se obtuvieron un total de 4 muestras compuestas que fueron 

preservadas a 4°C y recolectadas en el mes de septiembre del 2019 y en febrero del 2020. 

 Se tomaron 50 gramos de suelo, por triplicado, por cada muestra de guayusa para 

determinar el porcentaje de humedad y se envió un 1 kg de suelo en peso seco al 

Laboratorio de Suelos y Aguas de la Universidad Politécnica Salesiana para analizar el pH, 

conductividad eléctrica, materia orgánica, concentración de: nitratos; Ca; Mg; Na; P; N 

total; Mn; Cu; Zn; Cd; S; B, capacidad de intercambio catiónico, Al intercambiable, y para 

analizar la textura del suelo. 
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Figura 3. Esquema para el muestreo de suelo y raicillas [64] aplicado a la planta I. guayusa. 

2.4 Esterilización almacenamiento y preservación de raicillas 

Las raicillas de cada muestra de guayusa fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio y 

alcohol al 70%. Aproximadamente la mitad de cada muestra fue preservada en alcohol al 

70% a 4°C para posterior análisis de colonización de HMA, mientras que la parte restante 

fue almacenada en tubos eppendorf y preservadas con alcohol absoluto (96 % v/v) a -20°C 

para la posterior extracción de ADN metagenómico. 

2.5 Evaluación de colonización de raicillas por HMA 

Todas las raicillas (~1 g por muestra) fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente 

1 cm de largo, luego fueron sumergidos en KOH al 10% y colocados en el autoclave durante 

15 minutos a 121°C. Después de descartar el KOH y enjuagar con agua destilada, las raicillas 

fueron sumergidas en HCl al 1% (v/v) durante 3 minutos para retirar la materia orgánica. 

Finalmente, las raicillas fueron teñidas con azul de tripano disuelto en glicerol al 0.05% [19]. 

Luego, se colocaron al azar 10 raicillas por cada portaobjeto para visualizarlas bajo 

un microscopio óptico (40x), este proceso se lo hizo por triplicado para cada muestra. Se 

empleó la fórmula propuesta por McGonigle [20] para evaluar la colonización 

endomicorrízica de las plantas de guayusa. Las raicillas fueron divididas en tres campos 

ópticos observables, cada campo fue evaluado como una colonización positiva si al menos 
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tenía la presencia de vesículas, arbúsculos o hifas, de acuerdo con el método aplicado por 

los autores Naranjo-Morán [65] y Moina-Quimí [66]. Un total de 30 campos fueron 

observados por cada muestra de guayusa. Este proceso se realizó por triplicado, por lo cual 

90 campos fueron visualizados por cada planta de guayusa. 

2.6 Aislamiento y clasificación taxonómica clásica de esporas de HMA 

Se usó la técnica de tamizado y decantación húmeda de Gerdemann & Nicolson [21] para 

aislar las esporas de HMA, partiendo de 100 gramos de peso seco de suelo por cada 

muestra. Se implementó un sistema continuo de tamices de 400, 125, 106 y 38 µm para 

colectar la solución de suelo procedente de los tamices de 106 y 38 µm, de acuerdo con la 

metodología de Naranjo [67]. Este proceso se lo realizó por triplicado para cada planta de 

guayusa. Se generó un gradiente de sacarosa [19,67] de cada solución tamizada y se agregó 

tween 20 al 2%, la solución fue centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos. El 

sobrenadante de los tubos fue filtrado con papel filtro (ø 0.15 mm) para retener las esporas 

y para posteriormente observarlas y contabilizarlas en un estereoscopio a 4x. Las esporas 

de cada planta de guayusa fueron agrupadas por morfotipos [68]  de acuerdo a color, 

tamaño y forma. Tanto las esporas viables (vivas) como las no viables (muertas) fueron 

contabilizadas. 

El 10% de cada morfotipo de esporas fue visualizado en un microscopio óptico a 40x 

[68]. Las esporas de los HMA recibieron una clasificación taxonómica hasta nivel de género, 

empleando como referencia el manual de Méndez-Cortés [69] y la base de datos del INVAM 

[70]. La abundancia relativa de géneros de HMA fue obtenida a partir del número de 

esporas de cada género dividido para el total de esporas. El 90% restante de esporas fue 

preservado en glicerol al 50% a -80°C para la extracción de ADN fúngico. 
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2.7 Extracción de ADN metagenómico de esporas de HMA y raicillas de guayusa 

Para la extracción de ADN metagenómico se usó el kit comercial Wizard ® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega, USA), con modificaciones para favorecer la degradación de la 

pared celular de los hongos. Se usó un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Fisher 

Scientific Inc.), acorde con las especificaciones de la casa comercial, para determinar la 

cantidad y calidad de ADN metagenómico extraído.  

2.8 Secuenciación Illumina MiSeq 

Para general los amplicones de los HMA se enviaron 21.7-28.6 ng/l de ADN metagenómico 

a GENEWIZ ® para la secuenciación y la preparación de bibliotecas de NGS. Genewiz empleó 

los primers forward F: 5’-GTGAATCATCGARTC-3', y reverse R: 5’-TCCTCCGCTTATTGAT-3' 

(GENEWIZ, Inc., South Plainfield, NJ, USA), para amplificar la región universal ITS2 

(barcoding universal de hongos), añadiendo adaptadores a los primers para amplificar 

uniformemente las librerías. La validación de las librerías de ADN fue realizada en el 

Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) y cuantificadas con el 

fluorómetro Qubit 2.0. Estas librerías fueron multiplexadas y cargadas en el secuenciador 

MiSeq de acuerdo a las especificaciones de la casa comercial (Illumina, San Diego,CA, USA).  

La secuenciación tuvo una configuración de extremos emparejados 2x300/250; y el 

análisis de imágenes y llamado de bases fueron realizados con el software de control MiSeq 

(MCS) acoplado al instrumento MiSeq. Se secuenciaron por duplicado cada muestra de 

raicillas de guayusa y una muestra de esporas de HMA para generar un total de 9 muestras 

secuenciadas. 
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2.9 Análisis bioinformático 

La calidad de las secuencias (fastq) demultiplexadas fue verificada con el software FastQC 

versión 0.11.5 [46]. Las secuencias fastq fueron importadas en QIIME 2 (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology 2) versión 2020-11 [47], y fueron procesadas de acuerdo a 

a uno de los flujos de trabajo establecido en la página web de QUIIME: los primers fueron 

removidos, las secuencias fueron ensambladas si cumplían con mínimo de 20 pares de base 

de solapamiento, y se estableció un mínimo de calidad por base de Q=20. Luego, estas 

secuencias fueron dereplicadas, agrupadas de novo para formar OTUs (Operational 

Taxonomic Units) con un 97% de similitud. Todas las secuencias quimeras fueron removidas 

[71].  

Los dos productos generados en el QIIME 2 (matriz de observación biológica (tabla 

biom) y las secuencias de hongos (formato fastq)) fueron exportados para posteriores 

análisis. Se usó el clasificador taxonómico RDP (Ribosomal Data Project) [72] versión 2.13 

(Julio 2020) para asignar taxonómicamente las secuencias de HMA exportadas de QIIME 2. 

Se utilizó un umbral de confianza del 70% de acuerdo con la metodología usada por Shi et 

al [73] y se seleccionó la base de datos Warcup training set V2 [74].  

Las secuencias que no recibieron asignación taxonómica hasta nivel de géneros de 

HMA fueron alineadas usando BLAST(nt) del NCBI (National Center of Biotechnology 

Information) [75], excluyendo del análisis a las muestras ambientales. Las secuencias 

recibieron la clasificación taxonómica de acuerdo a los resultados con mayor puntaje 

producido luego del alineamiento [76]. 

Luego de la clasificación taxonómica, la tabla biom y las secuencias fastq fueron 

importadas al programa estadístico R (versión 4.1.0) [77] para analizar la composición de 
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los hongos asociados a I. guayusa. Las muestras réplica fueron agrupadas para formar 1 

muestra por cada planta de guayusa y 1 de esporas de HMA. La composición de OTUs de 

HMA fue evaluado a través del paquete “phyloseq” [78] luego de extraer todas las 

secuencias de HMA del total de las secuencias ITS2 de hongos.  

Se seleccionó el método de unión de vecinos para generar el árbol filogenético con 

las secuencias ITS2 de HMA. El árbol filogenético fue construido con el programa MEGA 

versión 10.2.5, empleando 1000 réplicas para generar valores de bootstrap, de acuerdo 

con la metodología de Yang y colaboradores [79]. La taxa central de HMA de I. guayusa fue 

filtrada de la taxa original con la condición de que cada OTU tenga al menos 5 secuencias 

asignadas [80], y que esté presente en al menos una planta de guayusa.  

CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

3.1 Características químicas y físicas del suelo 

El análisis físico y químico de las muestras de suelo determinó que el sitio de estudio posee 

un pH ácido (4.7 ± 0.1), textura de arena franca, y posee bajas concentraciones en la 

mayoría de los nutrientes primarios y secundarios (Anexo 2), entre ellos el P (< 2.0 ppm), K 

(0.8 ± 0.1) meq/100 g y S (<5.0 ppm).  

3.2 Colonización de HMA en raíces de guayusa 

Las plantas de guayusa presentaron las estructuras características de la colonización por 

HMA, incluyendo hifas, esporas, vesículas, y arbúsculos (Figura 4), y una frecuencia de 

colonización total mínima de 44.5 ± 9.1 (Anexo 3). Los arbúsculos fueron observados en las 

4 plantas de guayusa, con una frecuencia de colonización superior al 45% (Tabla 1). 

Tomando como referencia los porcentajes mínimos de la frecuencia de colonización total 
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y el de arbúsculos (<15% y <5%, respectivamente) reportados en la literatura [48], y la 

escaza o nula presencia de arbúsculos en las plantas no hospedadoras de HMA [49], se 

descartó que las plantas de guayusa posean una colonización rudimentaria (MAR). El 

morfotipo de colonización observado en las raicillas de guayusa correspondió al tipo 

intermedio [17] (Figura 4) que es característico en plantas hospedadoras de HMA [49], 

aunque dicho morfotipo difiere del morfotipo Paris que coloniza el resto de plantas 

pertenecientes a la familia Aquifoliaceae [50–53]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Colonización de HMA en las raicillas de I. guayusa. Las flechas señalan hifas (Hf), esporas (Es), 

vesículas (Vsc), y arbúsculos (Ar). Las hifas y las esporas colonizaron el exterior de las células corticales, 

mientras que los arbúsculos y vesículas colonizaron el interior (morfotipo intermedio [17]). No se observó las 

espirales de hifas y arbúsculos características del morfotipo Paris [17]. 

Tabla 1. Colonización de hifas, vesículas y arbúsculos de HMA en I. guayusa.   

Plantas Hifas (n=3) Vesículas (n=3) Arbúsculos (n=3) 
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G1 77.8 ± 6.9 35.6 ± 5.1 52.2 ± 8.4 

G2 84.6 ± 13.5 37.8 ± 6.9 51.1 ± 23.4 

G3 53.3 ± 10.0 50.0 ± 8.8 30.0 ± 12.0 

G4 75.6 ± 6.9 56.7 ± 8.8 54.4 ± 17.1 

Total 72.8 ± 14.8 45.0 ± 11.2 46.9 ± 17.3 

 

 

3.3 Abundancia de esporas de HMA en la rizósfera de I. guayusa 

Se aislaron exitosamente un total de 1278 esporas de HMA de la rizósfera de las plantas de 

guayusa. A partir de las 709 esporas viables, 71 (10%) (Anexos 4-6) fueron montadas en los 

portaobjetos para identificar su taxón hasta nivel de género (Figuras 5-10). La densidad de 

las esporas de HMA (59.0 ± 27.0 esporas/100 g de suelo) identificado en la rizósfera de I. 

guayusa fue comparable con la densidad de esporas identificada en los bosques prístinos 

de Brasil (<50 esporas/100 g de suelo) [33] y de dos sitios de bosque de la Amazonía de 

Colombia [34] (46 y 55 esporas/100 g de suelo). 

3.4 Identificación morfológica de esporas de HMA 

Un total de 6 géneros de HMA fueron identificados en I. guayusa (Figura 5), de los cuales, 

el género Glomus (62.0%) y la familia Glomeracea (70.4%) presentaron la mayor 

abundancia relativa. Los géneros Glomus y Acaulospora fueron observados en las 4 plantas 

de guayusa muestreadas (Figuras 6-10). La superioridad en la abundancia relativa de las 
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esporas de familia Glomeraceae sobre las demás familias de HMA, seguida de la familia 

Acaulosporaceae, ha sido reportada también en bosques prístinos, secundarios, y en 

sistemas agroforestales en la región Amazónica del oeste de Brasil [33].  

 Entre los morfotipos de esporas que no pudieron ser clasificadas taxonómicamente 

(~10%), destaca el grupo de esporas de color púrpura (Anexo 7) debido a que el color 

característico que poseen no fue encontrado en los registros taxonómicos del INVAM [70]. 
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Figura 5. Abundancia relativa de los A) géneros y B) familias de HMA en I. guayusa. 
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Figura 6. Esporas de HMA aisladas de la rizósfera de la planta de guayusa G1. Microscopio óptico 40X. Géneros 

Septoglomus sp. (A), Scutellospora sp. (B), Rhizophagus sp. (C), Glomus spp. (D-F,H,K-M), Acaulospora spp 

(E,G,I). 
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Figura 7. Continuación de las esporas de HMA aisladas de la rizósfera de la planta de guayusa G1. Microscopio 

óptico 40X. Géneros Ambispora sp. (A), Glomus spp. (B-C,I-J,L-Q), Acaulospora sp. (F), Rhizophagus spp (D-E). 
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Figura 8. Esporas de HMA aisladas de la rizósfera de la planta de guayusa G2. Microscopio óptico 40X. Géneros 

Scutellospora spp. (A y G), sin clasificación (B), Glomus spp. (C-F,H,J-M,O,Q-S), Rhizophagus spp. (N y T). 
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Figura 9. Esporas de HMA aisladas de la rizósfera de la planta de guayusa G3. Microscopio óptico 40X. Géneros 

Glomus spp. (A-C,E-G y J), Acaulospora sp. (H), Scutellospora sp. (I), sin clasificación (F,K y L). 
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Figura 10. Esporas de HMA aisladas de la rizósfera de la planta de guayusa G4. Microscopio óptico 40X. 

Géneros Glomus spp. (A,D-I), Acualospora sp. (J), Rhizophagus sp. (K), sin clasificación (B y C). 

3.4 Análisis molecular de la composición de HMA en I. guayusa 

1.553.902 secuencias nucleotídicas ITS-2 permanecieron posterior al proceso de limpieza y 

ensamblaje realizado en QIIME2 (Anexos 8-10). 697.385 secuencias fueron asignadas al 

dominio de los hongos, de las cuales 9.389 (1.4 %) fueron clasificadas como secuencias del 

Phylum Glomeromycota (Anexo 11). La escaza abundancia relativa de secuencias ITS-2 de 

HMA obtenida en el presente estudio, en comparación con el total de secuencia de hongos, 

ha sido reportado previamente por los autores Tedersso et al. [81] (0.2 % en muestras de 

suelo) y Bergottini et al. [23] (0.1-33.8 % en muestras de raíces de I. paraguariensis). 

De los 49 OTUs de HMA identificados en muestras de raicillas de guayusa (Figura 

11), 36 fueron catalogados como taxas centrales (Anexo 12). 3 de las 5 curvas de 

rarefacción alcanzaron el nivel de saturación (Figura 12), indicando que estas muestras 

capturaron toda la riqueza de especies de HMA (número de OTUs), mientras que las 2 
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curvas restantes estuvieron próximas para alcanzar sus asíntotas.  

A nivel molecular no se identificó ninguna taxa de la familia Acaulosporaceae 

identificada previamente en las esporas, mientras que en las esporas no se identificó 

ninguna taxa de la familia Diversisporaceae identificada a nivel molecular (Figuras 13 y 5). 

La abundancia relativa de los únicos géneros identificados en esporas y a nivel molecular 

varió ampliamente (Figuras 13 y 5). El género Rhizophagus tuvo una abundancia relativa 6 

veces mayor en comparación con la abundancia relativa en esporas (44.0 vs 7.0 %), 

mientras que el género Glomus presentó abundancia relativa 9 veces menor en 

comparación con las esporas (6.8 % vs 62.0 %).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Abundancia relativa de los OTUs de HMA identificados en I. guayusa. 
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Figura 12. Curva de rarefacción de la riqueza de especies de HMA (números de OTUs) en función al número 

de secuencias (profundidad de secuenciación). 
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Figura 13. Abundancia relativa de los A) géneros y B) familias de HMA en I. guayusa a nivel molecular. Solo 

los géneros con abundancia relativa ≥ 0.1% fueron graficados (Silvaspora y Redeckera <0.1 %).  

Los clados de la familia Glomeraceae y Diversisporaceae (en color azul y rojo, 

respectivamente) fueron formados a partir del análisis filogenético (Figura 14). Las 

secuencias utilizadas como referencia en el árbol filogenético fueron etiquetadas por el 

código de identificación proporcionado por el NCBI (The National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), seguido del nombre de la especie, mientras 
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que las secuencias obtenidas en este estudio están etiquetadas por la numeración de los 

OTUs. 
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Figura 14. Árbol filogenético de los OTUs de HMA identificados en I. guayusa. 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

Los resultados presentados en este estudio son los primeros en acoplar la frecuencia y el 

morfotipo de colonización endomicorrízica, con la identificación de los HMA presentes en 

la rizósfera y en las raicillas de las plantas de guayusa. De esta manera, la colonización de 

HMA en I. guayusa queda documentada por primera vez a través de los resultados 

moleculares y morfológicos proporcionados en esta investigación. 

4.1 Esporas de HMA en la rizósfera de I. guayusa 

La capacidad de las esporas de la familia Glomeraceae por tolerar disturbios ecosistémicos, 

como los generados por prácticas agrícolas u otras actividades antropogénicas, y por 

adaptarse a una amplia gama de condiciones edafoclimáticas y ambientales [33,54,82], 

pueden constituirse como las principales razones por las cuales ésta familia presentó la 

mayor abundancia relativa en la rizósfera de las planta de guayusa (Figura 5). La superior 

abundancia relativa de esta familia es reportada no sólo en varios biomas de Sur América 

[32] y en la región Amazónica [33,34], sino también en las regiones paleárticas [83] y en 

bosques subtropicales de China [84]. Otra razón que sustenta la superior abundancia 

relativa de esta familia en las plantas de  guayusa se debe a que sus esporas tienen la 

habilidad de esporular rápidamente, y la colonización de nuevas plantas huéspedes 

también ocurre a través de fragmentos de raíces micorrizadas o por la anastomosis de sus 

hifas [18]. Todos estos aspectos generan que los HMA de esta familia presenten una 

variedad de nichos óptimos [39].  

 A diferencia de los HMA de la familia Glomeraceae, los HMA de la familia 

Acaulosporaceae tienen una distribución limitada y ocurre principalmente en áreas 

protegidas y en ambientes naturales, reportándose que tiene dominancia sobre la familia 



 

35 

 

Glomeraceae sólo en las regiones naturales protegidas [85] o en regiones frías de  Sur 

América [35,36]. Esto ocurre probablemente porque la colonización de los HMA de la 

familia Acaulosporaceae ocurre únicamente a través de la germinación de las esporas y no 

por fragmentos de raíces micorrizadas [18] y porque esta familia presentan un nicho 

óptimo que presenta una temperatura <10 °C [39]. Estos factores quizás hayan limitado a 

que las esporas de esta familia hayan presentado una abundancia relativa menor en la 

rizósfera de las plantas de guayusa en comparación con la familia Glomeraceae (Figura 5). 

4.2 HMA en el interior de las raicillas de I. guayusa  

La inconsistencia para corresponder las taxas de HMA identificadas en la rizósfera de las 

plantas de guayusa (Figura 5) con las taxas identificadas en sus raíces (Figura 13) ha sido 

señalado en previos estudios que han acoplado el análisis morfológico de esporas con el 

análisis molecular [86,87]. Uno de los aspectos que explican dichas inconsistencias radica 

en que las esporas de HMA  suspendidas en la rizósfera de la planta huésped proporcionan 

una visión parcial de los HMA que en realidad colonizan el interior de las raíces de la planta 

huésped [88].  

 Por otro lado, los autores Chamkhi y colaboradores [87] señalan que la 

identificación taxonómica puede constituir en un limitante debido a que las esporas de los 

HMA que corresponden a una misma taxa pueden presentar distintas formas y colores [89]. 

Además, se requiere de alta experticia para asignar una clasificación taxonómica debido a 

las escazas estructuras discriminantes que poseen las esporas de los HMA [87]. Estos 

motivos probablemente hayan limitado la precisión en la clasificación taxonómica que 

recibieron las esporas de HMA aisladas de Ia rizósfera de I. guayusa. Por lo tanto, es 

probable que la identificación molecular de los HMA (Figura 13) que colonizan a esta planta 
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haya representado de mejor manera a la comunidad de HMA asociados a las plantas de 

guayusa.  

Sin embargo, aunque la comunidad de los HMA puede describirse con mayor 

precisión a través de la secuenciación NGS [87], ningún OTU de la familia Acaulosporaceae 

fue identificado en las muestras de I. guayusa, ni en la muestra de esporas que también 

fue secuenciada (Anexo 12). Esta limitación  ha sido reportada cuando se emplean los 

marcadores de las regiones ITS-2 o LSU rDNA para describir las comunidades de HMA, 

identificando que la secuenciación de estas regiones genera un fuerte sesgo hacia la familia 

Glomeraceae [90,91]. Este aspecto es congruente con la posible sobrerrepresentación de 

la abundancia relativa de la familia Glomeraceae en las raicillas de guayusa (Figura 13). A 

pesar del posible sesgo que genera la amplificación de la región ITS-2, la riqueza de OTUs 

que produce puede ser similar que la obtenida por primers específicos de HMA [91]. Por lo 

tanto, es probable que la riqueza de OTUs identificada en cada planta de guayusa haya sido 

correctamente representada.  

4.3 Colonización de HMA en I. guayusa  

La presencia recurrente de los arbúsculos en la colonización de los HMA es necesaria para 

identificar una posible colonización funcional y descartar una colonización MAR debido a 

que en los arbúsculos es en donde se produce el intercambio de metabolitos, carbohidratos 

y lípidos durante la simbiosis HMA-planta huésped [17,49,92]. El morfotipo de colonización 

intermedio y la presencia recurrente de arbúsculos en las raicillas (>45.0%) de las plantas 

de guayusa proporcionan dos evidencias a favor de la hipótesis que predice un morfotipo 

diferente al producido por las MAR.  

 Sin embargo, el morfotipo de colonización intermedio identificado en las plantas de 
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guayusa contrasta con el morfotipo de colonización Paris que presentan las plantas de la 

familia Aquifoliaceae [50–53]. Al respecto, Dickson y colaboradores [17] señalan que las 

plantas de una misma familia pueden reportar morfotipos diferentes de acuerdo a las 

familias de HMA que colonicen a la planta huésped. Las plantas de la familia Umbelliferae 

exhiben el morfotipo de colonización Paris cuando son colonizadas por HMA de la familia 

Gigasporaceae o pueden exhibir el morfotipo intermedio cuando son colonizadas por HMA 

de la familia Glomeraceae. El morfotipo de colonización de HMA depende no sólo de la 

identidad de la planta huésped sino también depende de la identidad de los HMA que la 

colonizan.  

 Se tomó en cuenta este último aspecto para extender el análisis de los morfotipos 

de HMA que colonizan a la familia Aquifoliaceae, pero no fue posible comparar entre las 

comunidades de HMA que colonizan a las plantas de esta familia porque los registros del 

morfotipo de colonización no han sido complementados con estudios de taxonomía 

morfológica o molecular de HMA. 

4.4 Perspectivas futuras para el estudio de HMA asociados a I. guayusa 

A partir de las esporas aisladas de la rizósfera de I. guayusa se podrían desarrollar futuros 

cultivos axénicos y establecer el primer banco de HMA autóctonos asociados a I. guayusa, 

bajo el respaldo del Grupo de Microbiología Aplicada de la Universidad Regional Amazónica 

Ikiam. La identificación morfológica y molecular de los HMA en las plantas de guayusa 

constituye el punto de partida para explorar la posible funcionalidad de estos 

endosimbiontes en la relación simbiótica mutualista con estas plantas. En un reciente 

estudio [93], inóculos de la especie Rhizophagus intrarradices (presente en las raíces de I. 

guayusa (OTUs 20 y 26) (Anexo 13)) han incrementado significativamente el crecimiento 
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de la planta huésped. Esto abre la posibilidad de emplear esta especie de HMA como una 

pieza clave para mejorar el rendimiento de los cultivos de guayusa a través de la fabricación 

de biofertilizantes basados en HMA.  

 Los siguientes estudios podrían estar enfocados en fabricar propágulos infectivos 

(inóculos) que difieran en diversidad de especies, géneros y familias de HMA con el objetivo 

de identificar a qué grado taxonómico la diversidad podría influir sobre la biomasa, los 

procesos fisiológicos y bioquímicos de las plantas de I. guayusa. Además, los resultados 

presentados en esta investigación promueven el estudio de los microorganismos presentes 

en la rizósfera de I. guayusa y en otras plantas amazónicas de interés. Los siguientes pasos 

podrían estar orientados a estudiar las interacciones de los HMA con los microorganismos 

benéficos del suelo, como las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, fijadoras de 

nitrógeno y solubilizadoras de fósforo. 

CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

A pesar que la clasificación taxonómica clásica y la detección molecular, a partir de la 

secuenciación NGS de la región ITS-2, probablemente limitaron la correspondencia entre 

las taxas de HMA que habitan fuera y dentro de las plantas de guayusa, es probable que no 

todas las taxas de los HMA que habitan en la rizósfera de I. guayusa colonicen el interior 

de sus raicillas. La clasificación taxonómica clásica de esporas debería reemplazarse por 

técnicas de secuenciación que se apliquen individualmente a cada espora para mejorar la 

precisión en la clasificación. Además, se desaconseja la secuenciación NGS de la región ITS-

2 en los estudios que prioricen la identificación de HMA a nivel de géneros y familias debido 

al posible sesgo hacia la familia Glomeraceae. 

 La predicción del morfotipo de colonización diferente al producido por MAR resultó 
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congruente en I. guayusa. Las plantas de guayusa probablemente presentan una simbiosis 

mutualista con los HMA debido a la frecuente colonización de los arbúsculos (>45%) y a la 

detección molecular de taxas de HMA en sus raicillas. Sin embargo, para confirmar una 

colonización endomicorrízica funcional en las plantas de guayusa se requiere de un análisis 

molecular más exhaustivo que vaya más allá del análisis de ausencia y presencia de estos 

endosimbiontes. 

Finalmente, es posible que el sitio de muestreo de la comunidad San Salvador haya 

presentado las condiciones abióticas ideales para establecer, principalmente, a las esporas 

de la familia Glomeraceae y Acaulosporaceae. Sin embargo, el limitado número de 

individuos de guayusa que se empleó en este estudio (n=4) y la selección de un solo punto 

de muestreo restringen las especulaciones que se puedan generar sobre la presencia de 

estas dos familias de HMA en el resto de las demás plantas de guayusa establecidas en la 

comunidad muestreada. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Puntos de muestreo de cada planta de guayusa (vía San Salvador empleada como 

referencia). Distancia mínima 50 metros (Google Maps). 

 

Anexo 2. Análisis químico y físico del sitio de muestreo. Cada cantidad es representada 

como el promedio de 3 mediciones.   

Punto de 
muestreo 

pH 

Conduc-
tividad eléc-

trica 

(mS/cm) 

M.O. 

(%) 

NO3-N 
(mg/mL) 

K 

(meq/100 
g) 

Comunidad 
San Salvador 

4.7 ± 0.1 0.3 ± 0.0 20.8 ± 3.0 30.8 ± 2.5 0.2 ± 0.0 

 

Punto de 
muestreo 

Ca  

(meq/100 g) 

Mg  

(meq/100 g) 

Na 

(meq/100 g) 

Fe  

(ppm) 

N total  

(%) 

Comunidad 
San Salvador 

0.8 ± 0.1 0.24 ± 0.0 0.9 ± 0.0 288.6 ± 18.6 0.9 ± 0.1 

 

 

 



 

49 

 

Punto de 
muestreo 

Mn 

(ppm) 

Cu 

(ppm) 

Zn 

(ppm) 

Capacidad de 
intercambio 

catiónico 
(meq/100 g) 

Mate-
ria or-
gánica 

(%) 

Comunidad 
San Salvador 

4.0 ± 2.2 10.2 ± 0.5 8.3 ± 1.0 1.4 ± 1.1 
39.9 ± 

1.9 

 

Punto de 
muestreo 

Cd 

(mg/kg) 

Al intercam-
biable 

(meq/100 g) 

P  

(ppm) 

S  

(ppm) 

B  

(ppm) 

Comunidad 
San Salvador 

1.9 ± 0.5 0.2 ± 0.0 < 2.0 < 5.0 < 0.0 

 

Anexo 3. Frecuencia de colonización total de HMA en I. guayusa. Cada promedio proviene 

de un triplicado. 

Plantas de guayusa Frecuencia de colonización total (n=3) 

G1 55.2 ± 4.5 

G2 57.8 ± 8.7 

G3 44.5 ± 9.1 

G4 62.2 ± 1.1 
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Anexo 4. Contabilización de esporas extraídas de la rizósfera de HMA. 

Plantas de 
guayusa 

Repeticiones 

Número de 
esporas 

viables/100 g 
de suelo 

Número de 
esporas no 

viables/100 g 
de suelo 

Total 
esporas por 

réplica 

G1 

1.1 94 71 165 

1.2 91 36 127 

1.3 98 53 151 

G2 

2.1 72 70 142 

 2.2 65 62 127 

2.3 61 67 128 

G3 

3.1 47 19 66 

3.2 35 16 51 

3.3 36 22 58 

G4 

4.1 41 35 76 

4.2 32 38 70 

4.3 37 17 54 

SUMA TOTAL  709 506 1215 

 

Anexo 5. Parte del grupo de esporas viables de HMA obtenidas de la rizósfera de I. guayusa 

(fondo papel filtro). Estereoscopio 4x. 
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Anexo 6.  Abundancia de esporas de HMA extraídas de la rizósfera de I. guayusa.  

Plantas 
de 

guayusa 

Total 
esporas 
viables 

Esporas para 
observación 

(10%) 

Esporas totales 
en 100 g de 
suelo (n=3) 

Esporas 
viables en 
100 g de 

suelo (n=3) 

G1 283 28 147.7 94.3 

G2 198 20 132.3 66.0 

G3 118 12 58.3 39.3 
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G4 110 11 66.67 36.7 

SUMA 
TOTAL 

709 71 405 236.3 

Promedio total 101.3 ± 45.3 59.1 ± 27.0 

 

Anexo 7. Grupo de esporas no clasificadas taxonómicamente que presentan un color 

púrpura característico.  

 

Anexo 8. Número de secuencias por cada una de las 9 muestras secuenciadas luego del 

proceso de remoción de primers y ensamblaje de los reads. G1= planta de guayusa 1, G1-

R= Réplica G1, G2= planta de guayusa 2, G2-R= Réplica G2, etc. Las muestras están 

ordenadas descendentemente de acuerdo a las secuencias de las columnas iniciales. 
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ID 
muestras 

Secuencia
s forward 

(F) 

Secuencia
s reverse 

(R) 

Secuencia
s (F) luego 

de 
remoción 

de 
primers 

Secuencia
s (R) luego 

de 
remoción 

de 
primers 

Total de 
secuencias 
ensambla

das 

Total 
de 

secuen
cias 

ensam
bladas  

(%) 

G1-R 671981 671981 667682 667682 253877 38.02 

Esporas 409319 409319 405367 405367 152602 37.65 

G2 306472 306472 305922 305922 259898 84.96 

G3 294524 294524 294141 294141 253531 86.19 

G4 257697 257697 257109 257109 216765 84.31 

G4-R 242176 242176 238043 238043 104416 43.86 

G3-R 204706 204706 200638 200638 97737 48.71 

G2-R 201338 201338 200474 200474 70081 34.96 

G1 199007 199007 197989 197989 169604 85.66 

TOTAL 2787220 2787220 2767365 2767365 1578511 57.04 

% 100 100 99.29 99.29 57.04 57.04 

 

Anexo 9. Número de secuencias por muestra que permanecieron luego del filtro Q ≥ 20. 

Las muestras siguen las etiquetas y el orden del Anexo 8. 

ID muestras 
Secuencias 
ingresadas 

Secuencias 
cortadas 

Secuencias 
eliminadas 

Total de 
secuencias 
retenidas 

G1-R 253877 270 167 253710 

Esporas 152602 221 143 152459 

G2 259898 186 119 259779 

G3 253531 189 134 253397 
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G4 216765 108 64 216701 

G4-R 104416 95 49 104340 

G3-R 97737 105 94 97643 

G2-R 70081 83 76 70032 

G1 169604 202 161 169443 

TOTAL 1578511 1459 1007 1577504 

% 100 0.09 0.06 99.94 

 

Anexo 10. Número de secuencias y OTUs por muestra que permanecieron luego de filtrar 

las secuencias quimeras. Las muestras siguen las etiquetas y el orden del Anexo 6. 

ID muestras OTUs Secuencias OTUs no 
quiméricos 

Secuencias No-
quimeras 

G1-R 14882 253710 13019 249971 

Esporas 15053 152459 13147 148755 

G2 6220 259779 5369 257982 

G3 7678 253397 6630 251027 

G4 3654 216701 3267 215998 

G4-R 14464 104340 12655 100690 

G3-R 14246 97643 12461 94167 

G2-R 4620 70032 4150 69302 

G1 10322 169443 8855 166010 

Total (los OTUs 
no son aditivos) 

61921 1577504 52.783 1553902 

 

Anexo 11. Secuencias de cada planta de guayusa y de la muestra de esporas asignadas al 

reino de los hongos y al Phylum Glomeromycota (HMA). 
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ID muestras Secuencias totales Secuencias de 
hongos 

Secuencias HMA 

G1 415981 172190 978 

G2 327284 183462 821 

G3 345194 123357 3174 

G4 316688 163886 1866 

Esporas 148755 54490 2550 

TOTAL 1553902 697385 9389 

% 100 44.9 1.4 

 

Anexo 12. OTUs asociados taxonómicamente a los HMA. La cantidad de secuencias por 

cada OTUs se visualiza para cada una de las muestras de guayusa (G1-G4) y de esporas. Los 

OTUs identificados como taxas centrales (al menos 5 secuencias) de guayusa están 

marcados con color verde. 

 G1 G2 Esporas G3 G4 Familia Género Especie 

OTU1 0 22 414 371 209 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-1 

Glomerace
ae sp.-1 

OTU2 0 54 700 621 180 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-2 

Glomerace
ae sp.-2 

OTU3 2 2 374 209 200 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-3 

Glomerace
ae sp.-3 

OTU4 34 10 116 1085 171 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-1 

OTU5 511 0 0 0 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-4 

Glomerace
ae sp.-4 

OTU6 0 1 232 0 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp 
MUCL 
43208-1 
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OTU7 2 5 46 182 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-2 

OTU8 63 277 172 0 27 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-3 

OTU9 26 1 3 170 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-4 

OTU10 0 0 60 135 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-1 

OTU11 48 126 163 0 36 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp 
MUCL 
43208-2 

OTU12 141 9 0 104 115 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-5 

Glomerace
ae sp.-5 

OTU13 0 0 0 0 142 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-6 

Glomerace
ae sp.-6 

OTU14 0 6 51 63 230 Glomeraceae Glomus Glomus 
sp.-1 

OTU15 0 0 0 25 89 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-7 

Glomerace
ae sp.-7 

OTU16 76 117 0 1 30 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-5 

OTU17 1 0 17 44 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-2 

OTU18 0 0 60 0 0 Glomeromyc
etes sp.-1 

Glomerom
ycetes sp.-1 

Glomerom
ycetes sp.-
1 

OTU19 0 0 0 0 51 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-3 

OTU20 0 1 0 56 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us 
intraradice
s-1 

OTU21 0 46 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
FO128_13
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1 

OTU22 45 6 0 0 0 Glomeromyc
etes sp.-2 

Glomerom
ycetes sp.-2 

Glomerom
ycetes sp.-
2 

OTU23 0 0 0 0 63 Glomeromyc
etes sp.-3 

Glomerom
ycetes sp.-3 

Glomerom
ycetes sp.-
3 

OTU24 0 34 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011-
1 

OTU25 0 22 1 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011-
2 

OTU26 19 0 0 0 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us 
intraradice
s-2 

OTU27 0 0 0 0 161 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-8 

Glomerace
ae sp.-8 

OTU28 0 0 2 9 125 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-4 

OTU29 0 24 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011 

OTU30 0 0 0 13 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us sp.-6 

OTU31 2 10 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus 
sp.-2 

OTU32 0 0 61 0 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-5 

OTU33 0 16 0 39 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-9 

Glomerace
ae sp.-9 

OTU34 0 0 43 2 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-10 

Glomerace
ae sp.-10 
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OTU35 0 0 0 43 1 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-11 

Glomerace
ae sp.-11 

OTU36 0 0 0 0 6 Glomeraceae Sclerocarp
um 

Sclerocarp
um 
amazonicu
m 

OTU37 0 5 0 0 0 Diversisporac
eae 

Redeckera Redeckera 
fulvum 

OTU38 0 0 17 0 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-12 

Glomerace
ae sp.-12 

OTU39 0 24 0 0 5 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-13 

Glomerace
ae sp.-13 

OTU40 0 3 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011-
3 

OTU41 4 0 0 0 0 Glomeraceae Rhizoglom
us 

Rhizoglom
us dunense 

OTU42 0 0 16 0 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-14 

Glomerace
ae sp.-14 

OTU43 0 0 0 0 11 Glomeraceae Glomus Glomus 
sp.-3 

OTU44 0 0 0 0 5 Glomeraceae Silvaspora Silvaspora 
neocaledo
nica 

OTU45 1 0 0 0 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-15 

Glomerace
ae sp.-15 

OTU46 1 0 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011-
4 

OTU47 1 0 0 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus 
sp.-4 

OTU48 1 0 0 1 0 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-16 

Glomerace
ae sp.-16 



 

59 

 

OTU49 0 0 1 0 0 Glomeraceae Glomus Glomus 
macrocarp
um 

OTU50 0 0 1 0 1 Glomeromyc
etes sp.-4 

Glomerom
ycetes sp.-4 

Glomerom
ycetes sp.-
4 

OTU51 0 0 0 1 0 Glomeraceae Rhizophag
us 

Rhizophag
us custos-6 

OTU52 0 0 0 0 1 Glomeraceae Glomus Glomus sp 
3 
SUN_2011-
5 

OTU53 0 0 0 0 4 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-17 

Glomerace
ae sp.-17 

OTU54 0 0 0 0 3 Glomeraceae Glomerace
ae sp.-18 

Glomerace
ae sp.-18 

Total 
secuen-
cias 

978 821 2550 3174 1866    
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Anexo 13. Autorización de Investigación Científica (Nº 023-2019-IC-FLO-DBN/MA) para 

realizar la metodología planteada en el presente trabajo de investigación: 
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