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RESUMEN

Titulo: Potencialidades de las especies canarias de Arfemisia bajo manejo agroecolégico

Resumen:

Artemisia es un género de plantas que se distribuye principalmente en zonas aridas y que
comprende alrededor de unas 350 especies, muy estudiadas por sus conocidas propiedades
medicinales. Asi, se ha descrito que distintas especies de Artemisia poseen, entre otras, actividad
antiviral, antioxidante, fungica, herbicida, insecticida y antimicrobiana, lo que explica su amplio
uso tradicional en todas las partes del mundo. Sus propiedades terapéuticas estan relacionadas
con su contenido en distintos metabolitos secundarios, tales como terpenos, lactonas
sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas, esteroles, etc. Debido a estas importantes
propiedades terapéuticas, se considera de interés evaluar su potencial a nivel agronémico y en
concreto su capacidad para formar simbiosis con microorganismos benéficos de la rizosfera
(hongos micorricicos). A pesar de la intensa investigacién desarrollada en los ultimos afios en
diferentes especies de Artemisia, no existen estudios cientificos sobre el potencial agronémico y
terapéutico de las especies endémicas y nativas de Artemisia de las Islas Canarias. El objetivo
de este trabajo de investigacion es hacer una primera aproximacion al estudio de la potencialidad
agroecologica de las tres especies de Artemisia endémicas o nativas de Canarias. Los resultados
del estudio avalan la potencialidad de estas especies para entrar en simbiosis con estos hongos
benéficos de la rizosfera, invitando a profundizar en esta linea de investigacion tan poco
desarrollada.
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1. INTRODUCCION
1.1. HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES

1.1.1. Origen

Albert B. Frank, botanico y patélogo aleman, describié en 1885 por primera vez la
estructura y el funcionamiento de una asociacién entre las raices de un arbol y una especie
de hongo del suelo (Frank y Trappe, 2005). Hoy sabemos que la mayoria de las especies
vegetales que cubren la tierra, tienen su sistema radical colonizado por un hongo del suelo,
con los que establecen una simbiosis mutualistica denominada “micorriza” (Smith y Read,
1997). Etimolégicamente la palabra deriva de los términos griegos Mycos (hongo) y Rhiza
(raiz) (Harley y Smith, 1983).

La importancia de esta asociacion mutualista radica en el hecho de que el micelio del
hongo infecta la corteza radical a modo de enddfito y proyecta sus hifas tanto al interior como
al exterior de la raiz, lo que se traduce en un aumento de la absorcion de nutrientes minerales
por parte de la raiz, jugando un papel elemental en la translocacion de iones fosfato hacia la
planta. Este hecho convierte en esencial la actividad micorricica, sobre todo en aquellos
suelos con niveles bajos en fosforo asimilable, algo tipico en los suelos agricolas. Al mismo
tiempo, el hongo obtiene compuestos carbonatados procedentes de la fotosintesis de la planta
hospedadora (Harley y Smith, 1983; Azcén-Aguilar y Barea, 1995) y lo resguarda de
fendmenos antagonicos microbianos de la rizosfera (Barea et al., 2005).

Las micorrizas pueden encontrarse en todos los ecosistemas terrestres bien sean
bosques, selvas tropicales, desiertos, lagos, etc., y en agrosistemas productivos excepto en
comunidades vegetales tempranas y campos de cultivo intensivo enriquecidos en fosforo. Se
sabe que su presencia garantiza la salud de la planta y la calidad del suelo (Jaizme-Vega,
2019).

1.1.2. Tipos de micorrizas (MA)

De modo general las micorrizas se clasifican, segun su estructura y morfologia en tres
grandes grupos (Figura 1):
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Figura 1. Tipos de Micorrizas (Barea, 2009; modificado por Jaizme-Vega, 2019).

e Ectomicorrizas

Este tipo esta presente en el 3% de las plantas superiores, principalmente en plantas
forestales y lefiosas de zonas boreales y templadas. En esta simbiosis la hifa no penetra en
el interior de las células corticales de la raiz, solo avanza de modo intercelular (red de Hartig)
y se desarrolla a modo de manto facilmente visible alrededor de las raices mas finas (Harley
y Smith, 1983). Son cultivables de manera axénica en medios de cultivo sintéticos. Los hongos
que las generan son en su mayoria Basidiomycetes y Ascomicetes (trufas) algunos de ellos
comestibles.

e Endomicorrizas

Es el tipo de micorriza mas extendido en la naturaleza y el que forman las plantas con
interés agronémico. No forman manto fungico sobre la raiz y las hifas del endofito crecen inter
e intracelularmente. Para observarlas precisamos técnicas de tincion del tejido radical y su
posterior montaje para el microscopio optico. Son simbiontes obligados, por lo que es dificil
su cultivo de modo aislado y axénico en ausencia de hospedador vegetal. Dentro de este
grupo hay tres tipos que se describen en la Tabla 1:
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Tipo de Endomicorrizas Hongos responsables Plantas implicadas
Orquidoides Basidiomycetes Orquidaceas
Ericoides Ascomycetes Ericales

Mas del 80% de las

Micorrizas Arbusculares Glomeromycetes ]
plantas existentes

Tabla 1. Diferentes tipos de Endomicorrizas.

Las mas importantes son las micorrizas arbusculares (MA), ya que el 96% de las
especies forman esta asociacion simbidtica. Se encuentran presentes en todos los climas y
ambientes ecologicos que permiten el desarrollo vegetal y la forman la mayoria de las plantas
de interés agricola e industrial (Smith y Read, 1997). El hongo es capaz de formar estructuras
intercelulares llamadas “arbisculos” y érganos de reserva conocidos como “vesiculas’,
elementos morfoldgicos caracteristicos de esta infeccion.

e Ectendomicorrizas

Este tercer grupo, presenta formas intermedias entre los dos grupos anteriores, es
decir forman manto, pero también pueden desarrollarse de modo intracelular. La forman
algunos subgrupos de Pinaceae y de Ericales como los géneros Arbustus y Monotropa (Harley
y Smith, 1983; Siquiera y Franco, 1988). Este tipo de micorrizas tiene especial significado en
situaciones de estrés abidtico (incendios, sequias, inundaciones, contaminacion por metales
pesados, etc.) (Honrubia, 2009).

1.1.3. Formacion y funcionamiento de las simbiosis micorricica

Los hongos micorricicos se mantienen en el suelo bien en forma de esporas, redes de
micelio, en el interior de raices activas o en fragmentos de raices colonizadas, Cualquiera de
estas estructuras es capaz de reproducir el hongo y se conocen como propagulos. Para que
se inicie la simbiosis es necesario que una hifa del hongo parta de un propagulo y establezca
un dialogo con la planta hospedadora que inhibe sus mecanismos de defensa vy le facilita al
hongo la entrada. A partir del contacto de la hifa con la superficie de la raiz, el hongo se
diferencia formando un “apresorio” que entra en la raiz y se desarrolla en su interior. Una vez
dentro, coloniza inter e intracelularmente las células de la corteza radical, dividiéndose en el
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interior celular de manera dicotémica y formando una estructura arborescente (arbusculo) de
paredes muy finas, donde se produce el intercambio de nutrientes y sefales entre la planta y

el hongo (Figura 2) (Jaizme-Vega, 2019).

PENETRACION

b s 0 6 e e
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INTRARRADICAL

DESARROLLO
DEL MICELIO
EXTERNO

ESPORULACION
DEL HONGO

Figura 2. Proceso infectivo de los hongos formadores de micorrizas arbusculares (Guerrero, 1996).

Una vez colonizada la raiz, las hifas se desarrollan hacia el exterior formando en torno
a la raiz un micelio tridimensional muy ramificado que alcanza en el suelo mayores distancias
que los pelos radicales y que incrementa considerablemente la capacidad de absorcién de la
planta (un centimetro de raiz puede sustentar un metro de hifas externas). Este micelio esta
capacitado para absorber nutrientes mas alla de la zona de depresion en fésforo que rodea la
raiz, reduciendo la distancia entre la planta y dicho nutriente. Esta habilidad de las hifas es la
principal razén que justifica el beneficio de esta simbiosis en suelos deficientes en fosforo.

Ademas de este macronutriente, la simbiosis micorricica aporta a la planta amonio, nitrato,
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cobre, cinc y otros microelementos y facilita la captacion de agua por la planta. Una vez
iniciada la infeccion, tras unas semanas el hongo puede producir esporas, proceso que se ve
favorecido por el estrés hidrico. Una vez consolidada la colonizacion, ambos organismos
(planta y hongo), inician su vida en comun funcionando de manera simbidtica y modulados
por las condiciones ambientales (Jaizme-Vega, 2019).

1.1.4. Efectos de las MA en el sistema suelo-planta

La formacion de las micorrizas en el conjunto suelo-planta ejerce multiples acciones
positivas como la mejora del crecimiento de las plantas, potenciacién de la captacion de agua
y nutrientes protegiendo a las plantas frente a sequias y salinidad, proteccion frente a agentes
patdégenos del suelo, metales pesados y plagas y enfermedades siendo capaz de incrementar
la produccion de compuestos implicados en actividades de defensa tales como fitoalexinas,
argininas, quitinasas, isoflavonoides, etc. (Pozo et al., 2013) y mejora de la estructura y
conservacion del suelo debido a implicacion de las hifas en la formacién de agregados
estables del mismo (Jaizme-Vega, 2019). Los hongos micorricicos pueden, por lo tanto,

contemplarse como: biofertilizantes, biorreguladores y bioprotectores.
1.1.5. Aplicaciones de los hongos micorricicos en agroecologia

Casi todos los cultivos agricolas tienen un habito micotréfico considerable, es decir que
son capaces de beneficiarse de la simbiosis micorricica. Se puede esperar, por lo tanto,
mejorar su desarrollo y su salud si existieran en los sistemas de produccion hongos MA,
funcionalmente compatibles y disponibles para colonizar el sistema radical de las plantas.

Tanto los cultivos anuales como los cereales y legumbres herbaceas, como los cultivos
de horticolas, arboles o arbustos frutales de zonas templadas, cultivos de plantaciones
tropicales, ornamentales, aromaticas, cultivos forestales, etc., son susceptibles de
beneficiarse de la micorrizacién. Algunas de estas plantas suelen mostrar un grado
considerable de micotrofia y su Optimo desarrollo depende por tanto de un pronto
establecimiento de la simbiosis MA.

Cuando las primeras fases de desarrollo de los cultivos se realizan en condiciones de
vivero es factible inocular durante la siembra o el estaquillado, o en los primeros momentos
de la fase post vitro si se trata de plantas micropropagadas, garantizando asi que la plantula
se beneficie de la micorrizacién desde los primeros momentos y que posteriormente puede
seguir desarrollando la simbiosis durante la fase de campo.

10
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Solo cuando las poblaciones de hongos simbiontes no estuvieran presentes de modo
natural, por haber sido eliminadas por practicas agricolas o cuando la que permanezca sea
poco efectiva, se debe considerar la posibilidad de introducir un hongo seleccionado. En estos
casos, antes de aplicar cualquier inoculante habria que considerar las caracteristicas del suelo
y de los cultivos a desarrollar y plantearse las razones de la pérdida de potencial micorricico
del agrosistema. Para ello, es oportuno realizar un analisis para determinar el potencial
micorricico natural y los contenidos en fosforo asimilable del suelo de destino para confirmar
que la inoculacion MA es aconsejable y garantizar alguna posibilidad de éxito en la
introduccién de nuevas cepas.

Las ventajas del uso de micorrizas no se limitan al ambito de la produccion vegetal,
sino que deben tenerse en cuenta los beneficios ambientales que pueden generar, tales como
el control de erosién o la regeneracion de la cobertura vegetal en suelos degradados (Jaizme-
Vega, 2019). En la Figura 3, se resumen las actividades agricolas y medioambientales, donde
pueden ser incluidos estos hongos benéficos.

Actividades agricolas y medioambientales donde pueden ser
utilizados los hongos micorricicos

Produccion de plantulas micorrizadas en vivero

Horticultura de alta productividad, apoyada en criterios de sostenibilidad y
reduccién de insumos contaminantes

Endurecimiento de plantas micropropagadas

Produccion de arboles forestales y cultivos perennes en vivero y campo

Agricultura en suelos fumigados

Recuperacion de suelos afectados por incendios

Restauracion con cubiertas vegetales de suelos degradados por erosion

Restauracion de areas degradadas por actividades mineras

Recuperacién de especies vegetales en peligro de extincién

Figura 3. Potencial del uso agricola y medioambiental de la inoculacién y manejo de los hongos
micorricicos (Jaizme-Vega, 2019).

11
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1.2. ARTEMISIA

1.2.1. Taxonomiay generalidades

El género Artemisa contiene aproximadamente 350 especies descritas y aceptadas.
Son nativas de los continentes de Europa, Asia y del Norte de Africa. Es una planta herbacea
de la familia de las compuestas o asteraceas, la cual puede alcanzar una altura que oscila
entre uno a dos metros. Sus hojas van de subenteras a divididas, de color verdinegro por el
haz y blanquecinas por el envés, a causa del vello que las recubre. Capitulos pequefios
reunidos en paniculas con 7-10 flores, de aproximadamente 5 mm de longitud, simétricas y

de colores amarillos o rojos y generalmente crecen durante el verano (Bremer, 1994).

Florecen principalmente entrado el verano, por norma general en el mes de julio, sus
flores permanecen hasta mitad o finales de septiembre, dependiendo de la climatologia.

Debido a que las especies del género Artemisia suelen ser plantas aromaticas o con
compuestos amargos, muchas de ellas se utilizan localmente, tanto como plantas medicinales
como en la preparacion de licores o en perfumeria. Se ha estudiado la composicién quimica
de unas 260 especies de este geénero, revelando la presencia de muchas clases de
metabolitos secundarios, incluyendo terpenos, flavonoides, cumarinas, esteroles vy
poliacetilenos. Algunos de estos metabolitos secundarios tienen actividad antimalarica,
antiviral, antitumoral, antipirética, antihemorragica, anticoagulante, antioxidante,
antihepatotdxica, antiulcerogénica, antiespasmaodica y/o son inductoras del interferon (Tan et
al., 1998). Ademas, varias de las lactonas sesquiterpénicas que producen tienen propiedades
fungicidas, herbicidas, antimicrobianas o insecticidas, y podrian ser una buena fuente de
nuevos pesticidas no sintéticos (Duke et al., 1988).

Sus propiedades medicinales son ampliamente conocidas desde épocas antiguas.
Esta planta fue una de las utilizadas por el hombre al comienzo de las primeras poblaciones
de la humanidad. Desde entonces, las flores, los tallos y las hojas de las Artemisias han sido
empleados en la medicina natural para elaborar diferentes remedios caseros.

1.2.2. Principales especies de Artemisia a nivel mundial

Es dificil hacer referencia a las principales especies de Artemisia, debido al gran
numero de especies descritas, a su amplia distribucion geografica y a la variedad de usos

tradicionales de las mismas por las distintas comunidades. Sin embargo, de entre todas ellas

12
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quizas cabe destacar la importancia a nivel mundial de dos: Artemisia pontica y Artemisia

annua.

e Artemisia pontica

A esta planta (Foto 1) se le ha denominado cominmente ajenjo menor y entra a formar
parte de la composicion de los licores de absenta. Se utiliza en herboristeria como
aromatizante y para la preparacion de otras bebidas amargas. En farmacia, se utiliza por sus
propiedades estomacales, estimulantes y sedantes (Todorova et al., 1996). En su
composicion quimica cabe destacar la santonina, razon por la cual se ha utilizado durante
mas de 100 afios como antihelmintico. Su uso se ha visto desplazado por nuevos compuestos
mas efectivos con menores efectos secundarios. Su contenido en lactonas sesquiterpénicas

ha sido caracterizado (Arnold et al., 1991).

Foto 1. Detalle de hojas y flores de A. pontica (Ethnoplants, 2021).

e Artemisia annua

Ampliamente distribuida en la regién euroasiatica. Posee una lactona sesquiterpénica,
la artemisinina, a la que recientemente se le han atribuido propiedades antimalaricas muy
efectivas, asi como contra la leishmaniosis, ademas de antibacterianas, antiinflamatorias,
alelopaticas y antitumorales. A. annua se considera una de las contribuciones mas
importantes de la medicina tradicional china (Foto 2). Hay que resaltar que, en ningun otro
pais, las medicinas herbal tradicional y occidental estan tan compenetradas en su practica
cotidiana, complementando sus efectos y siendo tan universalmente aceptadas; esto
demuestra el valor de la tradicional busqueda y utilizacién de plantas con efectos medicinales

existentes en la flora del planeta (Bremer, 1994).

13
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Foto 2. Detalle de hojas y flores de A. annua (Ethnoplants, 2021).

1.2.3. Principales especies de Artemisia en la Peninsula Ibérica y Canarias

Segun se recoge en el Sistema de informacion sobre las plantas de Espafia Anthos
(Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2012), existen 31 especies del
género Artemisia registradas en la zona geografica que comprende la Peninsula Ibérica,
Baleares y Canarias. Entre ellas, siete especies son endémicas de la Peninsula Ibérica:
Artemisia barrelieri, A. caerules cens subsp. gargantae, A. chamaemelifolia subsp. cantabrica,
A. granatensis, A. lucentica, A. pedemon tana subsp. assoana y A. umbelliformis subsp.
umbelliformis, y tres son endémicas de las Islas Canarias: A. ramosa, A. reptansy A. thuscula.

Debido a la importancia del género Artemisia como fuente potencial de compuestos
medicinales y farmacos (Abad et al., 2012; Bessada et al., 2015), es de gran interés el estado
de conservacion de algunas de las especies mas vulnerables. Asi, algunas de las especies
utilizadas en la medicina tradicional estan en situacion vulnerable o en peligro de extincion
debido a la presion humana o por tener habitats restringidos. Dentro de la Peninsula Ibérica,
las especies que se declaran en peligro de extincion son A. armeniaca, A. alba y A.
granatensis. En 2008, Artemisia armeniaca se declaré6 como especie amenazada en la Lista
Roja 2010 de la Flora Vascular Espafiola (Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto
Demogréfico, 2010). Esta planta, que se ha descrito que contiene cumarinas y flavonoides,
solo esta presente en una pequefia poblacion en la Sierra de Gudar en Teruel (Sanz et al.,
1994; Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, 2010). En 2010,
Artemisia alba Turra, que se distribuye en la parte norte y noreste de la Peninsula Ibérica, fue
declarada en peligro de extincion (Bafares et al., 2011). Artemisia granatensis Boiss es
endémica de las montafias de Sierra Nevada (Hernandez-Bermejo et al., 2004); esta especie
fue declarada en peligro en 2011 en el Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas (Ministerio

14
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de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino, 2011), debido a una drastica disminucion de la
poblacién, estimada en mas del 50% entre 1994 y 2003. En la caracterizacién de compuestos
fitoquimicos de esta especie se ha descrito la presencia de monoterpenos, lactonas
sesquiterpénicas y espiroacetales poliacetilénicos (Barrero et al, 2013). Artemisia
chamaemelifolia subsp. cantabrica M. Lainz también conocido como A. cantabrica se
considera una planta endémica de la Cordillera Cantabrica (norte de la Peninsula Ibérica),
distribuyéndose también en zonas de Asturias, Ledn y Palencia. Esta especie se ha utilizado
como antimicrobiano, antifungico, antitumoral y como antihelmintico para nifios, debido a su
contenido en alcaloides, saponinas, flavonoides y polifenoles (Ghasemi-Pirbalouti et al., 2013)
y esta considerada como vulnerable en la Lista Roja 2010 de la Flora Vascular Espafiola
(Ministerio para la Transicion Ecolodgica y el Reto Demografico, 2010).

Ademas de las especies vulnerables o en peligro de extincibn enumeradas
anteriormente, hay cinco especies endémicas mas, ubicadas en la Peninsula Ibérica.
Artemisia baerrelieri crece principalmente en el sur de la Peninsula Ibérica. En el estudio
fitoquimico de una poblacion de Alicante se aislaron varios eudesmanos y lactonas
sesquiterpénicas (Villar et al., 1983a, b; Marco et al., 1991 a, b). Artemisia. caerulescens
subsp. gargantae crece en Lleida y en 2007 fue declarado un taxén de especial atencion. En
ella, se ha descrito la presencia de dos cetonas de eudesmanos y un eudesmandlido (Sanz y
Marco, 1990a, b, c). A. pedemontana subsp. assoana, es otra especie endémica que crece
en Aragoén. Existen pocos estudios sobre los metabolitos producidos por esta planta, y no
existen estudios sobre su bioactividad; sin embargo, se han descrito en ella dos lactonas
sesquiterpénicas aisladas a partir de sus partes aéreas, asi como distintas flavonas,
cumarinas, enol-éteres y p-cumaratos a partir de sus raices (Martinez et al., 1987). Artemisia
umbelliformis subsp. umbelliformis es una especie alpina, que crece en Los Pirineos en las
zonas de Girona y Huesca. No existen informes sobre la composicion fitoquimica de las
poblaciones ibéricas; sin embargo, las poblaciones distribuidas en Los Alpes, Los Carpatos y
Los Balcanes han sido ampliamente estudiadas, al utilizarse para la produccién del conocido
licor genepi, que juega un papel importante en la medicina popular de estas zonas (Voillamoz
etal., 2015). Artemisia lucentica crece en el sureste de la Peninsula Ibérica (Alicante y Murcia),
localizandose algunas poblaciones en el sur de la Peninsula. De esta especie endémica se
han aislado varios flavonoides, fenoles y sesquiterpenos (Marco et al., 1988; Sanz et al., 1989;
Marco et al. 1997a, b).

En cuanto a las especies de las Islas Canarias, Artemisia thuscula, anteriormente
nombrada A. canariensis, es un endemismo canario frecuente en zonas costeras y medias de

todas las islas del Archipiélago Canario (Valera-Molina y Santos-Guerra, 2002). De sus partes
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aéreas se han aislado varios eudesmandlidos y una lactona sesquiterpenica (Gonzalez et al.,
1983; Bretdn et al., 1985; Mansilla y Palenzuela, 1999). Artemisia ramosa es un endemismo
que ha sido encontrado en Gran Canaria y Tenerife (Valera-Molina y Santos-Guerra, 2002),
aunque en 1985 también se describidé una poblacion en Marruecos. En el Unico estudio que
se ha encontrado sobre la composicion fitoquimica de esta especie endémica se describio la
presencia, en las partes aéreas, de las lactonas sesquiterpénicas finitina y a-santonina, y de
las cumarinas umbeliferona, escopoletina e isofraxidina (Gonzalez et al., 1975). Artemisia
reptans ha sido declarada vulnerable Lista Roja 2010 de la Flora Vascular Espafiola
(Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, 2010) y como especie de gran
interés para los ecosistemas de las Islas Canarias en el Catalogo Canario de Especies
Protegidas (Presidencia del Gobierno de Canarias, 2010). Ademas de en las Islas Canarias,
se ha descrito también una poblacién en Marruecos. En sus partes aéreas se han descrito

lignanos, sesquiterpenos aciclicos, achillin y espatulenol entre otros (Marco et al., 1994).

1.2.4. Interaccion de los hongos micorricicos con Artemisia annua

Se han llevado a cabo varios estudios en los que se analiza el efecto de los hongos
micorricicos en la produccion de artemisinina en A. annua, encontrandose una relacion entre
la colonizacién de las raices de la planta por especies de Glomus y un aumento en
compuestos bioactivos tales como la artemisinina y otros terpenos (Rapparini et al., 2007).
Ademas, en este estudio se concluyd que aquellas plantas colonizadas por distintas especies
de Glomus (G. mosseae, G. intraradices, y G. viscosum) asociadas con bacterias del suelo
mostraron un mayor incremento en la longitud y la biomasa de la parte aérea, en el nimero
de hojas y en el peso seco del tallo y de las raices, comparado con las plantas colonizadas
con una unica especie de estos hongos. Domokos et al. (2018) describieron que el mutualismo
entre A. annua y el hongo micorricico arbuscular Glomus intraradices increment6 de forma
significativa la biomasa de la planta, el numero de tricomas, la produccion de artemisinina y la
actividad de la guaiacol peroxidasa.

En relacién a la interaccion de distintas especies de Glomus con A. annua, se han
descrito resultados no concluyentes. Asi, Kapoor et al. (2007) encontraron que las plantas
inoculadas con Glomus fasiculatum tuvieron un mejor rendimiento que las inoculadas con
Glomus macrocarpum o que las que solamente fueron fertilizadas con fésforo. Ademas, las
plantas colonizadas con G. fasiculatum presentaron un contenido mas alto en artemisinina y
se vieron inafectadas por la fertilizacion con fésforo. El efecto contrario fue descrito por

Chaudhary et al. (2008) quienes concluyeron que las plantas colonizadas con G.
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macrocarpum produjeron mas artemisinina que las colonizadas con G. fasiculatum; aunque,
la infeccion por ambas especies fungicas condujo a un aumento en el peso seco de la planta,

en el contenido en nutrientes y en la concentracion de artemisinina en la parte aérea.

Mandal et al. (2014) exploraron el mecanismo por el que se produce un incremento de
metabolitos secundarios en las plantas de A. annua colonizadas por hongos micorricicos. El
estudio sugirié que el incremento en artemisinina, que se produce, esta relacionado con el
incremento en la densidad de los tricomas glandulares y el incremento en los niveles de acido
jasmonico que controla los patrones de transcipcion. En este estudio también se concluyé que
las micorrizas arbusculares aumentaron el desarrollo de terpenos al estimular la ruta del

metileritritol fosfato.
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2. OBJETIVO

Este trabajo Fin de Master tiene como objetivo general realizar una primera
aproximacion al estudio de las potencialidades de las especies canarias de Artemisia bajo

manejo agroecologico. Para llevar a cabo este objetivo, se plantean dos objetivos especificos:

- Evaluacién de la colonizacion micorricica en A. thuscula, en vertiente sur y norte,

A. ramosa y A. reptans, en su habitat natural, y su posible relacion con las

propiedades fisico-quimicas de los suelos en los que crecen y las partes aéreas

de las plantas.

Efecto de los hongos formadores de micorrizas arbusculares, en condiciones
controladas, sobre A. thuscula especie endémica canaria y A. annua como especie

control de Artemisia de importancia a nivel mundial.
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3. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion, se
recolectaron raices, suelos y partes aéreas en las distintas zonas donde se encuentran las tres
especies de Artemisia en laisla de Tenerife, tal y como se describe en el apartado 3.1. Asimismo,
una segunda parte del trabajo experimental se desarrollé en las instalaciones de la Unidad de
Proteccion Vegetal y de la Unidad de Laboratorios del Instituto Canario de Investigaciones
Agrarias (ICIA) en Tenerife: cultivo en condiciones controladas (apartados 3.2. Fase de semillero
y de endurecimiento en macetas y 3.3. Fase de campo). En el apartado 3.4 se describen los
parametros a analizar (apartado 3.4) para la evaluacion de la potencialidad de las Artemisias de
Canarias bajo manejo agroecoldgico.

3.1. MUESTREO DE SUELO Y PLANTA

Se llevaron a cabo una serie de muestreos de suelos naturales y de partes aéreas, previa
obtencioén de los permisos correspondientes para la prospeccion de flora vascular, por parte del
Area de Gestion del Medio Natural y Seguridad del Cabildo de Tenerife, de las 3 especies de
Artemisia de Tenerife [A. thuscula (en vertiente sur y norte), A. ramosa y A. reptans] en los
siguientes puntos:

1. Las Vegas en Granadilla de Abona (A. thuscula). En este lugar las poblaciones se
encuentran cercanas a huertas abandonadas. Se tomaron muestras de la zona

rizosférica y de la parte aérea de 3 plantas (Foto 3).

Foto 3. Aspecto de una planta de A. thuscula en la vertiente sur.

2. El Portezuelo en Tegueste (A. thuscula). En este lugar se muestred en zonas
cercanas a huertas y laurisilva. Se tomaron muestras de la zona rizosférica y de la

parte aérea de 3 plantas (Foto 4).
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Foto 4. Aspecto de una planta de A. thuscula en la vertiente norte.

3. Malpais de Rasca en Arona (A. ramosa). Se tomaron muestras de la zona
rizosférica y de la parte aérea de 3 plantas, en la zona cercana al malpais (Foto
5).

Foto 5. Aspecto de una planta de A. ramosa.

4. Montafia Roja en el Médano (A. reptans). En este lugar se localizan muy pocos
ejemplares (menos de diez). Se tomaron muestras de la zona rizosférica y de parte
aérea de 3 plantas (Foto 6).

Foto 6. Aspecto de una planta de A. reptans.
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Los datos y emplazamientos de los puntos de muestreo se detallan en la Figura 4 y en
la Tabla 2.

ArtemisiaithusCula - Tegueste

. v
Lid%®
R, 0y
Artemisia ramosaMalpa

Figura 4. Localizacion de las diferentes especies de Artemisia.

Geolocalizacion de cada | Tipo de

planta (n=3) muestra bANIETEE B
28°08'53.3"N 16°32'49.4"W
28°08'53.5"N 16°32'49.2"W Suelo Las Vegas A. thuscula

28°08'53.9"N 16°32'49.4"W
28°30'16.6"N 16°21'05.2"W
28°30'16.5"N 16°21'05.2"W Suelo Tegueste A. thuscula
28°30'16.6"N 16°21'05.1"W
28°01'15.7"N 16°42'13.8"W
28°01'16.2"N 16°42'14.1"W Suelo | Malpais de Rasca A. ramosa
28°01'16.2"N 16°42'14.1"W
28°02'01.5"N 16°32'49.7"W
28°02'00.9"N 16°32'49.9"W Suelo El Médano A. reptans
28°02'01.9"N 16°32'50.2"W
28°08'53.3"N 16°32'49.4"W
28°08'53.5"N 16°32'49.2"W Foliar Las Vegas A. thuscula
28°08'53.9"N 16°32'49.4"W

21



Universidad
de La Laguna

Material y Métodos.

Geolocalizacion de cada | Tipo de

planta (n=3) muestra Tl Eefpizlz
28°30'16.6"N 16°21'05.2"W
28°30'16.5"N 16°21'05.2"W Foliar Tegueste A. thuscula

28°30'16.6"N 16°21'05.1"W

28°01'15.7"N 16°42'13.8"W
28°01'16.2"N 16°42'14.1"W Foliar | Malpais de Rasca A. ramosa
28°01'16.2"N 16°42'14.1"W

28°02'01.5"N 16°32'49.7"W
28°02'00.9"N 16°32'49.9"W Foliar El Médano A. reptans
28°02'01.9"N 16°32'50.2"W

Tabla 2. Identificacion de las muestras.

El periodo de muestreo se extendié desde finales de mayo hasta mediados de junio de
2021. Las tres submuestras, tanto de suelo a 25 cm de profundidad como de parte aérea, de
cada especie se geolocalizaron y muestrearon empleando una sonda de muestreo y realizando

un zig-zag por la zona a muestrear, debido a la escasez de material vegetal en alguna de ellas.

3.2. FASE DE SEMILLERO Y DE ENDURECIMIENTO EN MACETAS

Se realiz6 un ensayo en condiciones controladas donde se compararon plantas
micorrizadas y controles en dos especies de Artemisia, una endémica del Archipiélago Canario

y otra comercial.

3.2.1. Material vegetal

Se llevaron a cabo varios ensayos previos para comprobar la viabilidad de las semillas
de las diferentes especies recogidas en los muestreos, y semillas cedidas por el Jardin Canario
de Gran Canaria (A. thuscula y A. ramosa), sembrandolas en semilleros. Tras comprobar que el
poder germinativo de dichas semillas era muy bajo, se decidié sembrar semillas de 2 especies:
Artemisia thuscula, identificadas y cedidas por Jorge Alfredo Reyes Betancort, Director del
Jardin de Aclimatacion de La Orotava e investigador de la Unidad de Botanica y Recursos
Fitogenéticos del ICIA (Foto 7), y Artemisia annua, identificadas y cedidas por la empresa

Artennua.

22



Universidad ﬁ
4 . .
deLalaguna Material y Método

Foto 7. Aspecto de semillas de A. thuscula.

3.2.2. Sustratos

Se empled un sustrato formado por una mezcla de suelo, dos de picdn y dos de turba sin
enriquecer (S:P:T, 1:2:2, v:viv), cuyas caracteristicas quimicas se muestran en la Tabla 3,
cernido a través de un tamiz con 1 cm de luz de malla y tindalizado en caldera de vapor Ygnis
60/4 (Foto 8).

Foto 8. Proceso de esterilizacion del sustrato en caldera de vapor Ygnis 60/4.
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Parametros Sustrato 1:2:2
pH agua 1:5 6,32
pH KCI 1:5 4,98
CE (mS/cm) 0,14
N (%) 0,12
P (mg/kg) 18,0
M.O. (%) 8,75
Na (meqg/100 g) 12,4
K (meqg/100 g) 11,5
Ca (meqg/100 g) 127
Mg (meq/100 g) 54,3

Tabla 3. Caracteristicas quimicas del sustrato empleado para los semilleros y macetas.

CE, conductividad eléctrica; N, nitrégeno; P, fésforo; M.O., materia organica oxidable; Na, sodio; K, potasio, Ca, calcio; Mg, magnesio.

3.2.3. Contenedores

Los semilleros se realizaron en bandejas multipots de PE rigido de 15 alveolos. Para
cada variedad se sembraron un total de 8 multipots (4 controles y 4 MA). Cada l6culo se rellend
en sus 2/3 partes con el sustrato, se procedié a dar un riego, luego se anadié 6 ml de inéculo
(s6lo en los tratamientos con MA) y se completé nuevamente con el sustrato. Para finalizar, se
colocaron las semillas dejandolas lo mas superficial posible.

El trasplante se llevé a cabo en macetas de polietileno negro de 2,5 litros, con el mismo
sustrato empleado para la fase de semillero.

3.2.4. Hongo MA e inoculacién

La inoculacion con los hongos formadores de micorrizas se realizé en el momento de la
siembra (Foto 9). Se utilizé un “inéculo bruto”, compuesto por una mezcla de suelo rizosférico y
raices de sorgo (Sorghum bicolor var. Sudanense) colonizadas por el hongo formador de
micorrizas arbusculares (MA) Glomus mosseae, con un 72% de colonizacién y una riqueza de
1 esporal/g de suelo. Se aplicaron 6 ml de indculo/planta. Este aislado procede de suelo de una
finca ecolodgica de la zona norte de Tenerife y esta registrado en el Banco Europeo de Glomales
(BEG) con el codigo 234. El inéculo es reproducido de forma rutinaria en la Unidad de Proteccion
Vegetal del ICIA.
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Foto 9. Inoculacion con Glomus mosseae en la fase de semillero.

3.2.5. Condiciones de cultivo y duracion del ensayo

El ensayo consistio en 2 tratamientos (micorriza y control) de 4 repeticiones cada uno,
teniendo un total de 120 plantas por variedad estudiada, tanto en la fase de semillero como de

endurecimiento en maceta.

Las plantas permanecieron durante la fase de enraizamiento unos 2 meses, en bandejas
multipots en cama caliente a unos 25° C aproximadamente, hasta el momento del trasplante
(Foto 10).

Foto 10. Semilleros durante la fase de enraizamiento en cama caliente.

La fase de endurecimiento en macetas (Foto 11) durd aproximadamente 1 mes hasta el
momento del levante y pase a campo. Durante este periodo las plantas de Artemisia se
distribuyeron en mesas de crecimiento de forma aleatoria en bloques al azar. Permanecieron en
condiciones de invernadero con cubierta de policarbonato y malla de sombreo, cuyas
condiciones ambientales fueron:

e Temperaturas medias diurnas: 26-32° C
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o Temperaturas medias nocturnas: 15-20° C
e HR: 60-80%

Foto 11. Vista general del ensayo en el invernadero, con detalle de macetas

durante la fase de endurecimiento bajo umbraculo.

Durante todo el ensayo, el riego se realizdé en funcién de las necesidades hidricas del
cultivo y la fertilizacion se realizé usando una solucion nutritiva (Hewit, 1966), enriquecida

moderadamente en P (0,272 g/l de PO4H2K) a razén de 30 ml/planta tres veces por semana.

3.3. FASE DE CAMPO
3.3.1. Trasplante
Finalizada la fase de maceta, se procedio al trasplante a campo en dos parcelas ubicadas
en el ICIA a unos 290 msnm. (huerta 1 para A. thuscula y huerta 7 para A. annua) El suelo antes

del cultivo fue analizado en la Unidad de Laboratorios, dando las siguientes caracteristicas

quimicas (Tablas 4 y 5 respectivamente).

26



Universidad
de La Laguna

Material y Métodos®

Parametros Huerta 1

pH agua 1:5 7,39
CE (mS/cm) 1,45
P (mg/kg) 84

M.O. (%) 3,00
Na (meqg/100 g) 1,90
K (meqg/100 g) 5,10
Ca (meqg/100 g) 12,2
Mg (meq/100 g) 7,60

Tabla 4. Caracteristicas quimicas del suelo de la huerta 1 donde se dispusieron las plantas de A thuscula.

CE, conductividad eléctrica; P, fésforo; M.O., materia organica oxidable; Na, sodio; K, potasio, Ca, calcio; Mg, magnesio.

Parametros Huerta 7
pH agua 1:5 8,18
CE (mS/cm) 0.24
P (mg/kg) 110
M.O. (%) 2,71
Na (meqg/100 g) 15,2
K (meq/100 g) 24,3
Ca (meq/100 g) 106
| Mg (meq/100 g) 56

Tabla 5. Caracteristicas quimicas del suelo de la huerta 7 donde se dispusieron las plantas de A annua.

CE, conductividad eléctrica; P, fésforo; M.O., materia organica oxidable; Na, sodio; K, potasio, Ca, calcio; Mg, magnesio.

3.3.2. Disefo experimental

Artemisia thuscula:

Se montd una sola linea de riego de 20 m, con goteros de 2 I/h dispuestos a 30 cm,

distribuidos como se muestra en las Foto 12 y 13 La separacion entre bloques (control y

micorrizado) es de 1 m, sembrando unas 16 plantas de cada tratamiento.
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Foto 12. Vista general de la parcela con el riego instalado.

Foto 13. Vista general de la parcela con las plantas sembradas.

Artemisia annua:

Se montaron 4 lineas de riego de 20 m, con goteros de 2 I/h dispuestos a 30 cm,
distribuidos como se muestra en las Fotos 14 y 15. La separacion entre bloques (control y

micorrizado) es de 2 m y entre las mangueras de cada bloque de 60 cm.

28



Universidad
de La Laguna

Material y Método

Foto 15. Vista general de la parcela con las plantas sembradas.

3.3.3. Condiciones de cultivo y duracion del ensayo

Las plantas permanecieron en campo desde el momento del trasplante. Durante el
periodo de ensayo, las plantas de Artemisia se regaron dos veces a la semana, siendo las
condiciones ambientales:
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o Temperaturas medias diurnas: 21-26° C
o Temperaturas medias nocturnas: 11-14°C
e HR:76 %

3.4. PARAMETROS A EVALUAR

En las muestras procedentes de los muestreos en su habitat natural se analizé:

- Colonizacién de las raices por hongos micorricicos
- Granulometria, textura, pH, conductividad eléctrica, cationes intercambiables,
fésforo, materia organica y nitrégeno, en suelos

- Macro y micro elementos, fésforo y nitrégeno, en foliares

En el momento del levante y pase a campo (3 meses después de la siembra) se
analizaron 12 plantas/tratamiento, con el fin de verificar el efecto de la inoculacién con hongos
MA sobre el desarrollo de las plantulas. Los parametros experimentales medidos, fueron los

siguientes:

- Peso fresco y seco aéreo, radical y total
- Longitud de la parte aérea y de la raiz

- Diadmetro del tallo

- Colonizacién micorricica de las raices

De estas 12 plantas/tratamiento que se evaluaron en el momento del levante y pase a
campo, se hicieron 3 réplicas de 4 plantas cada una y en esas 3 réplicas se hicieron los

siguientes analisis quimicos:

- pH, conductividad eléctrica, cationes intercambiables, fésforo, materia
organica y nitrégeno, en suelos

- Macro y micro elementos, fésforo y nitrégeno, en foliares

3.4.1. Colonizacion de las raices por hongos micorricicos

Para el estudio de la colonizacién micorricica producida en el interior de la raiz, se
tomaron muestras de raiz, aproximadamente un 10% del peso radical y se conservaron en tubos
de ensayo, con etanol al 50%, para detener el crecimiento radical. Para llevar a cabo la tincién
se siguid el protocolo descrito por Phillips y Hayman (1970) y modificado por Koske y Gemma
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(1989); dicha técnica consiste en clarificar las raices calentandolas 1 hora a 70 °C en KOH al
2,5% vy tras enjuagar con agua, remojar durante 24 horas en HCI al 1% a temperatura ambiente
para posteriormente teiir las raices con Trypan-blue al 0,05% en glicerol acidificado, siendo
después aclaradas y conservadas en glicerol acidificado.

El porcentaje de colonizacion micorricica se determind a partir de 10 trozos de raiz tefiida
de aproximadamente 1 cm de largo, montados sobre un porta-objetos y fijados con acido lactico,
observandolos al microscopio 6ptico segun el método descrito por Brundett et al. (1985) (Foto
16).

Foto 16. Preparaciones de raices micorrizadas para la posterior observacion al microscopio 6ptico y

aspecto al microscopio optico de una raiz colonizada con Glomus mosseae.

3.4.2. Propiedades fisico-quimicas de los suelos

Antes de proceder a su caracterizacion, las muestras de suelos se secaron a temperatura
ambiente. Sélo en las muestras procedentes de los muestreos en el habitat natural de las
Artemisias se analizé la granulometria. Posteriormente, los suelos se pasaron por un tamiz de
2,5 mm de luz de malla y se homogeneizaron (Foto 17) para poder llevar a cabo una serie de

determinaciones especificas que se detallan a continuacion.
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Foto 17. Muestra seca y homogeneizador.

- Granulometria (%). El contenido de arenas y elementos gruesos se realizé mediante
cribado en tamices con diferentes diametros (25:20:16:12,5:10:8:6,3:5,6:2,8:2
:1,4:1 mm de luz de malla) (Foto 18) segun el método basado en la Norma UNE-EN
130101:1995 (AENOR, 1995)

Foto 18. Nido de tamices y contenido tamizado en cada uno de ellos.

- Textura, evaluada mediante el método descrito en la norma UNE-EN 103102:1995
(AENOR,1995), en el cual el contenido de arenas (%), arcillas (%) y limos (%) se
determiné con el densimetro de Boyoucos (Foto 19). La clase textural se determiné a
partir de la composicion granulométrica de acuerdo a los criterios de la Divisién de
Agronomia de EEUU (USDA) (Schoeneberger et al., 2002)
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Foto 19. Aspecto de las muestras dispuestas en probetas para analizar la textura.
- pH en agua y en KCI en extracto 1:5 (v:v), determinado con electrodo combinado

segun el método basado en la Norma UNE-ISO 10390:2012 (AENOR, 2012)

- Conductividad eléctrica en extracto 1:5 (v:v) (mS/cm), mediante conductimetro (Foto
20), con el método basado en la Norma UNE-EN 77308:2001 (AENOR, 2001)

Foto 20. Momento de la lectura de conductividad eléctrica en el conductimetro.

- Cationes cambiables del suelo (meg/kg): calcio, magnesio, potasio y sodio, extraidos
con acetato amoénico neutro 1 N y determinados mediante espectrofotometria de

absorcién atomica de llama (Bower et al., 1952) (Foto 21)

Foto 21. Extraccion de cationes para su posterior lectura en espectrofotometria de absorcion atémica.
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- Fésforo asimilable (mg/kg), siguiendo el método colorimétrico descrito por Olsen et al.
(1954) (Foto 22)

Foto 22. Método Olsen para la determinacion de fosforo asimilable.

- Nitrogeno total (%), por el método Kjeldahl (Bremner y Mulvaney, 1982) (Foto 23)

Foto 23. Tubos de digestidn y valoracion acido - base de nitrégeno en suelos.

- Materia organica oxidable (%), mediante la oxidacién con dicromato potasico en medio
acido y valorado con la sal de Mohr (Foto 24), a partir del cual se determiné el contenido
en materia organica (Walkley y Black, 1934)
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Foto 24. Valoracion oxidacién- reduccion para el calculo de la materia organica oxidable.

- Materia organica total (%), mediante la calcinacién y medida por gravimetria de la
pérdida de peso de la materia organica como didxido de carbono (método basado en la
Norma UNE-EN 13039:2012, 2012)

3.4.3. Propiedades quimicas de las plantas

Antes de proceder a su caracterizacién, las muestras de parte aérea fueron secadas a
temperatura ambiente, molidas en molino impulsor con anillo abrasivo FOSS Cyclotec 1093 y
congeladas a temperatura ambiente hasta el momento del analisis, momento en el que las
muestras se calcinaron en una mufla a 250 °C durante 1 hora y a 500 °C durante 3 horas para
realizar las siguientes determinaciones (Foto 25):

Foto 25. Molino y mufla con las muestras de foliares para ser calcinadas.

- Micro y macro elementos: calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro, manganeso, zinc,
cobre y molibdeno, mediante espectrofotometria de absorcion atomica de llama
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 1986)
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- Nitrégeno total (g/kg), por el método Kjeldahl (Bremner y Mulvaney, 1982)

- Fésforo total (g/kg) mediante espectrofotometria de absorcién molecular UV-Visible,
siguiendo el método del molibdovanadato (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién, 1986) (Foto 26)

Foto 26. Método molibdovanadato para el analisis de fésforo en foliares.

3.4.4. Variables experimentales referidas al desarrollo de la planta

Las variables experimentales de peso (g) se determinaron con la ayuda de una balanza

analitica (Foto 27).

Foto 27. Determinacion del peso fresco de las plantas en el momento del levante.

Para determinar el peso seco, se procedid al secado de las plantas en una estufa
Heraeus (Kelvitron ® t) Kendro Laboratory Products Typ UT 6760, a 70 °C (Foto 28) durante un

periodo de 24 h. Posteriormente se llevaron a cabo las labores de pesado.
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Foto 28. Proceso de secado de las muestras.

Las longitudes de la parte aérea y radical (cm) se realizaron mediante una regla de un
metro de largo segun el Sistema Internacional de Unidades (Foto 29). Para la medicion de la
parte aérea se situd el cuello de la planta de Artemisia en el cero de la regla y se midi6 hasta el

ultimo brote; para la raiz, se procedié a medir la raiz principal.

Foto 29. Medida de la longitud de la parte aérea y radical.

Para el diametro (mm) de la planta se midi6 el cuello usando un pie de rey (Foto 30).

Foto 30. Medida del diametro del tallo.
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3.4.5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en las fases de semillero y endurecimiento en maceta (levante;
apartado 4.2) fueron analizados estadisticamente mediante analisis de la varianza (ANOVA),
usando el programa estadistico Statgraphics 18. Las medias se compararon mediante el test de
rango multiple de LSD (Least significant difference) de Fisher (p < 0,0500).

En relacion al muestreo de suelo y parte aérea de especies de Artemisia canarias, en su
habitat natural, se decidié no realizar un analisis estadistico de los resultados obtenidos en el
mismo, al considerase que un unico muestreo de 3 plantas de cada una de las especies es una
primera aproximacion a la caracterizacion de estas y no es suficiente para comparar las especies

entre ellas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. EVALUACION DE LA COLONIZACION MICORRICICA DE ESPECIES DE
ARTEMISIA EN SU HABITAT NATURAL

Con el objetivo de evaluar el potencial agronémico de las especies canarias de Artemisia
se procedié en primera instancia a medir la colonizacién micorricica de dichas especies en su
habitat natural. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del muestreo de raices, suelo
y foliares.

4.1.1. Muestreo de raices y suelo

El mayor porcentaje de colonizacion por hongos micorricicos lo presentaron A. thuscula
muestreada en Las Vegas y A. reptans, con porcentaje de colonizacion medios del 44 y 30%,

respectivamente. Sin embargo, esta colonizacion no fue tan significativa en A. thuscula muestreada

en Tegueste y A. ramosa (Tabla 6).

Parametros AL;Z%S:;;Z : A-T?;::sutf : A. ramosa A. reptans
Colonizacion MA (%) 442 +40,1 11,8 +9,3 10,2+ 9,0 29,2+ 22,0
pH agua 1:5 6,85 + 0,36 6,06 = 0,06 8,70 £ 0,17 9,37 £ 0,21
pH KCI 1:5 5,96 £ 0,51 4,24 + 0,17 7,49 £ 0,09 8,19+ 0,10
CE (mS/cm) 0,199 + 0,032 0,119 £ 0,009 0,234 + 0,024 0,399 + 0,105
N (%) 0,283 £ 0,146 0,288 + 0,087 0,080 + 0,037 0,022 + 0,006
P (mglkg) 60 + 23 53+ 18 352+ 11,8 n.d.
M.O. (%) 7,89 +2,53 6,33+ 1,53 1,02 +0,42 0,450 + 0,284
M.O.T. (%) 16,3+ 4,0 20,5+1,7 9,47 + 0,97 3,81 +£0,40
Na (meq/100 g) 12,5+1,2 19,8 £ 5,0 55+19 147 + 18
K (meq/100 g) 77 + 10 274+18 64 + 10 111 £ 37
Ca (meq/100 g) 166 + 57 110 £ 23 220+ 9 157 + 13
Mg (meq/100 g) 57 + 16 96 + 6 93+8 37,7+68

Tabla 6. Propiedades quimicas de los suelos, en habitat natural, de Artemisia.

Los valores son medias + desviacién estandar de 3 réplicas independientes de campo y al menos 2 réplicas de laboratorio.
N, nitrégeno; P, fésforo; M.O., materia organica oxidable; M.O.T., materia organica total; Na, sodio; K, potasio, Ca, calcio; Mg,

magnesio; MA, micorrizas.
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Las dos localizaciones de A. thuscula se corresponden con zonas que se encuentran
cercanas a huertas, considerandose una zona mas agricola, mientras que las otras dos especies
se encuentran en zonas mas naturales o que no han sido cultivadas desde hace mucho tiempo.
Los resultados de este estudio podrian indicar que la A. thuscula es una planta con alta capacidad
micorricica; sin embargo, la diferencia encontrada en la colonizacién en las dos localizaciones

podria indicar que existe una fuerte influencia por el tipo de suelo y su manejo.

Respecto a los parametros quimicos estudiados, los suelos muestreados de A ramosay A
reptans mostraron unos valores de pH y CE mas elevados a los de A thuscula en las dos vertientes,
asi como también un mayor contenido en sodio, pudiendo ser consecuencia de la cercania de estas
plantas a la costa. Por otro lado, los suelos de A thuscula contienen mayor contenido en materia
organica (6,3-7,9 %) que puede estar relacionado con el aumento en la cantidad de fosforo en esas
mismas muestras (50-60 mg/kg). Ademas, se observa que, del total de materia organica del suelo,
en A. thuscula entre el 30 y el 50% se encuentra como materia organica oxidable, disponible para

la planta, mientras que en A. ramosa y A. reptans esta se encuentra en torno al 10%.

Los suelos en los que crecen las plantas muestreadas presentan propiedades fisicas muy
diferentes entre si, lo que podria influir en las diferencias encontradas en el potencial micorricico
de estas en las distintas localizaciones. Asi, el suelo en el que crece la A. thuscula tiene una textura
diferente en Las Vegas con un 67% de arena y 3% de arcilla, y en Tegueste con un 39% de arena
y 41% de arcilla (Tabla 7). El porcentaje de arena en los suelos en que crece A. thuscula en Las
Vegas y A. reptans esta entre el 67 y el 88%, y el de arcilla entre el 3 y 8%. Mediante granulometria
(Figuras 5-8) se determina que las fracciones de suelo entre 2 y 25 mm son alrededor del 35% en
los dos de A. thuscula, del 8% en A. reptans y del 26% en A. ramosa.

Granulometria A. thuscula - | A. thuscula - A. ramosa A. reptans
Las Vegas Tegueste
Arena 2 — 0,05 mm (%) 67 39 43 88
Limo 0,05 — 0,002 mm (%) 30 20 40 5
Arcilla < 0,002 mm (%) 3 41 17 8
Clasificacion USDA Franco Franco arcillo Franco Arena
arenosa arenosa

Tabla 7. Textura y Clasificacion de los suelos muestreados de Artemisia.

Los valores son resultado de una sola muestra de laboratorio, resultado de la mezcla de 3 réplicas independientes de campo. USDA,

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.
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Granulometria
A. thuscula - Las Vegas
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Figura 5. Granulometria del suelo de A. thuscula muestreado en Las Vegas.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas independientes de campo.
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Figura 6. Granulometria del suelo de A. thuscula muestreado en Tegueste.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas independientes de campo.
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A. ramosa - Punta de Rasca
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Figura 7. Granulometria del suelo de A. ramosa muestreado en Punta de Rasca.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas independientes de campo.
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Figura 8. Granulometria del suelo de A. reptans muestreado en El Médano.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas independientes de campo.
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4.1.2. Muestreo de parte aérea

Los datos obtenidos para los parametros quimicos estudiados en las partes aéreas de las
plantas muestreadas fueron los expresados en la Tabla 8.

Parametro ALth TEEE | A BEE = A. ramosa A. reptans
as Vegas Tegueste

N (g/kg) 15,6 £ 2,8 10,6 £ 0,4 13,8 +1,7 8,38 £ 0,67
P (g/kg) 2,34 £ 0,35 2,81+0,65 1,84 + 0,31 1,80 £ 0,36
Na (g/kg) 2,44 + 0,24 5,40+ 1,16 8,05+1,18 174 +0,4
K (g/kg) 236+1,5 16,3 £ 6,1 12,6 £0,9 8,03 + 0,66
Ca (g/kg) 8,73+2,52 6,11+ 0,43 6,47 + 0,54 10,9+1,3
Mg (g/kg) 2,13+0,33 2,38 £ 0,32 2,73 +1,36 5,47 + 0,96
Fe (mg/kg) 1207 1253 + 128 487 + 80 776 £ 195
Mn (mg/kg) 141 £ 30 195+ 8 659 76 + 1
Zn (mg/kg) 80 + 23 49,5+ 18,5 29557 60 + 20
Cu (mg/kg) 13,8 +2,5 25827 15,2+1,2 19,3114

Tabla 8. Propiedades quimicas de los foliares Artemisia, en habitat natural.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas independientes de campo y al menos 2 réplicas de laboratorio.

N, nitrégeno; P, fésforo; Na, sodio; K, potasio, Ca, calcio; Mg, magnesio; Fe, hierro; Mn, manganeso; Zn, zinc; Cu, cobre.

En general, no parece que haya diferencias importantes en el contenido en los nutrientes
analizados en las distintas plantas. Se podria resaltar que, las plantas de A. reptans muestran un
nivel de nitrégeno, fosforo y potasio inferior, y de calcio, hierro y sodio superior a los del resto de

especies de Artemisia muestreadas.

4.2. EFECTO DE LOS HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES
EN CONDICIONES CONTROLADAS

4.2.1. Variables experimentales referidas al desarrollo de la planta

Como segundo objetivo de este trabajo se realizaron ensayos en condiciones de

controladas, para evaluar el efecto de la micorrizacion.

Tres meses después de la siembra, las dos especies estudiadas (A. thuscula y A. annua)
respondieron positivamente a la inoculacion en la fase de semillero, con los hongos formadores de
micorrizas. Las dos especies mostraron dependencia micorricica en esta fase, con un incremento

con respecto al control, de las diferentes variables experimentales relativas al desarrollo estudiadas
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como se aprecia en las Tablas 9-10 (A. thuscula) y 11-12 (A. annua), si bien la colonizacion de la
raiz oscilé entre un 3,3 y un 2,4 %, datos muy bajos y que pueden relacionarse con el poco tiempo
que permanecieron las plantas en la fase de endurecimiento.

En las siguientes Tablas, Figuras y Fotos, se muestra y se ilustra para cada especie de
Artemisia el desarrollo de las plantas durante la fase de semillero.

e Artemisia thuscula

Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
Tratamientos Parte Parte Peso Parte Parte Peso
Aérea Radical Total Aérea Radical Total
Control 4.5 b* 39b 8,4b 1,21b 0,82 b 2,04 b
MA 8,4 a 6,9 a 15,2 a 2,46 a 1,49 a 3,94 a
p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
. Longitud (cm) Diametro Colonizaciéon
Tratamientos = : o
Aérea Radical | Long total tallo (mm) (%)
Control 13,7 b* 33,8b 170b 3,38b 0,20 b
MA 20,0 a 39,9 a 23,6 a 453 a 2,40 a
p 0,0000 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000

Tablas 9 y 10. Efecto de la inoculacion sobre el desarrollo de plantas de A. thuscula.

Los valores son medias de 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).

A. THUSCULA

CONTROL

Foto 31. Efecto de la micorrizacion en la parte aérea de A. thuscula,
3 meses después de la inoculacion.
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Foto 32. Efecto de la micorrizacion en las plantas de A. thuscula,
3 meses después de la inoculacion.

Peso Fresco Total Peso Seco Total
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10 b 02
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Control MA Control MA

Figuras 9 y 10. Efecto de la inoculacion sobre los pesos fresco y seco total

de las plantas de A. thuscula al finalizar la fase de maceta.

Los valores son medias de 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).
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Figuras 11 y 12. Efecto de la inoculacion sobre las longitudes aéreas y radicales
de las plantas de A. thuscula al finalizar la fase de maceta.
Los valores son medias 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).

Diametro tallo Colonizacion
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Figuras 13 y 14. Efecto de la inoculacion sobre el didmetro del tallo y la colonizacion

de las plantas de A. thuscula al finalizar la fase de maceta.

Los valores son medias 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).
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e Artemisia annua

Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
Tratamientos Parte Parte Peso Parte Parte Peso
Aérea Radical Total Aérea Radical Total
Control 10,1 b* 12,3 a 22,3 a 2,60 b 1,70 a 4,30b
MA 12,7 a 10,3 a 23,1a 3,70 a 1,70 a 540 a
p 0,0362 0,1776 0,7391 0,0046 0,8994 0,0344
Tratamientos Longitud (cm) e % L .
Aérea Radical tallo (mm) | Colonizacién
Control 49,8 b* 52 a 420b 0,0b
MA 64 a 52 a 4,60 a 3,30 a
p 0,0000 0,8381 0,0450 0,0000

Tablas 11 y 12. Efecto de la inoculacién, sobre el desarrollo de las plantas en la especie A. annua.

Los valores son medias 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).

ARTEMISIA
ANNUA

Foto 33. Efecto de la micorrizacién en la parte aérea de A. annua,
3 meses después de la inoculacion.
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Foto 34. Efecto de la micorrizacion en las plantas de A. annua,
3 meses después de la inoculacion.

Peso Fresco Parte Aérea Peso Seco Parte Aérea
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Figuras 15 y 16. Efecto de la inoculacion sobre los pesos fresco y seco de la parte aérea
de las plantas de A. annua al finalizar la fase de maceta.

Los valores son medias 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas
control y micorrizadas (MA).
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Figuras 17 y 18. Efecto de la inoculacion sobre la longitud de la parte aérea y la colonizacion

de las plantas de A. annua al finalizar la fase de maceta.

Los valores son medias 12 réplicas independientes. * Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas

control y micorrizadas (MA).

4.2.2. Parametros quimicos de los foliares

Al finalizar la fase de endurecimiento en maceta y antes del trasplante a campo, se analizé
quimicamente la parte aérea de las mismas 12 plantas a las que se les estudio el efecto de la
micorrizacién en el desarrollo vegetativo. En A. thuscula (Tablas 13-14 y Figuras 19-23), se observo
un incremento en la mayoria de los parametros estudiados en las plantas micorrizadas. Asi, los
contenidos de sodio, zinc y nitrégeno fueron alrededor de un 15% superiores y en potasio y
manganeso entre un 23 y un 29%, en las plantas micorrizadas respecto a los controles. Sin
embargo, este efecto no fue tan evidente en A. annua (Tablas 15-16 y Figuras 24), donde solo el
contenido en hierro aumenté un 15% respecto a los controles. Esta especie se vio afectada de
manera algo negativa por el hongo, ‘'no mostrando este su efecto benéfico. Esto podria estar
relacionado con la naturaleza de esta planta comercial y el poco tiempo entre la inoculacién vy el

levante.
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Na K Ca Mg
Tratamiento N (g/kg) P (g/kg)
glkg
Control 5,02 b* 17,7b 7,80 a 2,37 a 9,15 b 2,50 a
MA 5,80 a 221a 8,30 a 1,98 a 10,8 a 2,46 a
p 0,0000 0,0000 0,0523 0,0653 0,0000 0,493
Fe Mn Zn Cu
Tratamiento
mg/kg

Control 112 a* 158 b 153 b 13,0 a

MA 124 a 222 a 18,0 a 12,7 a

p 0,1940 0,0000 0,0000 0,2535

Tablas 13 y 14. Efecto de la inoculacion, sobre las propiedades quimicas en parte aérea de A. thuscula.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.

* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA). Na, sodio; K, potasio, Ca,

calcio; Mg, magnesio; N, nitrégeno; P, fosforo; Fe, hierro; Mn, manganeso; Zn, zinc; Cu, cobre.

Na

7.0 a*

6.0
5.0
o 4.0
<
a5 3.0
2.0
1.0
0.0

CONTROL MA

i

30
25
20
15

g/kg

10

CONTROL

a*

MA

Figuras 19 y 20. Efecto de la inoculacion sobre el contenido en sodio (Na) y potasio (K) en foliares de A.

thuscula, 3 meses después de la inoculacion.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 1 réplicas de laboratorio.

* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).
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Figuras 21 y 22. Efecto de la inoculacion sobre el contenido en manganeso (Mn) y zinc (Zn) en foliares de

A. thuscula, 3 meses después de la inoculacion.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.

* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).
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Figuras 23. Efecto de la inoculacién sobre el contenido en nitrégeno (N) en foliares de A. thuscula,
3 meses después de la inoculacion.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.

* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).
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e Artemisia annua

Na K Ca Mg
Tratamiento N (g/kg) P (g9/kg)
g/kg
Control 0,81 a* 225a 9,37 a 3,43 a 10,8 a 2,78 a
MA 0,66 b 179b 763b 255Db 9,58 b 2,32 b
p 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000 0,0163 0,0001
Tratamiento = A1 ) oy
mg/kg

Control 148 b* 159 a 17,7 a 15,0 a

MA 173 a 137 b 17,0 a 13,7 a

p 0,0189 0,0327 0,4662 0,0580

Tablas 15 y 16. Efecto de la inoculacion, sobre las propiedades quimicas en parte aérea de A. annua.
Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.
* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA). Na, sodio; K, potasio, Ca,

calcio; Mg, magnesio; N, nitrégeno; P, fosforo; Fe, hierro; Mn, manganeso; Zn, zinc; Cu, cobre.
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Figuras 24. Efecto de la inoculacién sobre el hierro (Fe) en foliares de Artemisia annua,

3 meses después de la inoculacion.
Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.
* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).
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4.2.3. Pardametros quimicos de los suelos

Al finalizar la fase de endurecimiento en maceta y antes del trasplante a campo, se analizé
quimicamente el suelo de las 12 plantas a las que se les estudio el efecto de la micorrizacion en el
desarrollo vegetativo. Al igual que ocurrié con los parametros quimicos en los foliares de las plantas
analizadas, algunos de los parametros de suelo evaluados se vieron incrementados por la
presencia de los hongos micorricicos en las plantas de A. thuscula (Tablas 17-18, Figuras 25-26),
como por ejemplo, la materia organica, el fésforo y el sodio. En A. annua se vieron influenciados

los niveles de microelementos por esta simbiosis (Tablas 19-20, Figuras 27-28).

Tratamiento M.O. (%) | P (mglkg) agt':'ae;‘: s PH ‘:?SKC' (mgl'f:m)

Control 10,4 b* 22,1b 6,45 a 525a 0,229 a

MA 115a 255a 6,40 b 525a 0,237 a

p 0,0021 0,0210 0,0222 0,8380 0,1637
Na K Ca Mg
Tratamiento M.O.T (%) N (%)
meq/100 g

Control 23,4 b* 9,87 a 156 a 75a 20,8 a 0,157 a
MA 245a 10,0 a 154 a 71a 19,0 b 0,163 a
p 0,0016 0,3221 0,2370 0,1107 0,0072 0,2675

Tablas 17 y 18. Efecto de la inoculacién, sobre las propiedades quimicas del suelo de A. thuscula.
Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.
* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA). M.O., materia organica
oxidable; P, fésforo; CE, conductividad eléctrica; Na, sodio; K, potasio; Ca, calcio; Mg, magnesio; M.O.T., material organica total, N,

nitrégeno.
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Figuras 25 y 26. Efecto de la inoculacion sobre la materia organica (M.O.) y el fosforo (P) en los suelos
de A. thuscula, 3 meses después de la inoculacion.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.

* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).

e Artemisia annua

Tratamiento M.O. (%) | P (mglkg) ag:'ae;‘: s pH ‘:?SKC' (mgllcE:m)
Control 8,58 a* 29,3 a 6,49 a 5,27 a 0,225b
MA 9,22 a 28,1a 6,33 b 520 b 0,277 a
p 0,0578 0,5089 0,0000 0,0003 0,0000
Na K Ca Mg
Tratamiento M.O.T (%) N (%)
meq/100 g
Control 22,7 a* 10,1b 134 b 60 b 17,5 a 0,153 a
MA 21,7b 10,5 a 148 a 71 a 179 a 0,147 a
p 0,0342 0,0047 0,0000 0,0000 0,0059 0,6501

Tablas 19 y 20. Efecto de la inoculacion, sobre las propiedades quimicas del suelo de A. annua.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.
* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA). M.O., materia organica
oxidable; P, fésforo; CE, conductividad eléctrica; Na, sodio; K, potasio; Ca, calcio; Mg, magnesio; M.O.T., materia organica total, N,

nitrégeno.
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Figuras 27 y 28. Efecto de la inoculacion sobre el calcio (Ca) y magnesio (Mg) en los suelos de A. annua,
3 meses después de la inoculacion.

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas (mezcla de 4 macetas) y al menos 2 réplicas de laboratorio.
* Letras diferentes denotan diferencias significativas (p < 0,0500) entre plantas control y micorrizadas (MA).
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5. CONCLUSIONES

e Las especies de Artemisias canarias evaluadas en su habitat natural mostraron
caracteristicas muy diferentes entre ellas. Sin embargo, para poder sacar conclusiones
sobre su potencialidad seria imprescindible realizar un muestreo mas exhaustivo, con un
mayor numero de plantas y réplicas de cada una de ellas, asi como en distintas estaciones

y durante varios afios.

e La inoculacién temprana del hongo formador de micorrizas Glomus mosseae, mejora el
desarrollo de las plantas de las dos especies de Artemisia inoculadas mostrando un ligero
aumento significativo en su desarrollo con respecto a las plantas control. Este efecto fue
mas evidente en A. thuscula.

e Los hongos micorricicos tuvieron un efecto positivo sobre los parametros quimicos

estudiados en los analisis de suelo y de parte aérea en A. thuscula.

e La necesidad de redactar este trabajo no permitié profundizar los estudios en situaciones
reales de cultivo (fase de campo). Entendemos que estos resultados serian necesarios para
completar este trabajo y que la realizacién de un segundo levante confirmaria los beneficios

de la simbiosis con los hongos micorricicos.
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