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RESUMEN

Con el objetivo de seleccionar e identificar los diferentes morfotipos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) nativos predominantes y determinar el porcentaje
de colonizacion y densidad de esporas en suelos de la Subcuenca del Cumbaza
asociados a plantas de cobertura, se seleccionaron suelos degradados de las
localidades de Chirikyacu, Vista Alegre, EI Chontal, San Antonio, Aucaloma, y
Shapumba; donde se tomaron muestras de suelos y se asociaron a cuatro
leguminosas de cobertura Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea y
Vigna unguiculata. Se utilizé un disefio completamente al azar, con arreglo factorial
de 6Ax4B,con tres repeticiones y a nivel de significancia de p<0,05, considerando el
factor A (zona) y el factor B (leguminosa). Los resultados mostraron que las
leguminosas tuvieron mayor influencia en cuanto al porcentaje de colonizacion
micorrizica en comparacion con las zonas en estudio, siendo Vigna unguiculata la
gue presentd mayor porcentaje de colonizaciébn con 75 %. El mayor nimero de
esporas fue influenciada principalmente por las zonas, donde Aucaloma presento el
mayor numero con 332 esporas/10 g. Finalmente se identificaron 11 morfotipos de
HMA nativos predominantes, siendo los morfotipos del género Acaulospora los de
mayor predominancia.

Palabras claves: Suelo degradado; Hongos micorrizicos arbusculares; Leguminosa



SUMMARY

In order to select and identify the different morphotypes of predominant native
arbuscular mycorrhizal fungi (AMH) and determine the percentage of colonization
and spore density in soils of the Cumbaza subbasin associated to cover plants,
degraded soils were selected from the localities of Chirikyacu, Vista Alegre, El
Chontal, San Antonio, Aucaloma, and Shapumba; where soil samples were collected
and associated with four legumes covering Cajanus cajan, Canavalia ensiformis,
Crotalaria juncea and Vigna unguiculata. A completely randomized design with
factorial arrangement of 6Ax4B was used, with three replications and at significance
level of p <0.05, considering factor A (zone) and factor B (legume). The results
showed that the legumes had a greater influence on the percentage of mycorrhizal
colonization compared to the areas under study, with Vigna unguiculata having the
highest percentage of colonization with 75%. The highest number of spores was
influenced mainly by the zones, where Aucaloma presented the largest number with
332 spores / 10 g. Finally, 11 predominant native HMA morphotypes were identified,
with the morphotypes of the genus Acaulospora being the most predominant.

Keywords: Soil degraded; Arbuscular mycorrhizal fungi; Leguminous.



|.  INTRODUCCION

Actualmente el 40% de los suelos a nivel mundial estan degradados,
mientras que el 24% del area de los suelos productivos siguen siendo objeto de
continua degradacion (Rashied et al., 2016). En el Peru el 54% de los suelos se
encuentran en nivel de degradacién moderada, severa y muy severa, por encima
de otros paises (Ministerio de Agricultura, 2013). En la regiébn San Martin, la
subcuenca del Cumbaza presenta 57 120 has., de las cuales el 80% de los
suelos estan degradados, la causa de la degradacion de los suelos de esta zona
es la combinacién de deforestacion, uso de terrenos con elevada pendiente y
agricultura migratoria. La degradacién de suelos consiste en que al degradarse
pierden su diversidad bioldgica, sus recursos naturales y minerales que alberga
en sus ecosistemas (Reinders et al., 2003).

En la actualidad las propiedades bioldgicas de los suelos se han
convertido en criterios importantes para valorar su uso y manejo, buscando
nuevas tecnologias fundamentadas para la recuperacion de suelos degradados
que favorezcan la biodiversidad de los microorganismos del suelo (Vallejo, 2013).
Estos se consideran una herramienta nueva y emergente para el mantenimiento y
restauracion de suelos degradados, ya que actian como un indice de fertilidad
del suelo y sus interacciones simbidticas con plantas contribuyen como una de las
principales fuentes de nutrientes disponibles para el establecimiento de
agroecosistemas en estos suelos degradados (Singh, 2015). Dentro de la
diversidad de microorganismos en el suelo, los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) contribuyen a la recuperacién de suelos degradados (Colodete et al.,
2014), estos forman una simbiosis mutualista con aproximadamente el 80 — 90 %

de las plantas terrestres (Kivlin et al., 2011) y tienen la capacidad de incrementar



la absorcién de nutrientes poco mdviles, principalmente fésforo (P) (Pérez et al.,
2012). La formacion de una glicoproteina llamada glomalina, producida por estos
hongos genera la agregacion de las particulas del suelo, mejorando su estructura
y aumentando sus reservas de carbono y nitrégeno (Fokom, et al., 2012).

A esto se suma también el uso de plantas de cobertura, principalmente
leguminosas, que viene siendo promovido como una estrategia para mejorar la
calidad de suelos degradados (Pefia y Arias, 2009). Las leguminosas de
cobertura asociadas a HMA mejoran las caracteristicas fisicas (descompactacion
de suelos), quimicas (acumulacién de materia organica y mayor viabilidad de
nutrientes) y biologicas del suelo (mayor actividad y diversidad microbiana),
ademas de reducir el indice de mortalidad en plantas (Duval et al., 2015).

Sin embargo, poco se conoce sobre la actividad y diversidad de los
HMA en suelos de la subcuenca del Cumbaza, ya que no se ha realizado ningan
estudio para evaluar en forma integral la presencia de HMA como componentes
biolégicos del suelo y su posible rol como uno de los indicadores que determinen
la calidad y recuperacion de los suelos en esta zona. A pesar de la importancia de
estos microorganismos para la produccibn y sostenibilidad de dichos
ecosistemas, existen pocos estudios sobre la presencia de estos simbiontes y su
relacion con especies de leguminosas de cobertura. En tal sentido resultd
primordial e importante la seleccion de morfotipos predominantes de HMA de
suelos de la subcuenca del Cumbaza asociados con leguminosas de cobertura,

como un estudio basico y una estrategia para restaurar suelos degradados.



2.1.

2.1.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

II. OBJETIVOS

Objetivo general

Seleccionar diferentes morfotipos de hongos micorrizicos arbusculares
nativos predominantes en suelos degradados de la subcuenca del
Cumbaza y su potencial micorrizico asociados a plantas de cobertura.
Objetivos especificos

Determinar la densidad de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
nativos, provenientes de suelos degradados de la subcuenca del Cumbaza
asociadas a cuatro plantas de cobertura.

Determinar el porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de plantas
de cobertura, inoculados con hongos micorrizicos arbusculares nativos
provenientes de suelos degradados de la subcuenca del Cumbaza.
Identificar morfotipos predominantes de hongos micorrizicos arbusculares
nativos, provenientes de suelos degradados de la subcuenca del Cumbaza

asociadas a cuatro plantas de cobertura.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. DEGRADACION DE SUELOS

Para la mayoria de ecosistemas terrestres, el suelo es el escenario o el
medio fisico, quimico y biologico en el que se desarrolla la vida, constituido por un
sistema trifasico; solido, liquido y gaseoso (Mataix, 2000 citado por Quifionez,
2012). El suelo es un componente clave importante de los ecosistemas terrestres
(Maya, 2011). Aunque el suelo cumple muchas funciones, una fundamental es
ayudar a reincorporar a los ciclos biogeoquimicos de la naturaleza los elementos
guimicos que se hallan en la atmosfera como el nitrégeno, indispensable en la
nutricion de plantas y animales, o aquellos que quedan en los restos de plantas y
animales, como el carbono y el fésforo, por ello es que los suelos funcionan como
almacenes de carbono (Orjuela, 2010). El ser humano utiliza este recurso natural
para producir el 95% de sus alimentos (Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura - FAO, 2015), por ello, tanto el uso
inadecuado como el cambio de uso de suelo y la sobreexplotacién por actividades
de diversas indoles, pueden contribuir a la degradacion a corto plazo de este
recurso natural no renovable (Mataix, 2000). La degradacion de suelo se define
como un proceso que disminuye la capacidad y potencial para producir
cuantitativamente y cualitativamente bienes y servicios, estos procesos de
degradacion se clasifican en funcién de su naturaleza y del tipo de consecuencias
(Orozco et al., 2012). Estas pérdidas o tipos de degradacion pueden ser fisicas,
quimicas y biologicas, dentro de la degradacion Fisica, se encuentran la erosion
hidrica y edlica, y el deterioro de la estructura, con fenomenos como sellado,
encostrado y la formacion de pisos de arado. En la degradacion quimica se

incluyen la pérdida de nutrientes o de fertilidad, acidificacion, alcalinizacion y



salinizacion, en cuanto al del tipo biolégico se considera la pérdida de materia
organica, alteracion en flora y fauna del suelo (Michelena, 2011).

Este fendmeno de degradacion de suelo puede obedecer tanto a causas
naturales como a causas antropicas (Pretty et al., 2010). Las causas naturales
gue se consideran decisivas en la degradacion son las fuertes lluvias, intensos
vientos, temperaturas extremas, ascenso de capas freaticas salinas e
inundaciones cuyas consecuencias son la pérdida de suelo por lluvia y/o viento,
acumulacion de sales y elementos toxicos para las plantas, lixiviacién de bases,
mineralizacion intensa, 6xido-reduccion. Estos procesos son relativamente lentos,
y recurrentes a lo largo de los afios (Silenzi et al., 2011). Entre las principales
causas de la degradacion de los suelos de origen antrépico esta la agricultura y
ganaderia, principalmente por el cambio de uso del suelo que se destina a estas
actividades, la deforestacion es la tercera causa y sigue la urbanizacion
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales - SEMARNAT, 2006).

La agricultura tradicional ha causado una importante disminucién de la materia
organica y de la calidad de suelo (Orjuela, 2010). La materia organica involucrada
en la retencion de agua en el suelo, lo que ayuda a aminorar la compactacion.
Cuando se mantiene la cantidad adecuada de materia organica en forma de
abono verde, se estabiliza la estructura del suelo, ya que este se hace mas
resistente a la degradacién y a su compactacion (Hamza y Anderson, 2005).

En América Latina, el sobrepastoreo, la agricultura mecanizada y la
expansion urbana son las actividades con mayor responsabilidad sobre la
degradacion del suelo (FAO, 2015). En las zonas de la subcuenca del Cumbaza
las caracteristicas topograficas, como las pendientes elevadas que fluctian entre

50% y 70%, influye mucho en los riesgos de la erosion hidrica, por eso en las
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zonas con mayor inclinacion se encuentran la mayor cantidad de suelos
degradados. La acidez (pH) del suelo de estas zonas fluctian entre
extremadamente acida (pH 4) a moderadamente alcalina (pH 7.4). En los suelos
acidos la saturacion de aluminio puede ser un problema para la fertilidad del suelo
(Centro de Desarrollo e Investigacion de la Selva Alta - CEDISA, 2003).

Pero la agricultura migratoria es el principal causante de la degradacion del suelo
de estas zonas, que se caracteriza por la practica de roza, tumba y quema de un
terreno para cultivar después arroz secano, maiz, frijol o platano para el
autoconsumo. Por las intensas lluvias que se presentan en la zona y las
pendientes de los terrenos, la ceniza y el suelo fértil que queda después de la
guema se erosiona facilmente y van hacia el rio. Por la erosion y la extraccion de
la cosecha, el terreno pierde su fertilidad en un periodo de 3 a 4 afios y especies
vegetales invasoras se presentan con agresividad siendo necesario migrar a otro
terreno para rozar y tumbar de nuevo, dejando el terreno anterior en barbecho, el
periodo de barbecho debe durar por lo menos 15 afios. La sucesion de un bosque
secundario permite la recuperacién de la fertilidad de sus suelos, acumulando de
nuevo los nutrientes, para tener otra vez un terreno disponible para el rozo,
tumba, quema y la produccién agricola (CEDISA, 2003).Todos ellos hacen que el
agricultor ingrese en un circulo vicioso de ir cada vez mas lejos para encontrar
nuevos terrenos que les sirve para la agricultura, con las consecuencias de cortar
mas bosque, originando en una deforestacion masiva (CEDISA, 2003).

En la amazonia peruana, los indicadores de areas degradadas son la presencia
de vegetacion predominante herbacea: gramineas como “Cashaucsha” (Imperata
brasiliensis) “torourco” (Paspalum homolepsis), “rabo de zorro” (Andropogon

bicornis L.), o helechos del género Pteridium, conocidos en la regibn como



“shapumba” “macorilla® o “gara gara” (Pteridium aquilinumL.), (Meza, et al.,
2006).
En un sentido mas amplio, la degradacion de los suelos es uno de los principales
problemas con que se enfrenta el mundo en este momento. Considerando que la
poblaciéon mundial aumenta considerablemente, en el afio 2000 habia alrededor
de 6000 millones de habitantes (Michelena, 2011), se estima que para el afio
2050, el aumento de la poblacion exigira de un 70% mas de alimentos que en los
niveles actuales (FAO, 2015).
Por ello el suelo se debe considerar como un recurso natural no renovable y, en
consecuencia como un bien que debemos proteger. Si a lo anterior se suma que
el suelo es un recursos limitado (Orjuela, 2010). De acuerdo con estimaciones
hechas por la FAO, debido a la desertificacion, cada afio dejan de ser productivas
de seis a siete millones de hectareas de suelo en el mundo, y a ese ritmo, en
menos de 200 afios el hombre habrd agotado todos los suelos productivos del
planeta.
3.2. HONGOS MICORRIzZICOS ARBUSCULARES

La evidencia fésil indica que estos microorganismos forman
asociaciones micorrizicas con las plantas desde hace 400 millones de afios, y que
tales asociaciones pudieron haber tenido influencia durante las etapas de
colonizacion de las plantas sobre la corteza terrestre (Salmerén et al., 2015),
datos moleculares realizados por Simon et al.,, (1993) corroboraron estos
resultados, estableciendo el origen de los HMA entre el periodo Ordovicico vy el
Devonico (Sturmer, 2012). De igual manera, se ha brindado evidencia clara para
suponer que las especies de HMA divergieron desde el Devonico temprano, al

encontrar fésiles con estructuras morfolégicas similares a las que se observan en



las especies existentes en la actualidad (Dotzler et al., 2009). Otros analisis
fésiles describen la presencia de estructuras similares a las descritas para
Glomeromicetos en estratos provenientes del Ordovicico, con una antigiedad de
460 millones de afios (Morton y Redecker, 2001), el vocablo micorriza fue
empleado por primera vez y con un interés puramente sistematico, por el botanico
aleman Albert Bernard Franck en el afio 1885, para designar “la asociacion que
se producia entre las hifas de algunos hongos del suelo con las raices de la gran
mayoria de las plantas superiores” (Fernandez, 2003). Se estima que estos
forman asociaciones simbiodticas mutualistas con raices de aproximadamente el
80 - 90 % de plantas superiores, y en todos los habitats de la tierra (Kivlin et al.,
2011). Esta y otras evidencias similares nos indican que estos hongos estaban
presentes desde los primeros estadios de la evolucion de las plantas (Pérez et al.,
2012).

La interaccion entre el simbionte (hongo) y su hospedante (planta) consiste en la
transferencia de nutrientes; la planta proporciona al hongo compuestos de
carbono y el hongo suministra nutrientes, como fésforo, a la planta (Cano, 2011).
Los HMA mejoran el crecimiento de plantas mediante el aumento de la absorcion
de fésforo disponible y otros nutrientes minerales esenciales no labiles para el
crecimiento vegetal como el fésforo y el zinc, entre otros (Velazquez y Cabello,
2011). Ademas pueden aumentar la resistencia de las plantas frente al estrés
abidtico o bidtico (Islas et al., 2016), ejercen el control sobre patégenos y tienen
influencia en la agregacion del suelo (Peng et al., 2013). Gracias a su extenso
micelio extra radical, favorece el vinculo existente entre la planta y el suelo,
debido a que al darse la asociacion planta—hongo, se incrementan la absorcion de

nutrientes, factor determinante que no ocurre en las plantas no micorrizadas



(Mego et al.,, 2014). Las hifas crean una red subterranea generalizada de que
constituye una conexion directa entre raices de las plantas, el suelo y la microflora
asociada y cuya area de la superficie de las hifas es aproximadamente 100 veces
mayor que el area de la superficie de la raiz y su longitud puede ser mayor que la
del sistema de raices de las plantas, y por lo tanto puede explorar un mayor
volumen de suelo que las raices (Rajtor y Piotrowska, 2016).

Se ha revelado el importante papel de los HMA en la estructura y conservacion
del suelo, mediante el efecto aglutinante de las hifas externas, estas hifas crecen
a través de la matriz de suelo, constituyendo una estructura que a modo de red,
sostiene las particulas, favoreciendo la formacion de agregados (Pérez et al.,
2012). Ademas, se sabe que las hifas de los HMA pueden producir grandes
cantidades de glomalina, una glicoproteina no soluble en agua, que actia a modo
de pegamento natural, como estabilizante de los agregados. Esta glicoproteina,
también se destaca como un importante medio de almacenamiento de carbono y
nitrogeno del suelo (Fokom et al., 2012). La glomalina incrementa la productividad
del agroecosistema, mejora la aireacion del suelo, facilita el drenaje y la actividad
microbiana (Pérez et al., 2012).

La afinidad de las hifas de los hongos micorrizicos hacia los agregados de suelo,
es funcién de las caracteristicas de la raiz, de la intensidad de la colonizacion del
hongo y de la cantidad de micelio asociado al sistema radical. La abundancia de
estos agregados posibilita, entre otras cosas, una serie de micro-habitas para
otros microorganismos benéficos de la rizosfera y unas estructuras capaces de
acelerar el almacenaje de nutrientes y carbono (Pérez et al., 2012). Por lo tanto,

los HMA pueden desempefiar papeles importantes en las interacciones



ecologicas y mantenimiento de la diversidad de la comunidad vegetal en los
ecosistemas inter o intra-especifica (Shi, et al., 2016).

La clasificacion de los HMA, antes del uso de herramientas de biologia molecular,
estaba sujeta principalmente al andlisis de las caracteristicas morfologicas y
subcelulares de las esporas, que por las caracteristicas propias de estos hongos
(SchuBler et al., 2001). En la actualidad los analisis morfolégicos y moleculares
concomitantes en base a la secuencia ribosomal combinada han dado lugar a
grandes avances en la reorganizacion taxondmica del phylum Glomeromycota,
dando lugar a una nueva clasificacion de los HMA, por lo que actualmente el
grupo Glomerales incluye 3 clases (Archaeosporomycetes, Glomeromycetes y
Paraglomeromycetes), 5 ordenes  (Archaeosporales, Diversisporales,
Gigasporales, Glomerales y Paraglomerales), 14 familias y 29 géneros (Oehl et
al., 2011). La identificacion de las especies de HMA esta basada en el analisis de
estructuras subcelulares de las esporas asexuales. La morfologia del micelio
interno y externo durante la asociacién micorrizica es practicamente indistinguible
entre las especies del mismo género y entre géneros. En contraste, las
estructuras subcelulares de las esporas estan altamente conservadas y
fenotipicamene estables independientemente del ambiente y la planta huésped
(Morton et al., 1995). De esta manera, las esporas son la Unica parte del
organismo del hongo que se puede utilizar para delimitar las especies.

La abundancia de los hongos micorrizicos arbusculares en el suelo es
dependiente de sus caracteristicas fisico-quimicas. En este aspecto, la
supervivencia de estos hongos, esta limitada por la profundidad del suelo ya que

en los primeros 20 6 30 cm del perfil del suelo son mas abundantes; es decir el
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namero de esporas y el grado de colonizacion radicular es menor conforme la
profundidad es mayor (Tapia, 2003).

La evaluacion de la diversidad de los HMA en condiciones de campo se lleva a
cabo mediante el método de estudio cuantitativo y cualitativo de las esporas y la
asociacion de micorrizas. Sin embargo, la informacion a la abundancia o el
namero de esporas en el suelo no pueden ser tomados como el Unico indicador
de la asociacion de micorrizas. La escasa presencia de esporas en el suelo no
indica necesariamente que no existe una asociacion en el area de estudio, sino
un espacio de tiempo entre la asociacion y la esporulacion (Moreira y Siqueira,
2006).

La selecciébn de microrganismos nativos de una regién para la produccion de
biofertilizantes, da mayores posibilidades de adaptacién y multiplicacién de los
mismos en el suelo, debido a que, entre éstos, la diversidad funcional de los
hongos micorrizicos arbusculares puede depender de la procedencia de los
aislamientos, mas que de la especie fungica (Lopez, 2015).

3.2.1. Caracteristicas morfologicas de los principales géneros de HMA

La identificacibn de los hongos micorrizicos arbusculares estd basada en la
observacion de sus caracteristicas morfoldgicas (Vega, 2011). A seguir se detalla
los principales géneros:

a) Género Acaulospora

Espora, es globosa, de 60 - 400 um de didmetro, de color blanco, café rojizo
oscuro, al estereoscopio, y blanca o amarilla oliva al microscopio. La hifa adherida
a la espora es de forma ahusada con el apice inflado y globoso llamado vesicula,

a medida que la espora va llegando a su madurez en la vesicula se produce un
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colapso celular, por tanto la espora adopta una posicion amorfa sin ningun signo
de origen a excepcion de un pequefio poro.

Paredes de la espora, son formadas por dos grupos de paredes facilmente
distinguibles: La primera unidad, la mas externa, esta formada por una pared
hialina remanente del saculo la cual no ha sido observada. Seguidamente
aparece una pared laminada, que le confiere el color a la espora, una segunda
pared aparece debajo de la pared laminada, muy pegada a esta. Es de color mas
claro, delgada, flexible, no mayor a 2 um de espesor. El segundo grupo de
paredes esta formado por dos paredes denominadas germinales, de las cuales la
gue facilmente se evidencia es una transparente, de 2 um de espesor, la cual
posee una superficie rugosa o “beaded”, seguida por una pared interna,
membranosa, transparente, que contiene el citoplasma de la espora. Las paredes
de la espora son de color hialino, amarillo, marrén, verde grisdceo que se
encuentran en todo hospedero de micorriza versiculo arbuscular.

Cicatriz, es dificil de observar por la ornamentacién de la espora. Pero cuando se
observa aparece como una marca ovoide de 9 - 16 um de didmetro, que aparece
en una de las zonas donde no hay ornamentacion.

Reaccion Melzer, la pared més interna reacciona tornandose roja o rosada

b) Geénero Gigaspora,

Espora, es globosa, grande, de 200 a 400 um de didmetro, opaca, de color
amarillo palido a amarillo. La forma de las esporas es globosa y sub globosas.
Paredes de la espora, se distinguen dos paredes que forman un Unico grupo:
una externa, laminada, con corona de 5 pm de espesor, y una pared interna mas
clara, rigida de 2 um de espesor.

Reaccion Melzer, presenta pared externa que se torna rojo intenso a vino tinto.
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c) Geénero Glomus

Esporas, generalmente son globosas, algunas irregulares, pequefias, de 40 - 70
pum en didmetro, de color hialino, amarillo, negro, de marrén amarillento a rojizo o
anaranjado al estereoscopio. Se organizan en esporocarpos laxos de uno a mas
de esporas. Aun cuando se reporta que forman grupos de mas de 100 esporas,
las esporas se unen fragilmente entre si, a través de conexiones hifales multiples.
Las esporas cuando estan maduras contienen un liquido aceitoso a manera de
gotas de tamafos variable. La germinacion ocurre ya sea por hifa subtendiente y
pocas veces por la pared de la espora.

Paredes de la espora, forman un solo grupo grueso de paredes, la pared mas
externa es laminada de 4 um de espesor que le da el color a la espora.
Generalmente con restos de hifas en la superficie o conexiones hifales. La forma
es globosa, elipsoides o reniformes; de superficie lisa o aspera deslucido,
€scamoso 0 sin escama, verrugoso con espinas delgadas.

Conexién hifal, de las esporas pueden presentar mas de una conexion hifal, esta
puede ser sencilla o doble. La conexién hifal es gruesa, de 5 - 6 um de ancho,
estrecha hacia la base de la espora, puede o no formar sepa, la que es formada
por engrosamiento e la pared interna.

Reaccion Melzer, ninguna en la mayoria de especies, sin embargo, en algunos
puede reaccionar formando un color parpura claro.

d) Geénero Entrophospora

Espora, es de forma globosa, opaca, de superficie lisa, entre 90 - 120 um de
diametro, de color oliva palida al estereoscopio, y amarillo-oliva al microscopio.
Paredes de la espora, posee tres grupos de paredes: la mas externa es

membranosa, transparente, de menos de 1 um de espesor. Se continta con el
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saculo, por lo que es mas evidente verla cuando se aisla la espora con este. La
segunda pared es laminada, de 2 a 4 um de espesor, de color amarillo. La pared
mas interna es transparente, delgada y se aprecia cuando se desprende de la
laminada al escachar la espora. Esta pared se observa como una pared flexible.
El grupo de paredes mas internas de tipo germinal esta compuesto por una pared
de aproximadamente 2 um de espesor, rugosa en la superficie o “beaded”, y una
mas interna, membranosa que contendria el citoplasma.
Cicatrices: Se distinguen claramente dos cicatrices. Una ovoide de 15 - 30 um de
diametro y otra ubicada en el lado opuesto de la anterior, mas pequefia, circular,
de 5 a 10 um de didmetro.
Reaccion Melzer: La pared mas interna reacciona tornandose de color purpura
intenso.
3.3. PLANTAS DE COBERTURA ASOCIADAS CON HONGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Las plantas y sus hongos micorrizicos han co-evolucionado hasta
nuestros dias constituyendo la asociacion simbidtica hongo — planta mas
extendida. La importancia de los hongos micorrizicos no estima solo en que
pueden representar la fraccion mayor de biomasa del suelo, alcanzando hasta
20% del total y masa seca de la micorriza. Su funcién clave radica en que su
abundante micelio intra y extraradical, constituye un enlace o puente entre las
plantas y el suelo. Como lo reporta Garcia et al., (2016) al evaluar el efecto de
cultivos de cobertura sobre la longitud del micelio, mostrando un porcentaje de
hasta 80% de longitud de micelio (200 cm).
El uso de cultivos de cobertura se sugiere como un método clave para mantener y

aumentar el contenido de materia organica en el suelo, mantener o mejorar la
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salud fisica, quimica y biolégica (Pereira et al., 2013). Asi como lo reportado por
Souza, et al.,, (2013) que evaluaron las propiedades quimicas y la actividad
microbiana en suelos asociados a leguminosas de cobertura, mostrando un
aumentando en la produccién de materia seca de 10.000 kg/ha.

El uso de leguminosas ha sido sugerido y promovido en diversos paises y
cultivos, como una alternativa que contribuye a mejor la disponibilidad de
nutrientes en los suelos, dada su capacidad natural de fijar nitrégeno
simbidticamente y reciclar nutrientes (Pefa y Arias, 2009).

Estos pueden mejorar la actividad microbiana y el crecimiento, la mejora de ciclos
biogeoquimicos de los nutrientes (Madejon, 2016). Recientes investigaciones
indican que estas caracteristicas de las leguminosas de cobertura se deben en
gran parte a la simbiosis benéfica con hongos micorrizicos arbusculares, los
cuales incrementan la toma de nutrientes, la absorcién del agua y la resistencia a
condiciones de estrés (Gil et al., 2013), al evaluar el efecto de cultivos de
cobertura en el contenido de agua se mostré un aumento de 174 mm a 288 mm
(Garcia et al., 2016). Otro efecto de los cultivos de cobertura es la mejora del nivel
de in6culo de los hongos micorrizicos arbusculares que puede promover la salud
del cultivo posterior, la nutricibn mineral, y la tolerancia al estrés abi6tico, asi
como proporcionar proteccién contra los agentes patdgenos y los procesos de
agregacion del suelo (Garcia et al., 2016).

En tanto es obvio que una de las mejores formas de favorecer el desarrollo de
hongos micorrizicos arbusculares en el suelo sera implantar cultivos de alta
compatibilidad o susceptibilidad. Dentro de una especie vegetal puede haber
cultivares mas susceptibles que otros. Generalmente, las plantas con alta

demanda de fosfato (leguminosas) responden mejor a la micorrizacion. Es el caso
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de combinaciones entre plantas de alta micotrofia y aquellas a las cuales se
asocian a bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, las cuales pueden
estimular la infectividad y la formacion de micorrizas efectivas. Por ello la
asociacion de leguminosas con HMA es un aspecto muy relevante, pues puede
provocar modificaciones cualitativas y cuantitativas en la poblacion de estos
hongos del suelo. Algunas especies de leguminosas micrégrafas como la
Canavalia ensiformis y Crotalaria juncea pueden aumentar el contenido potencial
de in6culos micorrizicos en el suelo, mejorar la absorcién de P y los rendimientos
del cultivo posterior (Martin et al., 2010).

Asi mismo el manejo adecuado de rotaciones de cultivos micotréficos afecta
positivamente la colonizacion y la produccién de esporas (Bethlenfalvay et al.,
1991). El efecto positivo de las leguminosas de cobertura sobre la riqueza de
especies de HMA y el indice de diversidad, se debe principalmente a que éstos
mejoran la actividad bioldgica del suelo (Crews y Peoples, 2004).Se ha reportado
que el uso de leguminosas de cobertura, incrementa la poblacién nativa de HMA
de dos a tres veces (Deguchi et al., 2007) influyendo en la riqueza de especies y
en su diversidad (Blanco y Gutiérrez, 1998).como lo muestra Pérez et al., (2012)
que reporté un efecto positivo en la diversidad de especies de HMA y en la
colonizacion micorrizica, con 27 morfotipos siendo los géneros de Glomus y
Acaulospora los mas abundantes con 11 y 8 morfotipos respectivamente, la
densidad de esporas de HMA vario de 45 a 181 en promedio por 50 g de suelo, el
porcentaje de colonizacion fue de 80.3 %.

En la inoculacion de HMA en leguminosas, se ha observado que esta relacion
simbiodtica proporciona un mayor intercambio entre los simbiontes y efectos

superiores a las plantas, en comparacion de las relaciones basadas en
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asociaciones no simbidticas. Asi las micorrizas incrementan la absorcion de
nutrientes como el fésforo, muy importante para garantizar una adecuada fijacion
bioldgica de nitrogeno y crecimiento de la planta (Rivera y Fernandez, 2003). La
colonizacion de las raices de leguminosas por los HMA puede afectar a las
comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera en forma directa o indirecta.
Las interacciones directas incluyen el suministro de energia mediante compuestos
ricos en carbono, que son transportados desde la planta hospedera hacia la
micorrizosfera mediante las hifas del hongo. Las interacciones indirectas se
refieren a los efectos de las micorrizas en el crecimiento de la planta hospedera,
la exudacion de sustancias estimuladoras del crecimiento y la mejora de la
estructura del suelo (Martin et al., 2015).

Un ejemplo claro es la Canavalia ensiformis, especie vegetal que entre otras
ventajas, para ser empleada como abono verde, tiene la peculiaridad de
multiplicar los propagalos de HMA en el suelo (de 100 a 400-800 esporas/50 g de
suelo) sean nativos o inoculados, asi mismo aumentan los porcentajes de 18 a
44% para materia seca, extraccion de nutrientes y funcionamiento flangico,
propiciando de esta manera la colonizacion micorrizica del cultivo posterior, todo
lo cual le otorga a esta especie un valor agregado como abono verde en los

sistemas agricolas (Martin et al., 2012).
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion y caracterizacion del area de estudio

Para el estudio se identificaron seis zonas correspondientes a la subcuenca del
Cumbaza, considerando la parte alta, las zonas de (Chirikyacu, Vista Alegre y El
Chontal) y parte media (Aucaloma, Shapumba y San Antonio) de la subcuenca
del Cumbaza, ubicada en las provincias de Lamas y San Martin, Departamento
de San Martin (Figura 1 y 2); la subcuenca del Cumbaza se caracteriza por

presentar zonas de altitud entre los 410 a 1160 m.s.n.m.m. En general, los suelos

en la parte alta estan ubicados en las laderas de las colinas, son generalmente

poco profundas, acidos y de menor fertilidad (Tabla 1). En cada localidad se
seleccionaron parcelas de 2500 m? que presentan suelos degradados, donde

predominan plantas de Shapumba (Pteridium aquilinum) y Cashaucsha (Imperata

brasiliensis) (Figura 2).
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Figura.2. Vista panoramica de parcelas seleccionadas de la subcuenca del

Cumbaza: A) Chirikyacu. B) Vista Alegre. C) Chontal. D) Aucaloma. E) Shapumba

y F) San Antonio.

Tabla 1
Caracteristicas edafoclimaticas de zonas de la subcuenca del Cumbaza
. Vista San
Chirikyacu Chontal Alegre Aucaloma  Shapumba Antonio
Altitud
(m.s.n.m) 1143 1199 780 714 623 559
Precipitacién
(mm) anual 1853 1646 1647 1519 1280 1519
Clasificacion . . . . . . . . . .
inceptisoles inceptisoles entisoles inceptisoles  inceptisoles alfisoles
de suelo
Franco Franco Franco Franco .
Textura Franco : Arcilla
arenoso arenoso arcilloso arenoso
Pendiente 19.85 14.56 44.38 14.42 18.11 12.00
(%)
L Shapumba, Shapumba,
Composicion ,Café, Shapum_?a, Yuca, Shapumba Cashaucsha  Shapumba
vegetal . Café,Pifa .
Platano Platano

Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd — SENAMHI

(2016)
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4.2. Colecta de muestras de suelos de campo

Las muestras de suelo se colectaron de areas degradadas en seis zonas de la
subcuenca del Cumbaza, las zonas fueron Chirikyacu (S6° 29.065' W76° 22.038";
1087 m.s.n.m.m), Vista Alegre (S6° 22.830" W76° 31.132"; 785 m.s.n.m.m), El
Chontal (S6° 20.435' W76° 30.769'; 1190 m.s.n.m.m), San Antonio (S6° 24.286'
W76° 25.181"; 539 m.s.n.m.m), Aucaloma (S6° 26.296" W76° 25.440'; 738
m.s.n.m) y Shapumba (S6° 25.747' W76° 28.977"; 593 m.s.n.m.m). Colectadas en
el mes de abril y la primera semana de mayo del 2016. En las zonas se realiz6 un
muestreo aleatorio en forma de zig-zag, tomando 1lkg de suelo en 10 puntos
equidistantes (10mts. aprox.), haciendo un total de 10 sub muestras por cada
zona, a una profundidad de 0 — 20 cm. Las muestras fueron homogenizadas y
depositadas en bolsas plasticas de polietileno y rotuladas con el nombre de la
zona y fecha de recoleccion (Figura 3). Dos fracciones fueron separadas de cada
muestra, una para los analisis microbiolégicos que fueron puestas en refrigeracion
a 4 °C hasta su posterior analisis en el laboratorio de microbiologia Agricola y
para los analisis fisico-quimicos en el Laboratorio de suelos, aguas y foliares de la
Facultad de Ciencias Agrarias — UNSM, y la parte restante para la instalaciéon de
leguminosas de cobertura como plantas trampa. Las muestras de suelos fueron
colectadas en el afio 2016, en los meses de abril y mayo siendo considerada una

época lluviosa (Grafico 1).
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Figura.3. Procedimiento de colecta de suelo: A) Limpieza de la superficie del
suelo. B) Colecta de muestras de suelo. C) Homogenizacion de las muestras. D)
Muestra de suelos para analisis microbioldgicos y fisico-quimicos. E) Transporte

de muestras de suelo al laboratorio y para la siembra de leguminosas.

300 . = ABRIL = MAYO

250 |
200
150
100

50

(mm)

Precipitacion media mensual

Chirikyacu Vista Alegre EIChontal Aucaloma Shapumba San Antonio
de Cumbaza

Zonas de Muestreo

Gréfico. 1. Distribucion de la precipitacion durante el periodo y localizacion de las
colectas (Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Peru —

SENAMHI-2016)
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4.3. Propiedades fisico - quimico y biologicos del suelo recolectado:

El analisis fisico-quimico de las muestras de suelo colectadas en las seis zonas
de la subcuenca del Cumbaza fue realizado por el laboratorio de Suelos, Aguas y
Foliares (Tabla 2) y los andlisis microbiologicos (Tabla 3) se realizaron en el
laboratorio de Microbiologia Agricola, ambos de la Facultad de Ciencias Agrarias
— UNSM, Tarapoto, en el mes de mayo del afio 2016. Donde se obtuvieron los
siguientes datos.

Tabla 2

Caracterizacion fisico — quimico de suelos de las zonas de colecta *

Analisis mecanico

C.E
) H N M.O P K - - Clase
Localidad P (1:2) Arena Limo Arcilla
(1:1) % % ppm ppm textural
ds/m
% % %
Chirikyacu 3.78 171.3 0.247 4.47 3.48 110.76 42 36 22 Franco
Vista 489 683 0136 271 581 4133 53 30 17 ~ Franco
Alegre arenoso
Fran
Chontal 399 1567 0228 456 468 5263 38 33 25 ranco
arenoso
Aucaloma 4.62 888 0.184 3.67 462 5074 35 33 33 Franco
arcilloso
Shapumba 447 57.8 0129 257 418 2861 54 28 1g | 1anco
arenoso
San .
. 640 2752 0264 522 794 2338 32 24 45 Arcilla
Antonio

* Metodologias de analisis: Textura: (Hidrémetro Bouyoucos), pH (Potenciémetro suspension
suelo-agua 1:2.5), MO=materia organica (Walkley y Black), P=fosforo extraible (Olsen),
K=Potasio, N=Nitrdgeno y Mg= Magnesio (extraccion NaHCO3; 0.5 M; 8.5 Fotometro)

Fuente: Laboratorio de Analisis de Suelos y Aguas- UNSM-T. Mayo, 2016.
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Tabla 3

Andlisis microbiolégico de suelos de las zonas de colecta *

. . Bacterias
Bacterias Bacterias Hongos ) .
totales esporuladas totales Actino solubilizadora Esporas
bacterias de fosfato
HMA/10
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) g
Chirikyacu 5.85 4.04 3.51 5.59 4.64 25
Chontal 5.28 4.32 2.84 4.82 3.00 13
Aucaloma 5.35 4.05 3.45 5.14 4.32 13
Vista 5.73 4.83 3.81 4.87 4.32 20
Alegre
Shapumba 5.37 4.36 3.27 5.52 4.21 28
San
) 6.60 5.99 3.61 5.91 3.67 17
Antonio

Valores convertidos a escala logaritmica base 10.
* Metodologias de analisis: Bacterias totales, B. esporuladas, B. solubilizadoras de fosfato y Actino
bacterias (Recuento en placa por siembra en superficie), Esporas de HMA (tamizado en himedo y

decantacion).

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Agricola — UNSM -T. Mayo, 2016.

4.4. Implementacion y conduccion del experimento

El trabajo de investigacion se realizé en dos fases: Vivero y laboratorio.

4.4.1. Vivero

La primera fase consisti6 en la multiplicacion de HMA con leguminosas de
cobertura que se instalo en el vivero del laboratorio de Microbiologia Agricola-

Facultad de Ciencias Agrarias — UNSM, Tarapoto (Figura 4).
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Figura. 4. Vista panoramica del vivero de multiplicacion de HMA.

4.4.2. Laboratorio

La siguiente fase fue de seleccion, aislamiento de esporas y evaluacion de la
colonizacion micorrizica de HMA, que se llevo a cabo en el laboratorio de

Microbiologia Agricola (Figura 5).

Figura. 5. Instalaciones del laboratorio de microbiologia agricola.
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4.4.3. Generalidades del lugar

a) Ubicacién Politica

Sector : Cuidad Universitaria
Distrito : Morales
Provincia : San Martin

Departamento  : San Martin
b) Ubicacion Geografica
Latitud Sur : 06° 35° 00”
Longitud Oeste : 76° 05°00”
Altitud : 290 m.s.n.m.m
c) Condiciones climaticas:
Ecosistema : bosque seco pre montano tropical
Precipitacion : 1200 mm. / Afo.
Temperatura : Max = 32°C, Min =22°C, Prom = 26°C
Altitud : 290 m.s.n.m.m
Humedad relativa: 70%
4.5. Instalacién de plantas de cobertura como plantas trampa para la
multiplicacién de HMA
Los suelos recolectados de las seis zonas de estudio se secaron bajo sombra a
temperatura ambiente, para luego ser triturados, tamizados y mezclados con
vermiculita (lavada y esterilizada) a razon de 1:1 para la siembra en macetas.
Estas se instalaron en el vivero del laboratorio de Microbiologia Agricola,
utilizando cuatro plantas de cobertura adaptadas a climas tropicales y a
condiciones de suelos infértiles como son: Puspino (Cajanus cajan), Canavalia

(Canavalia ensiformes), Crotalaria (Crotalaria juncea) y Caupi (Vigna unguiculata).
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Se sembraron semillas desinfectadas de las cuatro leguminosas, en macetas de
3.5 kg de sustrato (suelo de la zona de estudio y vermiculita en proporcion 1:1).
Las leguminosas de cobertura se mantuvieron en condiciones de invernadero
durante 3 meses, las cuales fueron regadas segun necesidad de las plantas, y a
los 60 dias se suspendio el riego para someterlo a un estrés hidrico, esto para

estimular la multiplicacion de esporas de HMA (Figura 6).

Figura. 6. Procedimiento para la instalacion de plantas de cobertura: A) Lavado y
esterilizacion de perlita. B) Preparacion de sustrato. C) Desinfeccion de semillas.
D) siembra de leguminosas. E) Aplicacion de perlita. F) Leguminosas de
cobertura a los 90 dds.

4.5.1. Seleccién de suelo y raices de macetas con plantas trampa

Las muestras biolégicas que se tomaron de cada tratamiento fueron biomasa
radicular y suelo rizosférico. Las muestras de suelo fueron puestas a secar bajo
sombra y tamizadas logrando eliminar restos de perlita. Se tomaron 500 g de

debidamente codificado.
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Por otro lado las raices fueron lavadas con abundante agua para poder
desprender particulas de suelo. Posteriormente se seleccionaron raices mas finas
(secundarias y terciarias) las cuales fueron cortadas en segmentos de 2cm de
longitud aproximadamente y colocadas en tubos falcon de centrifuga (50ml) con
alcohol (70%) y puestas a temperatura ambiente por dos dias, hasta su posterior

evaluacion (Figura 7).

Figura. 7. Procedimiento para la selecciéon de suelo y raices: A) Eliminacién de
parte aérea. B) Tamizado de suelo. C) Codificacion de suelo. D) Lavado de
raices. E) Seleccion de raices. F) Conservacion de raices.

4.6. Anélisis

4.6.1. Densidad de esporas

El aislamiento de esporas se realiz6 segun el método de tamizado en humedo y
decantacion propuesta por Gerdemann y Nicholson (1963) con modificaciones.

Que consiste en la extraccién de una muestra de 10 g de suelo, pasando a través
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del tamiz de 710 ym y 53 um en secuencia para aislar esporas de diversos
tamafnos, y después éstas se centrifugaron en tubos falcon de 50 ml con agua
destilada a 3500 rpm durante 5 minutos, seguido de centrifugaciéon en solucion
acuosa a 70 % de sacarosa a 3500 rpm durante cinco minutos. Esta etapa se

repitié dos veces (Figura 8).

Figura. 8. A, B, C, D, E, F,G y H :Procedimientos para el aislamiento de esporas.

Para la cuantificacion de esporas se realiz6 de acuerdo a Schenck y Pérez
(1990), de cada muestra procesada por la técnica de tamizado y decantacion se
tomaron 10 ml de cada uno de ellas, estas se depositaron en una placa
concéntrica para facilitar el conteo de esporas. Las esporas se contaron con la
ayuda de un contometro y vistas al estereoscopio con aumento de 40 veces. Por
cada muestra se realizaron tres conteos, para tener un estimado total de nimero

de esporas/g de suelo (Figura 9).
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B A RN
Figura. 9. Procedimiento para el conteo de esporas de HMA-Nativos: A)

Observacion en estereoscopio binocular. B) Esporas viables observadas. C)
Conteo de esporas en placa concéntrica.

4.6.2. Porcentaje de colonizacién micorrizica

La tincién de raices de leguminosas de cobertura, se realizé de acuerdo a la
metodologia de Viertheilig et al., 1998 modificado, las muestras de raices que
estuvieron conservadas en alcohol al 70% se lavaron con agua corriente,
posteriormente se calentaron en bafio maria a 90° con KOH al 10 % durante 40
minutos. Luego se afiadi6 H,O, al 10% a las raices, hasta lograr aclararlas.
Seguidamente se afiadi6 tinta azul parker durante 60 segundos a 90°C en bafio
maria. Por ultimo las raices tefiidas fueron conservadas en lagtoglicerol, hasta su

posterior evaluacion (Figura 10)

Figura. 10. A, B, C, D, E, F, y G: Procedimientos para tincion en raices.
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Para determinar el porcentaje de colonizacion micorrizica por HMA se realizo
segun la metodologia de Giovannetti y Mosse (1980). Las raicillas se
distribuyeron en forma aleatoria en una placa Petri cuadriculada (1.27 x 1.27cm)
en solucion de lagtoglicerol, donde fueron evaluadas los fragmentos de raices
conteniendo estructuras fungicas de los HMA (hifas, vesiculas, arbusculos,
esporas) vistas en un estereoscopio binocular, para determinar el porcentaje de
colonizacion. Se observo cada campo visual, la interseccion de las raices con la
linea horizontal, anotando la presencia o ausencia de colonizacion micorrizica del

segmento de la raiz que esta en contacto con la linea de la cuadricula (Figura 11).

Interseccion

Raiz

Figura. 11. Etapas para determinar el porcentaje de colonizacién micorrizica: A)
Segmentos de raices en placa cuadriculada. B) Observacion en estereoscopio. C)
Estructuras de HMA en raices. D) Forma de evaluacién de cada segmento de

raiz.
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4.6.3. Separacion e identificacion de morfotipos de HMA nativos
predominantes
Para el desarrollo de esta actividad se colocaron las esporas en una placa reloj y
se observaron al estereoscopio. Con la ayuda de una aguja de diseccion las
esporas se agruparon y separaron segun los morfotipos, considerando las
caracteristicas morfolégicos como forma, color y diametro, para posteriormente
extraerlas con la ayuda de una micropipeta (Figura 12). Las esporas de los
morfotipos predominantes de cada zona por leguminosas se montaron en
portaobjetos utilizando como liquidos de montaje alcohol polivinilico y acido
lactico glicerol (PVLG) y PVLG con reactivo Melzer (1:1 v/v), se aplicé una ligera
presidn sobre cada uno de los cubreobjetos, para romper levemente las esporas y
se secO cada preparacion a temperatura ambiente durante 72 horas. Después de
ese tiempo se procedié a analizar las preparaciones al microscopio binocular en
100X y 400X y con la ayuda del sistema Axio Vision de Carl Zeiss se evaluaron
todas sus caracteristicas morfoldgicas de acuerdo a los parametros usados en el
catalogo ilustrado de Micorriza arbuscular de la Amazonia colombiana (Pefa et
al., 2006). Las caracteristicas de las esporas de los morfotipos predominantes

fueron evaluadas segun la ficha de evaluacion del Anexo 3.

A | utep B c

-

Figura. 12. Procedimiento para selecciébn de morfotipos predominantes: A)
Aislamiento de esporas. B) Separacion por morfotipos. C) Morfotipo

predominante.
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4.7. Disefio Experimental
El trabajo de investigacion se desarroll6 utilizando el disefio completo al azar
(DCA), con arreglo factorial de 6A x 4B, considerando el factor A (zonas de la sub
cuenca del Cumbaza) y el factor B (leguminosas de cobertura).
Factor A: zona

Al = Chirikyacu

A2 = Chontal

A3 = Vista Alegre

A4 = Aucaloma

A5 = Shapumba

A6 = San Antonio de Cumbaza
Factor B: Plantas de cobertura

B1 = Canavalia ensiformis

B2 = Crotalaria juncea

B3 = Vigna unguiculata

B4 = Cajanus cajan
La interaccién de cada uno de los factores dio origen a un total de 24 tratamientos
(Tabla 4), con 3 repeticiones, haciendo un total de 72 unidades experimentales,
con un nivel de significancia de p<0,05 y probabilidad de error para determinar la
naturaleza de las diferencias entre tratamientos. Todos los datos obtenidos se
sometieron a analisis de varianza. Una vez comprobada la homogeneidad de las
varianzas y la distribucion normal de los datos. Las medias se compararon
mediante la prueba de rango multiple de Tukey. Para todos los casos se utilizd un
nivel de significancia p<0,05; con n=3. Los datos fueron analizados con el

programa SAS 9.2 (SAS INSTITUTE, 2008).
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Tabla 4

Tratamientos en estudio. T= Tratamiento, Chi= Chirikyacu, Cho=Chontal, Va=

Vista Alegre, Au= Aucaloma, Sh=Shapumba, Sn= San Antonio,Ca= Canavalia

ensiformis, Cr=Crotalaria juncea, Vi=Vigna unguiculata, Cj= Cajanus cajan.

TRATAMIENTOS

Chirikyacu Chontal X:Z;e Aucaloma Shapumba Ai?(?nio
Tl=Chi-Ca T5=Cho-Ca T9=Va-Ca T13=Au-Ca Tl17=Sh-Ca T21=Sn-Ca
T2 = Chi-Cr T6 =Cho-Cr T10=Va-Cr T14=Au-Cr T18=Sh-Cr T22=Sn-Cr
T3 = Chi-Vi T7=Cho-Vi T11=Va-Vi T15=Au-Vi T19=Sh-Vi T23=Sn-Vi
T4=Chi-Cj T8=Cho-Cj T12=Va-Cj T16=Au-Cj T20=Sh-Cj T24 =Sn-Cj
Tabla 5
Andlisis de varianza para el experimento

F.de V. G.L

A p—-1=5

B g-1=3

A B (pP—-1)(g-1)=15
Error (pxgxr)—-1=71

Para realizar el andlisis de varianza, los datos expresados en porcentaje

(colonizacion micorrizica) y datos cuantificable (nimero de esporas) fueron

transformados a arcoseno vx y log (x) respectivamente.
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4.8. Variables Evaluadas

4.8.1. Determinacion de la colonizacion micorrizica

Con la finalidad de determinar la colonizacion de hongos micorrizicos
arbusculares en raices de leguminosas de cobertura se realizd el siguiente
analisis al tercer mes del experimento:

Porcentaje de colonizacién

El porcentaje de colonizacion en raices se calculé segun la metodologia

propuesta por Giovannetti y Mosse (1980).utilizando la siguiente formula:

N° Segmentos colonizados
X100

N° Total de Segmentos evaluados

% de colonizacion =

Tabla 6

Escala de clasificacion del porcentaje de colonizacion segun Zangaro, et al., 2002

ESCALA PORCENTAJE (%)
Muy bajo 1-19
Bajo 20 -39
Intermedio 40 - 59
Alto 60-79
Muy alto > 80

4.8.2. Densidad de esporas nativas de HMA

La densidad de esporas, es la abundancia o el nimero de esporas que se
encuentran en una determinada muestra evaluada (Robles, et al., 2013). La
cuantificacion de esporas se realiz6 al tercer mes del experimento, donde se

contaron las esporas viables que se encontraron en 10 g de suelo.
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4.8.3. Seleccion de morfotipos de HMA nativos predominantes

Para la seleccion de los morfotipos predominantes encontrados en cada muestra
de suelo se realiz6 a los tres meses del experimento, donde se seleccionaron los
morfotipos predominantes de cada muestra de suelo. Se consideraron morfotipos
predominantes los que tuvieron el mayor numero de individuos (esporas) en una

muestra de suelo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Colonizacién Micorrizica por HMA
La colonizacion micorrizica en raices de leguminosas de coberturas por los
hongos micorrizicos arbusculares no presenté interaccion entre las zonas y las
leguminosas, solo las leguminosas influenciaron significativamente en la
colonizacion micorrizica, lo que nos indica que las leguminosas influencian en la
colonizacion (p<=0.05). Asi mismo el coeficiente de variabilidad fue 15,80 % y el
coefeciente de determinacién R? fue de 61 %, mostrando heterogeneidad entre
los tratamientos evaluados. Se observa también que no existen diferencias
significativas entre los factores de las seis zonas de la subcuenca del Cumbaza
(Tabla 7).
Tabla 7

Andlisis de varianza para el grado de colonizacién (%) en raices de leguminosas

de cobertura en seis zonas de la subcuenca del Cumbaza. Datos transformados

arcsen v%

Fu_ent.e. de GL Suma de Cuadrgdo FC P-v.alor
variabilidad cuadrados medio Sig.
Zona 5 0.00079144 0.00015829 1.4 0.2412 N.S
Leguminosa 3 0.00566477 0.00188826 16.7 0.0001 *
e 53:1?;; ., 15 000194941 000012996 115 0.342NSS.
Error 48 0.01383301 0.00011307
Total 71 0.01383301
* . significativo a 5%; N.S: no significativo
C.V.=15.80 % Promedio: 67% R*=61%
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En el analisis de comparacion de medias de Tukey (p<0.05) (Gréfico 2), para el
efecto principal de las zonas de la subcuenca para la colonizacion (%), se puede
observar que los resultados de cada zona no presentan diferencia significativa
entre si. Sin embargo la zona de Chirikyacu (70.32 %) mostré6 la mayor
colonizacion en las raices de leguminosas, con respecto a las demas zonas y la
menor colonizacion lo presento la zona de Aucaloma (64.27 %). Estos resultados
segun la escala de clasificacion de porcentaje de colonizacion (Tabla 6) muestran
altos niveles de colonizacion y pueden estar estrechamente ligados al pH de los
suelos, segun Corpoica (1998) ha encontrado valores de micorrizacion de 50% a
84%) en pH bajos (3.5 a 4.2). Dicho estudio concuerda con los resultados en este

trabajo (Grafico 2)

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

Colonizacion (%)

Chirikyacu Shapumba San Chontal Vista Alegre Aucaloma
Antonio

Zonas de la subcuenca del Cumbaza

Grafico. 2. Prueba de Tukey (p<0.05) para el efecto principal de los niveles del

Factor A: Zonas de la subcuenca en relacion al porcentaje de colonizacion.

Se observo diferencias significativas entre las leguminosas donde las plantas de
Vigna unguiculata (75 %), Crotalaria juncea (73.73 %) y Canavalia ensiformis

(67.66 %), fueron las mas colonizadas por los hongos micorrizicos arbusculares
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Estos resultados segun la escala de clasificacion de porcentaje de colonizacion
(Tabla 6) son valores altos, en relacion a Cajanus cajan (52.68 %) que presento la
mas baja colonizacion micorrizica (Grafico 3) con un nivel intermedio de
colonizacion segun la escala (Tabla 6). Se puede apreciar que Vigna unguiculata
presenta mayor colonizacion (75%) en comparacion con la leguminosa de
cobertura Cajanus cajan (52.68%) que presenta menor colonizacion, esto
concuerda con lo reportado por otros autores como Martin et al., (2007) donde
encontraron una colonizacion de 62.69% de colonizacion micorrizica en raices de
Canavalia ensiformis. Al igual que Pérez et al.,, (2012) que reportaron un
porcentaje de colonizacion en leguminosas de 80.3 %. Asi mismo Higo et al.,
(2015) compararon en un experimento de macetas el rendimiento de cuatro
cultivos de cobertura potenciales entre gramineas y leguminosas, encontrando
mayores valores de colonizacion de HMA en las raices de leguminosas.
Atribuyeron estas diferencias a la selectividad del huésped.

Miranda, (2005) indica que algunas plantas de leguminosas de interés
agronémico son altamente micotroficos y de esta manera pueden contribuir para
un alto indice de colonizacidon micorrizica en este grupo de plantas. Asi mismo
Garcia et al., (2016) sefala que la planta huésped proporciona alojamiento y
carbohidratos para la formacion, el mantenimiento y la funcién de las estructuras
micorrizicas, como las esporas (estructuras esféricas asexuales, cuya funcion es
la de supervivencia y propagacion), hifas (estructura intra y extraradical cuya
funcién es de infeccion, absorcion y reproduccion, invaden y exploran el suelo,
absorbiendo nutrientes minerales y traslocarlo a la planta hospedera), vesiculas
(6rgano de reserva importante en el almacenamiento de lipidos y glucégeno) y

arbusculos (6rganos de transferencia de nutrientes, donde se realizan el
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intercambio metabdlico del carbono y fésforo y otros nutrientes minerales entre la

planta y el hongo) (Figura 13).

La colonizacién micorrizica puede estar relacionada con la morfologia de las

raices o con ciertas reacciones bioquimicas. Scheublin et al., (2004), menciona

que puede ocurrir un reconocimiento mutuo debido a

bioquimicos, afectando directamente a la colonizacién micorrizica.
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20.00
10.00
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colonizacion (%)
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52.68

Vigna
unguiculata

Crotalaria Canavalia Cajanus cajan
juncea ensiformis

Leguminosas de cobertura

los mecanismos

Gréfico. 3. Prueba de Tukey (p<0.05) para efecto principal de los niveles del

Factor B: Leguminosas de cobertura, en relacion al porcentaje de colonizacion

Figura. 13. Estructuras de HMA en raices de leguminosas observadas al

microscopio binocilar. A) Esporas. B) Hifas intraradical. C) Vesicula. D) Arbusculo.
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5.2. Numero de esporas de HMA - Nativos

Para el andlisis de varianza no fue observado efecto significativo en la interaccion
entre los factores de zona y leguminosas para el numero de esporas de los
hongos micorrizicos arbusculares, mostrando efectos independientes. El factor
zonas resultaron ser altamente significativo, mientras el factor leguminosas fue
significativo, lo cual nos indica que existe diferencia significativa entre los niveles
de ambos factores (Tabla 8). El coeficiente de determinacion (R?) fue de 54% vy el
coeficiente de variabilidad (C.V) de 10,16 %.

Tabla 8

Andlisis de varianza del nimero de esporas de HMA nativos (10 g de suelo seco)
de los seis suelos de la sub cuenca del Cumbaza y cuatro plantas de

leguminosas de cobertura. Datos transformados. Log (X)

Fuente de GL Suma de Cuadrado FC P-valor
variabilidad cuadrados medio ' Sig.
Zona 5 5.39249514 1.07849903 20.02 0.0001 **

Leguminosa 3 0.92607431 0.30869144 5.73 0.0011 *

zona X 15  1.27447986 0.08496532  1.58 0.0900
Leguminosa N.S.
Error 120 6.46435 0.05386958
Total 143 14.05739931

** altamente significativo; * : significativo con P<0.05 ; N.S: no significativo

CV.=10.16 % Promedio: 2.28 R?=54
En el andlisis de comparacion de medias de Tukey (p<0.05), se verifico que el

sector Aucaloma con 332 esporas/10 g de suelo seco, presenté mayor numero de
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esporas en promedio, seguido por Vista Alegre con 265 esporas/10 g de suelo
seco, asi mismo Shapumba con 210 esporas/10 g de suelos seco, Chontal con
199 esporas/10 g de suelos seco, y San Antonio con 168 esporas/10 g de suelos
seco son estadisticamente iguales y por ultimo tenemos el sector Chirikyacu con
77 esporas/10 g de suelo seco, presentando el nimero de esporas mas bajos en
promedio (Gréfico 4), Esto puede deberse a las caracteristicas fisicas y quimicas
de los suelos de cada zona, como el pH, el nivel de fertilidad en fésforo y
nitrdgeno, textura y estructura (Tabla 2). Los diferentes suelos entre los estudios
pueden generar estas variaciones en los resultados (Garcia et al., 2016).

Segun Vega et al., (2011) muchos de los HMA no esporulan o la produccion de
esporas esta condicionada a los cambios edéficos del suelo, la época y las
condiciones del muestreo (Figura 3). La época del afio en que se realizaron los
muestreos fue la misma para las seis zonas, Asi las muestras de suelos se

colectaron en la época lluviosa (Gréfico 1).
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Grafico. 4. Prueba de Tukey (p>0.05) para el efecto principal de zonas de la
subcuenca del Cumbaza para el niumero de esporas (10 g de suelo seco). Medias

con letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Grafico. 05. Prueba de Tukey (p<0.05) para promedios de los niveles del Factor
B: Leguminosas de cobertura, en relacion al nimero de esporas (10 g de suelo
seco). Medias con letras diferentes difieren estadisticamente entre si.

De acuerdo a Plenchette et al., (1983) la dependencia del cultivo de micorrizas
influyen en la esporulacién y la germinacion de esporas. Asi mismo Collozzi-Filho
y Balota (1994), indican que algunas plantas son capaces de liberar exudados
radiculares, capaces de ayudar a incrementar la germinacion de esporas y el
crecimiento de HMA. Segun Oliveira y Oliveira (2005) sefialan que el nUmero de
esporas de HMA varia espacial y temporalmente.

Cabe indicar que las poblaciones de esporas no reflejan como es la colonizacion
de raices de las plantas; incluso algunos HMA nativos no son detectados porque
no estan esporulando o aparecen de forma ocasional (Oehl et al., 2004). Las
diferencias en el numero de esporas pueden deberse a la dependencia del cultivo
de micorrizas que influyen en la esporulacién y germinacién de esporas (Garcia et

al., 2016).
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5.3. ldentificacién de morfotipos de HMA nativos Predominantes

Tabla 9

Identificacion de morfotipos nativos predominates de las seis zonas de la
subcuenca y las cuatro leguminosas de cobertura.

CcODIGO MORFOTIPO CARACTERISTICAS

Numero de esporas: 430
Color: amarillo

Forma: globosa
Diametro: 170-390um
Numero de paredes: 03
Ornamentacion: si
Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no

e Reaccion en melzer: si

e Género: Ambispora

M1

Numero de esporas:923
Color: amarillo claro
Forma: Globosa
Diametro: 80-110um
Numero de paredes:03
Ornamentacioén: no
Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no

Reaccion en melzer: si
e Género: Acaulospora

Numero de esporas: 122
Color: amarillo claro
Forma: Globosa
Numero de paredes: 03
Ornamentacion: no

Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
e Reaccion en melzer: si
e Género: Acaulospora

M3
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CcODIGO

MORFOTIPOS

CARACTERISTICAS

M5

M6

Numero de esporas: 91
Color: amarillo claro
Forma: esferica
Numero de paredes: 03
Ornamentacion: si
Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Reaccion en melzer: si

Género: Acaulospora

Numero de esporas: 85
Color: amarillo claro
Forma: esferica
Didmetro:70-112um
Numero de paredes: 03
Ornamentacion:si
Cicatriz:si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Presenta pergoraciones
Reaccién en melzer: si
Género: Acaulospora

Numero de esporas: 76
Color: amarillo claro
Forma: esferica
Diametro: 75-100um
Numero de paredes: 03
Ornamentaciéon: no
Hifa de suspension: no

Placa germinativa: no
Reaccion en melzer: si
Geénero: Acaulospora

44



CODIGO

MORFOTIPOS

CARACTERISTICAS

M7

M8

M9

Numero de esporas:20
Color: café rojizo
Forma: esférica
Diametro:300 a 400um
Numero de paredes: 03
Ornamentacion: si
Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Reaccién en melzer: si

Género: Acaulospora

Numero de esporas: 18
Color: amarillo oscuro
Forma: esférica
Didmetro: 255-340um
Numero de paredes: 03
Ornamentacion: si
Cicatriz: si

Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Reaccién en melzer: si
Género: Acaulospora

Numero de esporas: 14
Color: amarillo claro
Forma: esferica
Numero de paredes: 03
Ornamentacién: no
Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Reaccién en melzer: si

Género: Acaulospora
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cODIGO MORFOTIPOS CARACTERISTICAS
Numero de esporas:110
Color: marrén claro
Forma: esférica
M10 Numero de paredes: 01

M11

Ornamentacion: no
Hifa de suspension: no
Placa germinativa: no
Reaccion en melzer: no

Género: Glomus

Numero de esporas: 28
Color: hialino

Forma: globosa
Diametro: 75-100um
Numero de paredes: 02
Ornamentacion: no
Hifa de suspension: si
Placa germinativa: no
Reaccion en melzer: no

Género: Rhizoglomus
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Tabla 10

Distribucién de morfotipos de HMA segun zona y leguminosa

Zonas de la
Sub Cuenca

Leguminosas de

Morfotipos nativos predominantes de HMA

del Cumbaza Cobertura M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l
Canavalia ensiformis 10
. Crotalaria juncea 80
Chirikyacu Vigna unguiculata 54 28
Cajanus cajan 5
Canavalia ensiformis 25 20 24
Crotalaria juncea 37
Chontal Vigna unguiculata 55 18
Cajanus cajan 140 28 18
Canavalia ensiformis 28
. Crotalaria juncea 23 14
Vista Alegre Vigna unguiculata 15
Cajanus cajan 21 43
Canavalia ensiformis 231 14 20
Aucaloma C.rotalaria jqncea 305
Vigna unguiculata 84
Cajanus cajan 285
Canavalia ensiformis 25
Shapumba C_rotalaria jgncea 23 14
Vigna unguiculata 17 17 29
Cajanus cajan 17 18
Canavalia ensiformis 30 14 15
. Crotalaria juncea 32 10
San Antonio : :
Vigna unguiculata
Cajanus cajan 30
N° total de esporas 430 923 122 91 85 76 20 18 14 110 28
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Segun las caracteristicas morfolégicas observadas en las esporas de HMA
provenientes de suelos de la subcuenca del Cumbaza asociados a cuatro
leguminosas de cobertura, se logroé la identificacion y seleccion de 11 morfotipos
nativos predominantes pertenecientes a 4 Géneros (Ambispora, Acaulospora,
Glomus y Rhizoglumus) siendo el mas predominante el Genero Acaulospora.
(Tabla 9 y 10). Debe asumirse que los cuatro géneros encontrados en este
estudio no son solo los Unicos presentes en nuestro estudio puesto que como lo
afirma Schenck y Pérez (1990), no todas las especies de los HMA tienen la
misma capacidad de formar esporas. Y también porque solo se tomaron los
morfotipos de mayor predominancia.

Este reporte asemeja a lo encontrado por Lopes et al., (2016) en suelos con pH
acidos y multiplicados en cultivo trampa como Brachiaria decumbens donde
encontraron un total de 15 morfotipos de HMA donde la mayoria de morfotipos
pertenecian a los géneros de Glomus y Acaulospora que fueron los hongos
micorrizicos mas comunes. Mientras que Pérez et al., (2012), Reporté 23
morfotipos en suelos acidos en México, en parcelas de maiz asociados con
cultivos de cobertura, siendo también los géneros Glomus y Acaulospora los mas
abundantes con 11 y 8 morfotipos respectivamente, mientras que Entrophospora,
Gigaspora e Intraspora fueron menos comunes con sélo una especie cada uno.

Algunos reportes hechos en PerU, en otras zonas de la subcuenca del Cumbaza
en suelos acidos, son en parcelas cafetaleras. Medina, (2016) en la localidad de
Aviacion (Lamas) a una altitud de 1200 - 1400 m.s.n.m.m, en suelos franco
arenosos con pH de 3 a 4 y Materia Organica de 4 a 5, reportd especies del
géneros de Acaulospora y Glomus que fueron los que obtuvieron mayor numero

de especies (6 y 4 respectivamente). Banni y Faituri (2013) sefalan que algunas
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especies de géneros como Acaulospora y Glomus se adaptan mejor a las
condiciones estresantes de estos tipos de suelos.

Estos resultados guardan relacion a los sefalado por Siqueira et al., (1984)
donde indican que especies del género Acaulospora prefieren suelos con pH
bajos, y encuentran un nicho ecoldgico en suelos aridos relacionado con el bajo
nivel de P disponible en esos suelos. Rojas, (2009) sefiala que el género
Acaulospora es uno de los géneros mas abundantes en las zonas del trépico, son
esporas altamente resistentes a los cambios de pH del suelo y a las bajas
concentraciones de foésforo.

Asi mismo, se ha observado que en cultivos trampa bajo luz natural y temperatura
ambiente se presenta una estacionalidad y/o patron de sucesidn en la
esporulacion de los HMA, asi las especies de Glomus son las primeras en
esporular, mientras que especies de Acaulospora lo hacen después del periodo
invernal (Oehl et al., 2004). No obstante, varios autores sugieren que el método
de cultivo trampa podria seleccionar para las especies que esporulan facilmente,
y podria omitir los que colonizan las raices, aunque no esporulan (Souza et al.,
2008).

La amplia distribucién del género Acaulospora encontrados en este estudio
coincide con los reportes de la mayoria de investigaciones que se hacen en
suelos degradados.

La Tabla 10 nos muestra que el morfotipo M2 perteneciente al género
Acauslospora presenté la mayor abundancia de esporas con 923 individuos,
siendo el mas representativo en este estudio. Esta predominancia del morfotipo
M2 en la zona de Aucaloma, donde se registra el mayor nimero de esporas

puede deberse a que este morfotipo prefiera suelos franco arcilloso (Tabla 2) para
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su multiplicacion. Seguidamente tenemos al morfotipo M1 con un total de 430
individuos y el morfotipo M3 con 122 individuos. Los morfotipos M4, M5, M6, M7,
M8 y M9 pertenecientes al género Acaulospora solo se encontré predominancia
en una zona por morfotipo y asociada a una leguminosa de cobertura. Con un
total de 91, 85, 76, 20,18 y 14 esporas respectivamente y los morfotipos M10 y
M11 pertenecientes a los géneros de Glomus y Rhizoglomus fueron los de menor
distribucion y predominancia, encontrados en solo una zona y una leguminosa
con 110 y 28 respectivamente (Tabla 10). Por otro lado Leon, (2006) sefala que
no todas las especies de HMA tienen la misma capacidad de formar esporas,
muchos de ellos no esporulan o la produccién de esporas esta relacionada con
cambios edaficos, por lo que el estudio de esporas puede traer resultados
diferentes al comportamiento “real” de la comunidad de estos hongos.

Como se ha podido demostrar en este estudio los HMA son un componente
comun e importante en estas zonas degradadas, y su impresionante adaptacion
de estos a estas zonas, merece una gran atencion, en especial aquellos que
buscan métodos para la recuperacion de suelos degradados. El empleo de los
HMA nativas es de suma importancia para mejorar el desarrollo y disponibilidad
de Fésforo (P) para los posteriores cultivos agricolas. Estos morfotipos
seleccionados permitirian que los HMA-nativos de estas zonas degradadas
pudieran ser utilizados como inoculantes potenciales para usarse en el
establecimiento de leguminosas de cobertura en los procesos de recuperacion de
zonas degradadas, lo cual es una de los proyectos a futuro que se llevaran

después de este estudio.
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6.1.

6.2.

6.3.

VI.  CONCLUSIONES
En este estudio se puede concluir que los factores zonas y leguminosas en
estudio independientemente influenciaron significativamente en el aumento
de esporas, donde Aucaloma presenté mayor numero de esporas con 332
esporas/ 10 g se suelo seco, con respecto a Chirikyacu (77 esporas/10 g se
suelo seco). Asi como también Canavalia ensiformis presenté el mayor
namero de esporas con 229 esporas con respecto a vigna unguiculata con

146 esporas.

Respecto a la colonizacion micorrizica fue mas influenciada por las
leguminosas de cobertura que por las zonas en estudio. encontrando
valores altos de colonizacién. Donde Vigna unguiculata presenté el mayor
porcentaje de colonizacion con 75 %, seguido de Crotalaria juncea y
Canavalia ensiformis que no difieren entre si. En comparacion con cajanus

cajan quien presenté la mas baja colonizacion (52.68 %)

En este estudio se logré seleccionar 11 morfotipos predominantes
pertenecientes a los géneros de Acaulospora, Ambispora, Rhizoglomus y
Glomus, siendo el género Acaulospora el mas predominante y frecuente,
encontrandose asociada a las cuatro leguminosas de cobertura y presentes
en las 6 zonas de estudio. EI género Ambispora ocupa el segundo lugar en
distribucion, mientras que los morfotipos de géneros de Rhizoglomus y

Glomus fueron los de menor distribucion.
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1. Realizar identificaciones taxonomicas de HMA a nivel de especie en un

amplio rango de especies de leguminosas y en otras zonas degradadas
teniendo en cuenta factores como compatibilidad funcional, especificidad,
efectividad e infectividad, factores que afectan a los HMA y protocolos para

la produccién de indculo.

7.2. El considerable potencial micorrizico y la rigueza de especies registradas

7.3.

gracias a la asociacion con leguminosas, da la necesidad de proteger la
diversidad de estos hongos ya que en el futuro nos serviran para mejorar y
mantener nuestros suelos.

Realizar andlisis microbiolégicos antes y después de las siembras de

leguminosas de cobertura en invernadero.
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ANEXO 1

Zonas de muestreo Geo referenciado

Las coordenadas geograficas de las zonas de muestreo son las siguientes:

Subcuenca | Zona de muestreo Altitud Coordenadas
(m.s.n.m)

. S: 06° 22.225

Chirikyacu 1131 W: 76° 29 080"

. S: 06° 22.840'

Alta Vista alegre 780 W: 76° 31.140

S: 06°20.423'

El chontal 1199 W: 76° 30.772'

S: 06° 26.321'

Aucaloma 692 W: 76° 25.472"

S: 06° 25.781'

Media Shapumba 596 W: 76° 28.975'

San Antonio de 560 S: 06° 24.319

Cumbaza. W: 76° 25.158"
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ANEXO 2
Protocolos para analisis de muestras

Aislamiento de esporas

Método de tamizado humedo y decantacién (Gerdemann y Nicolson, 1963)

1. Pesar 10 g de suelo y colocarlo en un vaso de precipitaciéon de 100 ml, afiadir
50 ml de agua y agitar con un baston de vidrio hasta homogenizar la muestra.

2. Proceder a licuar la muestra de suelo por 10 segundos, y dispensar la solucion
en el juego de tamices, debidamente colocados de mayor a menor abertura de
las mallas, 710 y 53 pm.

3. Con la ayuda de una pizeta con agua colocar el material retenido en el tamiz de
53 um para los tubos falcon de centrifuga de 50 ml, debidamente identificados,
completar el volumen hasta 20 ml y completar con sacarosa al 70% hasta 40
ml (relacion 1:1) y centrifugar, por 5 minutos a 3500 RPM. Esta etapa se
repetira dos veces.

4. Dispensar el sobrenadante de cada tubo centrifugado en el tamiz de 53 pum,
lavar el material para retirar el exceso de sacarosa y guardar las esporas en
tubo falcon y almacenar a 4 °C para su conteo posterior.

Conteo de esporas

Método de conteo de esporas (Schenck y Perez 1990)

De cada muestra procesada por la técnica anterior, se tomara 2 ml de cada uno

de ellas, estas se depositaran en una placa concéntrica rayada en cuadriculas

1m? para realizar y facilitar el conteo respectivo. Cada conteo se realizara tres
veces para obtener un estimativo del numero total de esporas/g de suelo. Las

esporas se cuentan con la ayuda de un estereoscopio de amento de 40 veces.
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Tincién de raices

Método de clareo y coloracion de raices (Viertheiling et al., 1998)

1. Cortar y seleccionar las raices mas finas.

2. Lavar las raices con agua corriente y colocarlo en alcohol al 70%, hasta
proceder con la tincidon de raices.

3. Colocar las raices en tubos falcon de 50 ml y agregar solucion de KOH al 10%
(p/v) donde las raices permaneceran inmersas por un tiempo 24 horas para
clarearlas y eliminar la pigmentacion. El tiempo depende de la pigmentacion de
las raices.

4. Colocar los tubos falcon en rejillas y poner en bafio maria por 40 min a 90 °C
constante. El tiempo de calentamiento y de permanencia en KOH al 10%
puede variar entre las especies de plantas, en funcion de las caracteristicas de
las raices.

5. Afadir peréxido de hidrogeno 20 volumenes dentro de los tubos falcon. No
mantener por mucho tiempo ya que pueden dafiar las raices, mantener hasta
un color amarillo palo.

6. Para la coloracion las muestras deben estar inmersas en una solucion
conteniendo coloracion de tinta de lapicero al 5%.

7. En seqguida, para tefiir las raices colocar en bafio maria por 60 segundos a 90
°C

8. Luego, descartar el tinte y agregar la solucién de lactoglicerina para eliminar el
exceso del tinte y dejar por 3 horas. Las estructuras de los HMA (hifas,
vesiculas, arbusculos, esporas, células auxiliares, deben quedar tefiidas en

azul.
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9. Distribuir las raicillas en forma aleatoria en una placa Petri, seran
evaluadas los fragmentos de raices conteniendo estructuras fungicas con
la ayuda de un estereoscopio.

Calculo de porcentaje de colonizacion de HMA en raices.

Método de interseccion de lineas en placa cuadriculada (Giovannetti y Mosse

1980)

Este método puede ser utilizado tanto para estimar la proporcion de la longitud de

raices colonizadas, como el total de la longitud de la raices de la muestra.

1. Las raices se colocan y se extienden sobre una placa de Petri, que poseen
lineas cuadriculadas de 1.27 cm, esta muestra se observa en el estereoscopio
de 4x de aumento, observandose la presencia y ausencia de colonizacién en
las lineas verticales y horizontales, exactamente en el punto donde las raices
cruzan las lineas. La observacion debe darse en el minimo de 100
intersecciones de raices con la linea de la cuadricula para evaluar una
muestra y tener seguro los resultados de porcentaje de colonizacién. Algunas
muestras se pueden montar en placas porta cubre objetos para observar con
mayor detalle las estructuras del hongo y obtener fotografias. Se empleara la

siguiente formula.

N°® Segmentos colonizados
X 100

N° Total de Segmentos evaluados

% de colonizacion =
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ANEXO 3

Ficha parala evaluacion de caracteristicas morfolégicas de esporas HMA

Tratamiento

Morfotipo

foto

Ndmero
de
esporas

Color

Forma

Diametro
(um)

nuamero
de
paredes

Ornamentacion

Hifa de
suspension

Reaccion
al melzer
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