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RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son considerados como uno de los
componentes mas importantes en la agroecologia, generan procesos simbi6ticos con
aproximadamente e 80 % de las plantas, conceden ventgas competitivas para la
disponibilidad y absorcion de nutrientes por 1o que pueden ser utilizados como una
alternativa valida alas précticas convencionales de fertilizacion con miras a una agricultura
sostenible. Sin embargo, la produccién a gran escala sigue siendo limitada por tener una
simbiosis obligada, por 10 que necesita de un hospedante ideal para propiciar una mejor
propagacion. Bajo esta premisa, €l objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar
la capacidad de multiplicaciéon de los HMA nativos de dos clones de cacao (Theobroma
cacao L.) haciendo uso de dos cultivos trampa (Oryza sativa L. y Zea mays L.) en
condiciones de vivero en Nueva Cajamarca. Se utiliz6 un Disefio Completamente a Azar
(DCA) con un total de 12 tratamientos con 3 repeticiones. Los resultados mostraron que la
planta trampa con mejor eficiencia para multiplicacion fue e arroz. Asimismo, e T7 en €
cual se utilizé suelo rizosférico del clon ICS de la provincia de Mariscal Caceres inoculado
en Oryza sativa presentd mayor nimero de esporas (174766 en 100 g de suelo). Por otro
lado, el T8 (98.33 %) presentd mayor porcentaj e de colonizacién micorrizicadonde se utilizo
suelo rizosférico del clon CCN de la provincia de Lamas e inoculado en Zea mays. No se
encontro correlacion entre el nimero de esporas'y €l porcentaje de colonizacion micorrizica
(Pearson =0.084). Finalmente, se lograron identificar 38 morfotipos predominantes, siendo
el M24 e que mayor densidad presentd con 192527 esporas, que represento el 20.78 % del
total.

Palaras Clave: Hongos micorrizicos arbusculares, Theobroma cacao, plantas trampa,
suelo rizosférico, nimero de esporas, morfotipos predominantes, colonizacién micorrizca.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are considered one of the most important components
in agroecology, they generate symbiotic processes with approximately 80 % of plants,
provide competitive advantages for the availability and absorption of nutrients and can be
used as avalid alternative to conventional fertilization practices for sustainable agriculture.
However, large-scale production is still limited by having an obligate symbiosis, so it needs
an ideal host to propitiate better propagation. Under this premise, the objective of this
research work wasto eval uate the multiplication capacity of native AMF of two cocoa clones
(Theobroma cacao L..) using two trap crops (Oryza sativa L. and Zea mays L.) under nursery
conditionsin Nueva Cgjamarca. A Completely Randomized Design (CRD) was used with a
total of 12 treatmentswith 3 replications. The results showed that the trap plant with the best
multiplication efficiency wasrice. Likewise, T7, which used rhizospheric soil of clone ICS
from the province of Mariscal Céceres inoculated with Oryza sativa, presented the highest
number of spores (174766 in 100 g of soil). On the other hand, T8 (98.33 %) presented a
higher percentage of mycorrhizal colonization where rhizospheric soil of clone CCN from
the province of Lamas and inoculated on Zea mays was used. No correlation was found
between the number of spores and the percentage of mycorrhizal colonization (Pearson
=0.084). Finally, 38 predominant morphotypes were identified, being M24 the one with the
highest density with 192527 spores, which represented 20.78 % of the total.

Key Words: Arbuscular mycorrhizal fungi, Theobroma cacao, trap plants, rhizospheric soil,

number of spores, predominant morphotypes, mycorrhizal colonization.
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INTRODUCCION

En laactualidad, el uso de agroquimicos en la agricultura esté afectando la biodiversidad de
los microrganismos naturales del suelo. Parte de esta biodiversidad son los Hongos
Micorricicos Arbusculares (HMA), que generan procesos simbi 6ti cos con aproximadamente
el 80 % de las plantas (Vierheilig, 2004). Los hongos micorrizicos arbusculares desde el
punto de vista ecol6gico son considerados como uno de los componentes mas importantes
en la agroecologia, permitiendo e funcionamiento de los ecosistemas por su capacidad de
reciclar sustancias energéticas y por su actividad biofertilizante (Guerra, 2008). Asimismo,
se ha demostrado que conceden ventajas competitivas para la disponibilidad y absorcion de
nutrientes, sobre todo en suelos con baja fertilidad. Pese a las notables ventgjas que se le
atribuye a la asociacion micorricica entre planta y hongo, cuya importancia presenta una
tendencia creciente conforme pasa € tiempo; la produccion a gran escala de HMA siguen

siendo baja en paises en desarrollo como el nuestro (Parihar et al. 2020).

Diversos estudios han evidenciado que los hongos micorricicos arbusculares se pueden
manipular y extraer de diferentes cultivos de importancia econdémica (Barrera, 2009), tal es
el caso de (Theobroma cacao L.), € cual establece una simbiosis obligada y no facultativa
con hongos micorricicos arbusculares (Erazo, 2013). Por otro lado, estos microrganismos
para ser multiplicados en distintos sustratos o mediante plantas trampa, son extraidos de la
rizésfera del suelo en forma de indculo. Sin embargo, € proceso involucra tener en cuenta
condiciones que sean prosperas para su esporulacion. Por lo tanto, para recoleccion de
fuentes de indculo con presencia de hongos micorrizicos arbuscul ares nativos, es necesaria
la obtencion de suelo mas raicillas 'y su posterior combinacion con otros sustratos estériles
(Molina et al. 2006). Asimismo, para la multiplicacién de los HMA es fundamental la
eleccion de la planta hospedante, 1a cual debe reunir atributos tales como la emision de una
alta cantidad de raices y que ésta a su vez pueda ser més susceptible ala colonizacion. De
esta manera, las gramineas (arroz, maiz, sorgo) son ampliamente recomendados (Erazo,
2013). Adicionalmente, es recomendable usar inécul os nativos para asegurar €l éxito en €l
desarrollo de la asociacion de HMA con e hospedante (Gallegos et al., 2009). Existen
estudios de inoculacion y propagacion de HMA en diferentes condiciones. 1 % in vitro, 1 %
en distintos suelos, 23 % en metodologia no identificadas y 75 % en plantas trampa de



distintas familias (Fabaceae, Asteraceae, Poaceae y Solanaceae) (Berruti et al., 2016). Sin
embargo, las investigaciones sobre la propagacion de HMA nativos de diversos clones de
Theobroma cacao con cultivos trampa en San Martin son escasas y en muchos casos

desconocidos.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, son evidentes los beneficios que estos
microorganismos aportan alafertilidad nutricional delos suelosy asu vez alas plantas. Por
lo que, resultaimportante realizar un estudio de multiplicacion de HMA nativos de “cacao”,
con dos cultivos trampa, con € propdsito de determinar la planta con mejor asociacion y
capacidad de reproduccion de esporas de hongos micorrizicos arbusculares nativos.
Asimismo, la existencia de una demanda de inoculantes en base de hongos micorrizicos
arbusculares como biofertilizante por parte de los productores (Saparrat et al. 2020), se ve
limitada por la deficiencia de propagacion a gran escala, 1o cual 1o hace inalcanzable para
muchos de ellos (Selvakumar et al. 2016). Esto constituye un importante desafio, es decir,
existe lanecesidad de tener una planta huésped idénea para completar €l ciclo de crecimiento
y reproduccion masiva de los HMA (Saparrat et al. 2020), y asi obtener esporas de HMA
econdmicamente rentables y viables que puedan ser utilizados como una alternativa vaida

alas practicas convencional es de fertilizacién, con miras a una agricultura sostenible.

En este sentido, la hipotesis de este estudio plantea que los HMA nativos de “cacao”
(Theobroma cacao L.) son capaces de multiplicarse de formasimilar en dos cultivos trampa
(Oryza sativa L. y Zeamays L.) en condiciones de vivero, utilizando suelos rizosféricos de

dos clones de cacao (ICS'y CCN) colectado de tres provincias de laregion San Martin.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de multiplicacion de los hongos micorricicos arbusculares nativos de
dos clones de “cacao” (Theobroma cacao L.) haciendo uso de dos cultivos trampa (Oryza
sativa L.y ZeamaysL.) en condiciones de vivero en Nueva Cgjamarca, provinciade Rioja

en laregion San Martin.

Objetivos Especificos

- Determinar € nimero de esporas nativas viablesde HMA en 100 g de suelo rizosférico
inoculado en dos plantas trampa provenientes de tres provincias (Rioja, Lamas y

Mariscal Céceres) delaregiéon San Martin.

- Caracterizar por morfotipos las esporas de hongos micorrizicos arbusculares nativos

de cacao presentes en |as plantas trampa inoculados en vivero.

- Evaluar €l porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices de las plantas trampa
inoculados con suelo rizosférico nativo de cacao, multiplicados en vivero.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Internacional

Muchos estudios demostraron técnicas de obtencién de esporas de micorrizas arbusculares
(HMA) vy la utilizacion de la técnica de cultivos trampa se presenta como una aternativa
confiable parala propagacion de hongos micorrizicos arbuscul ares.

Maembaka (2020), caracterizO hongos micorrizicos arbusculares nativos de parcelas
agricolasde maiz (Zea MaysL.) y evalué su influenciadelosHMA aislados y multiplicados
en plantas trampa sobre el crecimiento vegetativo y €l grado de colonizacion micorrizicaen
raices del cultivo de maiz desarrollado bajo condiciones de vivero en Kivu del Sur,
Republica Democrética del Congo. El enfoque de la investigacién fue cuantitativo de tipo
correlacional y explicativa. Asimismo, utilizd un disefio de blogues completos al eatorizados
(RCBD) con tres replicas. En total fueron ocho tratamientos constituidos por cinco fuentes
de indculo, dos fuentes fosforadas y un control absoluto y cada tratamiento contd con tres
repeticiones. Inicialmente recolectd 60 muestras de suelo de 1.5 kg de los campos de maiz
de 4 territorios diferentes en Kivu del Sur a una profundidad de 0 a20 cm y fueron secadas
por una semana a temperatura ambiente. Luego reaiz6 € aislamiento de esporas de los
suel os de campo mediante |la metodol ogia de tamizado himedo y centrifugacién de sacarosa
propuesta por Brundrett et al. (1996). Las esporas fueron montadas en placas Petri con
Melzer y alcohol polivinilico-lacto-glicerol (PVLG) y realizo la clasificacion de morfotipos
de esporas segun sus caracteristicas como color, tamafio, forma, texturay ornamentacién de
superficie, pared, escudo y orbe de germinacion, células esporégenas, niUmero de capas,

envolturas y estructura subcelular. Para evaluar l1a abundancia de esporas con mayor



precision, realizd la multiplicacion de esporas en condiciones de invernadero. Para ello,
utilizé plantas de maiz como plantas trampa gque fueron sembrados en macetas de 5 L de
capacidad donde agregd 300 g de suelo rizosférico y 4.5 kg de sustrato compuesto por suelo
agricola y arena en una proporcion 2: 1 (v / v), previamente esterilizada. El proceso de
multiplicacion de esporas comprendié de un periodo de 121 dias, los primeros 100 d.d.s.
(dias después siembra) con riego continuo y 21 dias siguientes fueron sometidas a estrés
hidrico. Concluido e tiempo de lamultiplicacion de esporas en plantas de maiz, en muestras
50 g de suelo colectados de cada maceta, realizé 26 aislamientos con 50 esporas cada uno.
Para la produccion de indculos puros, las esporas aisladas fueron multiplicadas en plantas
trampa de sorgo en macetas con sustrato compuesto de arena y suelo agricola en una
proporcién 1: 1 (p/ p). El proceso detincién de raices fue gjecutado mediante lametodol ogia
de Ingleby (2007) y la evaluacion de la frecuencia micorrizica (nUmero de fragmentos de
raices infectados con estructuras fungicas de HMA) segin Brundrett et al. (1996).
Asimismo, la diversidad ecolégica de las esporas (uniformidad y riqueza de especies) fue
evaluado segun €l indice de diversidad de Shannon-Weiner, Weaver y Shannon, (1963).
Todas las variables fungicas fueron sometidas a andlisis de varianzas (ANOVA) que
previamente fueron analizados a través de una prueba de normalidad y las medias fueron
sometidas a la prueba de diferenciaciéon minima significativa (LSD) de Fisher (p=0.05 %) y la
colonizacion a través de la prueba de t mediante el software XLSTAT. Los resultados mostraron
un total de 45 morfotipos de hongos micorrizicos arbuscul ares pertenecientes a 11 géneros
diferentes. Asimismo, recuper6 cinco cepas puras capaces de asociarse con € maiz. AMF1
(Gigaspora gigantea). AMF2 (Gigaspora sp.), AMF3 (Gigaspora margarita), AMF4
(Rhizophagus intraradices) y AMF5 (Acaulospora reducta), siendo AMF4 e de mayor
capacidad de colonizacion micorrizica con 31 %. La densidad de esporas provenientes del
campo oscil6 entre 0.27 a0.95 esporas g y | os indcul os puros producidos en plantas trampa
presentaron valores entre 0 - 2.85 esporas g' de suelo con presencia de indculos
multiplicados. Finalmente, concluyeron que las plantas trampa contribuyen ala produccion
de altas densidades de esporas, hasta 4 esporas por g1, asimismo que las cepas de HMA
influyen en € crecimiento del maiz y podrian ser potenciamente usados como

biofertilizantes dentro de la agriculturay elevar productividad agricola.



Sandoval et al. (2020), caracterizaron e identificaron la composicién de los hongos
micorrizicos arbusculares nativos de los suelos asociados a plantaciones de cacao con
presencia de cadmio (Cd.) de dos localidades (A-Cd y B-Cd) en la region de Y acopi,
Colombia. El estudio realizado tuvo un enfoque mixto de caracter correlacional, descriptiva
y explicativa con disefio factorial simple completamente al azar (DCA). Las muestras de
suel o rizosférico fueron colectados de dos fincas cacaoteras en etapa reproductivay libre de
plagas y enfermedades. Para ello, eligieron cuatro plantas de cacao por parcelay colectaron
8 muestras de 5 kg compuesto por suelo masraicillas a 15 cm de profundidad alrededor cada
planta. Parala caracterizacion mas exactadelos HMA presentes en |os suel os, desarrollaron
lamultiplicacion de las esporas mediante la utilizacién de plantas trampa. El procedimiento
de multiplicacién de esporas fue durante 180 dias, utilizando la cebolla (Allium fistulosum
var. Tokio Long White, Fercon®) como cultivo trampay fueron sembrados en macetas con
capacidad de 1 L con sustrato compuesto por 800 g de unamezcla de suelo: arena 1:1 (p/p)
autoclavada tres veces (110 °C, 45 min) y 200 g de suelo rizosférico nativo de cacao. La
extraccion de esporas de los suelos de campo posterior ala multiplicacion se realizé segin
lametodologia de Brundrett et al. (1984). Seguidamente, montaron las esporas en laminillas
porta objeto con soluciones de alcohol polivinilico-acido léctico glicerol (PVLG) y PVLG +
Melzer. Posteriormente, caracterizaron las esporas a nivel de género y morfotipos segiin su
forma, tamario, color, tipo de conexién hifal, nimero de paredes, y reaccién al reactivo de
Melzer. Ademés, evaluaron lariqueza (cantidad de morfoespecies diferentes por género) y
abundancia (nimero de morfoespecies sobre € nimero total de esporas) presentes en un
gramo de suelo seco. Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de normalidad y
(Shapiro-Wilk, p>0.05) homogeneidad de varianzas (Fligner-Killeen, p>0.05), asimismo,
todos los datos fueron evaluados a través de un ANOVA y pruebas de comparacion de
medias de Tukey (p<0.05) mediante el programa estadistico R versiéon 3.4.0. En cuanto ala
riqueza de morfoespecies de los suel os, 1os resultados mostraron 15 morfoespecies en B-Cd
y 12 en A-Cd. Asimismo, producto de la multiplicacion de las esporas en plantas trampa
solamente encontraron 23 morfoespecies. La abundancia de morfoespecies después de la
multiplicacion presentd un incremento en 62 % para B-Cd y 208 % en A-Cd con relacién a
su valor de abundancia inicial. Concluyeron que la multiplicacion de esporas en plantas
trampay laidentificacion de morfoespecies de suelos nativos de cacao constituye un paso
primordial paraconocer el comportamiento de los hongos micorrizicos arbuscul ares para ser

empleados y evaluados en distintos experimentos.



Ek Chim (2019), rediz6 la produccion y caracterizacion de hongos micorrizicos
arbusculares asociados a coco (Cocos nucifera L.) através de cultivos trampa en Y ucatan,
Meéxico. El disefio de lainvestigacion fue de tipo descriptivo y experimental. Larecoleccion
de las muestras de suel o rizosférico fueron obtenidos de suel os asociados a plantaciones de
coco a una profundidad de 0 a20 cm y a1 mm de la superficie y de seis lugares distintos
(San Crisanto Plantacion, San Crisanto Duna, Celestin Duna, Celestin Ciénega, EI Cuyo
Duna y Chixulub). Con las muestras obtenidos de campo, realizé la multiplicacion de
esporas en plantas trampa de frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum
bicolor) y pasto guineo (Panicum maximun) durante 6 meses de tiempo bajo condiciones de
vivero. Las evaluaciones fueron realizadas en dos periodos de tiempo distintos (4 y 6 meses).
El aislamiento de esporas fue realizado mediante la metodologia de tamizado himedo y
decantacion (Gerdemann y Nicolson, 1963) y e porcentaje de colonizacién micorriza fue
seguin el método de Phillipsy Hayman, (1970). La abundancia de esporasy € porcentgje de
colonizacion micorrizica fue analizado a través de una prueba Kruska-Wallis (p<0.05)
mediante la utilizacion del paguete estadistico Paleontological Statistics (PAST). Con
respecto al nimero inicial de esporas, registré un promedio total de 1393 esporas /100 g de
suel o seco de campo, siendo lamuestra de sector Celestiin Duna que presentd mayor nimero
de esporas (1628 esporas / 100 g), y en menor cantidad la muestra del sector Chixulub con
1270 esporas / 100 g de suelo seco. Sin embargo, los resultados obtenidos de las seis
muestras de los campos en estudio fueron estadisticamente iguales. Asimismo, logro
identificar 21 morfotipos de esporas diferentes. Las plantas trampa que obtuvieron mayor
nimero de esporas por 100 g de suelo a cuarto mes de evaluacion fueron: sorgo (857.0),
frijol (445.6), maiz (351.1), pasto guineo (137.0), y a sexto mes: pasto guineo (3163), sorgo
(877), maiz (807.8) y frijol (503). Los resultados mostraron que las esporas obtenidas en la
planta maiz presentaron diferencias estadisticas puesto que registré mayor incremento de
esporas entre € cuarto y sexto mes. Asimismo, demostré que €l pasto guineo presento el
mayor porcentgje de colonizacion micorrizica (90 %), seguido de maiz con 65 %.
Finalmente, concluyé que las plantas de pasto guineo y maiz son una alternativa viable para
usarse como hospederos trampa en la multiplicacién de hongos micorrizicos arbuscul ares

nativos en zonas de climas tropicales.


https://es.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo

Olivo (2019), estandariz6 € proceso de multiplicacion de esporas con plantas trampa bajo
condiciones de vivero en Guayaquil Ecuador. La investigacion fue cuantitativa de tipo
experimental correlacional, en la cual utiliz6 un disefio competo a azar con arreglo
trifactorial 2x2x4, siendo un total de 16 tratamientos con tres repeticiones. El proceso de
multiplicacion comprendio de 120 dias, paralo cual utilizo cuatro plantas trampa diferentes
(Cajanus cajan, Cynodon dactylon, Pletranthus tomentosa, Tagetes patula). Estas fueron
sembradas en dos tipos de sustrato (A y B) con cuatro dosis de fosforo (P) e inoculadas alos
20 dias después de la siembra con consorcios micorrizicos conformados por seis géeneros de
HMA (Glomus, Funeliformis, Diversisporas, Entrophospora, Acaulospora y Ambisporas)
provenientes del banco de hongos del Centro Investigaciones Biotecnol 6gicas del Ecuador.
Después de la multiplicacion de los consorcios de HMA en las plantas trampa, evalud
pardmetros morfologicos (concentracion de clorofila, biomasa seca y atura de planta) y
fungicos (porcentgje de colonizacion y numero de esporas). Para el andlisis de las variables
del estudio utilizd el programa SAS®. Los resultados mostrados segiin el ANOVA, indicaron
gue las plantas trampa con mejor colonizacion micorrizicaen el sustrato A con 150 ppm de
P fueron Tagetes patula y Cajanus cajan con 72 % Yy 42 % respectivamente, y en el sustrato
B con 150 ppm de P fueron Pletranthus tomentosa (79.7 %) y Cynodon dactylon con 47.3
%. Sin embargo, € vaor més ato respecto a nimero de esporas fue en Pletranthus
tomentosa y Tagetes patula con 638 y 551 esporas por 100 g de suelo respectivamente
presentes € sustrato A con 1000 ppm de P, en € sustrato B con 1000 ppm de P fue en
Cynodon dactylon con 329 esporas por 100g de suelo y Cajanus cajan con 295. Por dltimo,
concluyd que la multiplicacién de HMA por medio del uso de cultivos trampas como C.
cajan, C. dactylon, P. tomentosa, T. patula, mostraron resultados en las especies de CCA,

PHT Y TPA en sustratos conformados por arena, cascarilla de arroz y turba de coco.



Raut, et al. (2019), desarrollaron la reproduccién de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) mediante ciclosde cultivo trampa, con €l objetivo principal de multiplicar consorcios
micorrizicos de suelos nativos bao condiciones de vivero y campo en Maharashtra de
Rahuri-India. La investigacion cuantitativa, experimental y comparativa fue constituida 20
tratamientos con tres repeticiones por cada uno. La obtencién de fuentes de inéculo puros de
las muestras de suel o rizosférico se realizo en once zonas de |os campos frutales del campus
centra de la universidad Agricola en Maharashtra de Rahuri, India. Posteriormente,
mediante lametodol ogia de decantacion y tamizado himedo obtuvieron las especies Glomus
spp., Aculospora spp., Sceutellospora spp., Rhizophagus spp. y Gigaspora albida. que
fueron inoculadas en 40 macetas con plantas de sorgo (Sorghum bicolor) para su
multiplicacion durante 30 dias (con periodo de estrés hidrico después del dia 21 después de
siembra) bajo condiciones deinvernadero. Terminado |os 30 dias de multiplicacion, cortaron
en trozos pequefios la parte radicular, fueron mezclados con € suelo y secaron por 24 horas
a temperatura ambiente. Posteriormente, realizaron la multiplicacion de los HMA puros en
plantas trampas de maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), perla mijo (Pennisetum
typhoidesL.), cilantro (Corriandrum sativum) y fenogreco (Trigonella foenumgraecum) que
fueron instalados en veinte parcelas aeatorizadas. El proceso de multiplicacion fue
desarrollado en tres ciclos de 30 dias cada uno y |a obtencion de muestras fue llevada a cabo
al final de ciclo con un periodo de estrés hidrico de 7 dias por ciclo en e que evaluaron €
porcentaje de colonizacion y nimero de esporas por cada 100 g de suelo; en tanto los datos
fueron analizados mediante €l del programa Excel. Los resultados en el ciclo 1 mostraron
que las plantas trampa con mayor porcentaje de colonizacion fue € sorgo con 46.33 %, en
el ciclo 2 fueron: fenogreco-sorgo (56.33 %), maiz-mijo perla (56.33 %) y fenogreco -maiz
(55 %) y en ciclo 3 fue maiz con 62.66 %. El mayor nimero de esporas en € ciclo | fueron
fenogreco con 323 esporas/100 g seguido de maiz 321.66 esporas/100 g de suelo, en € ciclo
Il fueron fenogreco y maiz con 533 y 523 esporas/100 g de suelo respectivamente, y en €
ciclo Il fueron enogreco y maiz con 693.66 esporas/100 g de suel 0. Finalmente concluyeron
gue los cultivos trampa T. foenumgraecum, Z. mays y S bicolor son adecuados para la

multiplicacion potencial de micorrizas nativas.



De Dieu Habiyaremye et al. (2018), evaluaron el potencial micorrizico en lasraices de maiz
por parte de los hongos micorrizicos arbusculares nativos de especies arbéreas de los
sistemas agroforestales en Ruanda. El experimento cientifico fue cuantitativo de disefio
bifactorial con un total de 32 tratamientos incluido 12 tratamientos control. El material
biol 6gico con presencia de esporas nativas fue colectado de especies arboreas (M. lutea, A.
acuminata, G. robusta, A. polyacantha, S spectabilisy Eucalipto spp) auna profundidad de
0al0cmya50cmy 3 mdedistanciade tronco principal del arbol. Con € fin de mantener
vivas las esporas y obtener mayor cantidad de esporas frescas para la posterior inoculacion
en maiz, fueron inoculados en plantas de sorgo en macetas conteniendo unamezcladetierra
esterilizada y arena en una proporcion de 1: 1 a %, y las mantuvieron por un tiempo de 56
dias calendarios. Transcurrido € tiempo de multiplicacién de esporas en la planta de sorgo,
recol ectaron los inécul os (suel o, esporas, micelio y fragmentos de raiz infectados por HMA)
y procedieron a realizar la inoculacion en plantas de maiz de la variedad ZM607. La
inoculacion consistio en agregar 100 g de indculo por tratamiento que fueron sembradas en
96 macetas de 5 L de capacidad con sustrato previamente esterilizado en autoclave. El riego
fue interdiario por un periodo de 60 dias bajo condiciones controladas. Para determinar €l
porcentaje de colonizacion, recolectaron muestras de raices de las plantas y 1o evaluaron
siguiendo la metodologia de tincién de Ingleby (2007); Habte y Osorio (2001). Asimismo,
recol ectaron muestras de 50 g suelo e identificaron y caracterizaron |las esporas de HMA por
morfotipos hasta nivel de género, basdndose principalmente en el tamarfio de las esporas, la
forma, el color, laestructuradelapared, union hifal, ornamentacion y reaccion delasolucion
de Melzer, mediante el método adaptado de INVAM (2004) e Ingleby (2007). Todos los
datos obtenidos de la colonizacién fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y
el desempefio de los morfotipos en las raices de plantas de maiz fueron comparadas en una
pruebade significancia Tukey (p = 0.05) mediante el programa estadistico R. Los resultados
demostraron la existencia de 4 morfotipos de esporas (AMF1, AMF2, AMF3 y AMF4)
presentes los suelos de |os sistemas agroforestales pertenecientes a los géneros Glomus,
Gigaspora, Scutellospora y Acaulospora, que después de haber sido inoculados con HMA
presentaron colonizacion por estructuras fungicas (esporas, vesiculas y arblsculos) en las
raices de las plantas de maiz, con un porcentgje de colonizacion entreel 10%y 100%y un
promedio de 40 % de colonizacion micorrizica. Finalmente concluyeron que los hongos
micorrizicos arbusculares nativos presentan la capacidad de infectar las raices del maiz
debido a sus caracteristicas anatdmicas que esta presenta, permitiendo formar asociaciones

simbidticas, lo cual ayuda a mejorar la productividad de los cultivos.
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Selvakumar et al. (2018), realizaron la propagacion de esporas de HMA in vitro utilizando
unagraminea como plantatrampaen Saemangeum, Coreadel Sur. El objetivo principal fue
la produccion masiva de esporas a través de una sola espora como fuente de inéculo y
compararon su eficacia de propagacion con otras esporas conseguidas del Banco
Internacional de Glomeromycota (BEG). La investigacion fue de tipo experimental
comparativay descriptiva. Inicialmente recol ectaron 36 muestras de 1 kg de suelo rizosférico
de asociados a plantaciones de Cyperus polystachyos, Phragmites australis y
Miscanthussinensis, sin embargo, realizaron el recuento inicial de esporas solamente de 10
muestras. Posteriormente, aislaron solamente esporas viables que fueron propagadas in vitro
seglin e método (T-) y usaron semillas de Sorghum-sudan como hospedero trampa. Las
esporas obtenidas de la primera multiplicacion y las esporas extraidas de BEG fueron
inoculadas en Sorghum-sudan en macetas de 2.5 kg de capacidad en vivero y desarrollada
en dos ciclos de 105 dias cada uno, sometiéndose a estrés hidrico 15 dias por cadaciclo. Las
muestras de suelo y raices fueron colectados a los 120 dias después de la inoculacion con
esporas de HMA.. El aislamiento y recuento de esporas fue realizado mediante el método de
tamizado y decantacion humedo seguin lo descrito por Daniels y Skipper (1982) seguido de
la centrifugacion en gradiente de sacarosa. La tincidn de raices fue desarrollada por e
método del azul tripan (Selvakumar et al. 2016). Los datos encontrados de todas las
eval uacionesfueron sometidosaun andlisisdevarianza(ANOVA) y lasmediasaun andlisis
de comparaci6n mediante la prueba de rango multiple de Duncan (DMRT) a (p <0,05). Toda
lainformacién fue analizada usando € paquete SAS, Version 9.2. Los resultados mostraron
que de los 150 inoculantes obtenidos de suelos de campo, solamente 27 lograron esporular
y colonizar las raices de sorgo en condiciones in vitro. De todos |os inocul antes usados en €l
método (T-), T-37 presentd el mayor nimero de esporas seguido de T-42 'y T-76. Asimismo,
demostraron que de las 27 plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.) inoculadas, después de 240
dias, cinco plantas dieron como resultado una propagacion de més de 500 esporas, y
solamente dos inoculantes lograron propagar méas de 500 esporas después de 120 dias, y
después del andlisis molecular de especies de HMA, demostraron gque pertenecian a las
especies Gigaspora y Claroideoglomus. Asimismo, las esporas de BEG produjeron un
mayor nimero de esporas después de 120 dias que los aislamientos indigenas (M-). Sin
embargo, después de 240 dias, més esporas fueron producidas por € aislado indigena M-1
gue los aislados BEG. Ademas, indicaron gque €l inoculante que mayor colonizacion por
propagulos de HMA fue € aidado de BEG (Rhizophagus irregularis), seguido de los

inoculantes nativos M — 1y M — 2. Finalmente, concluyeron que la produccion de cultivos
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puros de especies de HMA podria ser logrado utilizando una sola espora como inéculo a
través del método (T-) in vitro y que los HMA nativos presentaron una mayor produccion
de esporas y podrian usarse como bioinoculantes potenciales para aplicaciones agricolas a

gran escala.

Séenz y Nicoya (2017), estudiaron la eficacia de las plantas trampa para € proceso de
multiplicacion de esporas de hongos micorrizicos arbuscul ares asociados a suel os agricolas
de cafa de azlicar en Centro Nacional de Referencia en Agroplasticultura (CNRA), del
Campus Agropecuario de UNAN, Ledn, Nicaragua. La investigacion fue del tipo
experimental, de método cuantitativo y con un disefio correlacional de arreglo factorial
constituido por trestratamientosy cuatro repeticiones. Las 28 muestrasinicialescon material
biolégico (suelo rizosférico y raicillas) fueron extraidas a una profundidad de 5-10 cm de
parcelas con plantaciones de cafia de azUcar, luego para la obtencién de esporas viables
fueron multiplicadas en plantas de sorgo en discos de papd filtro, las cuales fueron utilizados
como fuentes de indculo. El proceso de multiplicacion comprendid dos ensayos (en tineles
y bancales). En los tuneles sembraron plantas de sorgo y maiz durante 45 dias que alos 20
dias después de siembra fueron inoculadas con esporas de HMA. Posteriormente, fueron
sometidos a estrés hidrico los ultimos 10 dias. En los bancales sembraron los cultivos de
sorgo y cafia de azUcar que fueron inoculados con micorrizas multiplicadas anteriormente
en laboratorio. La multiplicacion comprendio de 60 dias de desarrollo vegetativo con riego
interdiario y 10 dias de sometimiento aestrés hidrico. Concluido €l tiempo de multiplicacion,
cuantificaron e nimero de esporas en 100 g de suelo y € grado de micorrizacion en las
raices de las plantas trampa segiin lametodol ogia de Aguilar y Dreyer (2009) eidentificaron
por morfotipos seguin su formay color de las esporas. Ademas, evaluaron la biomasa de las
plantas trampa micorrizados. Con los datos obtenidos de la produccion en tunel y bancales
realizaron una comparaci on de medias paramuestras independientes (T de student) mediante
el programa Excel. Los resultados mostraron que la planta de sorgo presentd mayor
produccion de esporas con 8238 en 100 g de suelo, asimismo, presentd mayor colonizacion
micorrizica (75 %) superando al maiz que presentd 70 % de colonizacion micorrizicay 6
313 esporas en 100 g de suelo. De la multiplicacion en tuneles |a planta de sorgo obtuvo un
total de 8238 esporas, y € maiz obtuvo una de 6313 esporas, mientras que, en bancales, €
sorgo presentd 4711 esporas en 100 g de suelo siendo superado por la cafia de azlcar que

presentd de 6490 esporas, sin presentar diferencias estadisticas. De las plantas trampas
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establecidas en tuneles, sorgo y maiz, obtuvieron el mejor peso fresco de 275 g y peso seco
de 178 g, mientras tanto, en bancales fue la cafia de azlicar con una biomasa fresca de 4655
gy secade 1735 g, demostrando la existencia de un aumento de biomasa en comparacion
del testigo (sin indculo). En la clasificacion por morfotipos obtuvieron un total de 1198
micorrizas, en € cua son 308 amarillas, 90 rojas, 456 negras y 344 café. Finalmente,
concluyeron que la inoculacion de esporas nativas de 10s suelos cafieros permitio obtener
mejor desarrollo vegetativo en plantas trampa. Ademas, las plantas trampa (sorgo, maiz y
cafa) pueden utilizarse para la reproduccion masiva de esporas de hongos micorrizicos

arbuscul ares.

Shruti et al. (2017), desarrollaron la propagacion en masa de inéculos de hongos
micorrizicos arbusculares con uso de plantas trampa y distintos sustratos en etapas de
laboratorio y vivero en India. El ensayo fue de experimental y cuantitativa, con un disefio
bifactorial con tres repeticiones por tratamiento. En la etapa de laboratorio (in vitro)
realizaron la produccion inicial de esporas (fuente de inéculo) mediante la técnica del
embudo segin la metodologia de Menge, (1984) y utilizaron Trigonella spp. como
hospedante por un periodo de 25 dias. Posteriormente, las raices de la planta hospedante
fueron cortadas y mezcladas con arena y suelo agricola estéril para su posterior
multiplicacion en vivero. En la etapa de vivero, reaizaron la inoculacion del sustrato con
200 g de indculo puro conteniendo un total de 150 esporas més raices col onizadas obtenidas
en in vitro. Utilizaron Panicum méximum como hospedero, |os cual es fueron sembrados en
macetas con sustrato compuesto por arenay tierraen una proporcion 1: 1: por un tiempo de
6 meses. Las muestras de raices y suelo fueron tomadas cada 30 dias. Para € proceso de
conteo y colecta de esporas utilizaron la metodologia de tamizado himedo y decantacion
propuesta por Gerdemann y Nicolson, (1963), latincidn de raices por € método de Phillips
y Hayman, (1970) y la evaluacion de la colonizacion micorrizica mediante e método de
Giovannetti y Mosse, (1980). Los datos fueron analizados estadisticamente segun lo descrito
por Gomez y Gomez (1984). Los resultados demostraron un incremento en nimero de
esporas de HMA alos tres meses después de iniciado la multiplicacion con un maximo de
294.44 esporas / 50 g de suelo y un minimo de 155.56 esporas en 50 g de suelo. Similar
cantidad de esporas encontraron alos 6 meses de multiplicacion con 222.22 a 383.33 esporas
por 50 g de suelo. Asimismo, para la colonizacion micorrizica mostraron porcentajes entre
5.17 % a 10.66 % para € periodo de tresmesesy 7.17 % a 13.61 % para el periodo de 6
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meses de multiplicacion. Finalmente concluyeron que la planta Panicum maximun puede
usarse como hospedante adecuado para la propagacion masiva de esporas de hongos

micorrizicos arbuscul ares en vivero.

Selvakumar et al. (2016), realizaron unainvestigacion en Coreadel Sur sobrelapropagacion
de hongos micorrizicos arbusculares nativos mediante la técnica de plantas trampa bajo
invernadero y tuvieron como objetivo evaluar la capacidad de propagacion de |l as esporas de
HMA en dos cultivos trampa (Zea mays y sorghum-sudangrass). El estudio fue tipo
exploratoria, experimental y cuantitativa. Para ello, colectaron un total de 6 muestras de
suelo y raices (SS1-SS6) de la Agencia de Inversién y Desarrollo de Saemangeum vy
determinaron € nUumero de esporas por gramo presentes por cada muestra de suelo.
Posteriormente, inocularon plantas de maiz y sorgo de 5 dias de germinacién con 250 g de
suelo conteniendo estructuras fungicas de HMA (esporas, hifas y raices colonizadas) y las
mantuvieron por 240 dias en condicionesdevivero. A |0s 120y 240 dias después de siembra,
realizaron |la colecta de muestras de suelo y raices de las plantas trampa. Latincion de raices
fue realizada mediante la metodologia de Phillips y Hayman, (1970), la evaluacion de la
colonizacion micorrizica fue realizado segin la metodologia de Trouvelot, et al. (1986) y €l
porcentaje de colonizacion mediante el software Mycocalc. Todas las muestras de suelo
obtenidos de campo y después de multiplicacion fueron evaluadas mediante tamizado
himedo y decantacion descrito por Daniels y Skipper, (1982) y por e método de
centrifugacion de sacarosa. Todos los datos obtenidos fueron analizados a través de Excel.
Los resultados después de dos ciclos de multiplicacion de esporas mostraron que la planta
trampa que mayor capacidad de propagacion de esporas presentd fue el maiz y a su vez,
mostré un mayor porcentaje de colonizacion, siendo superior a S. sudangrass. Ademas,
demostraron que la longitud de las raices de las plantas inoculadas con HMA tuvieron un
incremento del 22 % para maiz y 26 % sudangrass en relacion a control (sin HMA).
Finalmente, concluyeron que los inéculos de HMA tuvieron mayor efecto en la planta de
maiz que en sudangrass, tanto en pardmetros de crecimiento e infeccion micorrizica, y la
propagacion de HMA en varios ciclos, fue efectiva usando € método de cultivo trampa en

términos de col onizacion.
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Nacional

Bustamante y Zambrano (2017), evaluaron la eficiencia de la planta de maiz (Zea mays L.)
en la multiplicacion de hongos micorrizicos arbusculares nativos en condiciones de
invernadero en la region Lambayeque, Perd. El estudio fue descriptivo y transecciona y
presentd un disefio aleatorio con 54 tratamientos. Las esporas principal es ai sladas que usaron
como fuente de inéculo fueron extraidas en papel filtro de embudo Bushner de suelos
asociados a plantaciones de maiz del distrito de Reque, provincia de Chiclayo, region
Lambayeque. Las 54 muestras de 5 g con presencia de esporas aisladas de los géneros
géneros Glomus spp, Acaulospora, Archaeospora, Gigaspora y Entrophospora fueron
inoculadas en plantas de maiz de lavariedad AGRI -144, para su multiplicacion. Las plantas
trampa fueron sembradas en bolsas de polietileno negro de 16.5 x 3.5 cm, arazén de 1.5 kg
por bolsa con una mezcla de suelo agricola, arenay compost, en la proporcién 2.5: 2.0: 0.5,
previamente esterilizado por solarizacion durante por 30 dias. El proceso de multiplicacion
comprendié de 60 dias, posteriormente, realizaron la tincion de las raices de maiz por €l
método despigmentacion y tincion radicular descrito por Sieverding et al. (1998) y Walker
(2005). También, evaluaron e porcentaje de colonizacion mediante € método de
intersecciones de McGonigle et al. (1990), y realizaron € conteo de esporas presentes en
100 g de suelo mediante el método de tamizado y decantacion descrito por Déavila et al.
(2009). Todos los datos obtenidos de la multiplicacion fueron tabulados y analizados
mediante los programas Microsoft Office Word y Excel, versién 2013. Los resultados con
respecto al incremento del nimero de esporas mostraron que € género Glomus spp. obtuvo
278.7 % en promedio con respecto asu valor inicial (35 esporas en 100 g de suelo), seguido
de Acaulospora con 146.2 % en funcion a su valor inicial (10 esporas en 100 g de suelo).
Del mismo modo, |os géneros que mayor porcentaje de col onizacion micorrizica obtuvieron
fueron Glomus Acaulospora y Archaeospora con 87.5 % en promedio. Finamente,
concluyeron que las plantas de maiz durante el proceso de multiplicacion de hongos
micorrizicos arbuscul ares fueron eficientes tanto en infectividad con un incremento 593.1 %
de en las esporas y 87.5 % de micorrizacion de las raices, como en efectividad con 53.7 %

de incremento en la altura de | as plantas de maiz.

15



Regional

Pérez (2019) desarroll6 un estudio sobre la producciéon masiva de HMA utilizando plantas
trampa con fuentes de indcul o de suel o rizosférico de caf é proveniente de diferentes altitudes
de laregion San Martin-Per(.. La investigacion fue de tipo bésica, con niveles descriptivo,
explicativo y experimental. Presenté un disefio completo al azar (D.C.A.), trifactorial 3A
(Cultivo) x 2B (Altitud) x 4C (Fuentes de in6éculo HMA) de 24 tratamientos con 3
repeticiones. La recoleccién de fuentes de inoculo fue realizaa en fincas cafetaleras con la
variedad caturradentro de las provincias de Rioja, Lamas, El Dorado y Huallaga de altitudes
(800 -1000y 1000 — 1200) m. s. n. m. Paralamultiplicacion de esporas utilizo tres especies
de gramineas como plantas trampa arroz (Oryza sativa), pasto braguiaria (Brachiaria
brizantha) y maiz (Zea mays), las cuales fueron sembradas en 288 macetas de 1 kg de
capacidad previamente mezclada en una proporcion de 50:50 (suelo rizosférico +arena
esterilizada) por un tiempo de 80 dias, 60 diasderiego interdiario y 20 dias de estrés hidrico.
Después de los 80 dias de multiplicacion, evalud variables morfolégicas y fungicas de las
plantastrampa. El cdlculo delabiomasaradicular y aéreafuerealizado segiin lametodologia
propuesta por Leiva (2009). El aislamiento de esporas fue realizado mediante la técnica del
tamizado himedo y decantacidn segin metodologia de Ledn (2006) y la cuantificacion de
esporas de HMA seguin Robles et al. (2013). Lalongitud de micelio fue realizada segun la
metodol ogia de gel semisblido y cuantificada por € método de interseccion de cuadrantes
propuestas por Robles (2009), y e porcentaje de colonizacién segun Phillips y Hayman,
(1970). Asimismo, identificd las esporas por morfotipos. Los datos obtenidos fueron
sometidos ala prueba Tukey con un nivel de significanciade p<0.05 y fueron analizados en
el software SPSS v. 20. Los resultados de la comparacion de medias (Tukey p<0.05)
mostraron que € cultivo de arroz presentd mayor biomasa secaradicular (1.38 g) y presentd
diferencia estadistica significativa con relacién a resto de plantas que presentaron vaores
inferiores, brachiaria (1.03 g) maiz (1.12 g). Sin embargo, brachiaria y maiz reportaron
mayor a biomasa seca aérea pero no presentaron diferencias estadisticas significativas. En
cuanto a numero de esporas por cada 10 g de suelo por altitud, € mejor inéculo fue
procedente de Lamas con una atitud de 1000-1200 m.s.n.m. Asimismo, la planta de arroz
presento la mayor cantidad en promedio de esporas, sin embargo, fueron estadisticamente
iguales con los demés cultivos. Las plantas que obtuvieron mayor longitud de micelio fueron
arroz y maiz con promedios de 51.47 y 48.11 cm respectivamente y no presentaron

diferencias significativas entre si. Por otro lado, la planta trampa Oryza sativa mostro mejor
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porcentaje de colonizacion micorrizica con 24.49 % y estadisticamente diferente con las
demas plantas trampa (Maiz =17.18 % y brachiaria = 5.80 %) que fueron infectados con las
fuentes de indcul os procedente de El Dorado 21.60 % a 800-1000 m.s.n.m. También logré
identificar 11 morfotipos predominantes de distintos géneros de HMA. Finalmente,
concluyo que la planta trampa més eficiente paralamultiplicacion de consorcios de Hongos

Micorrizicos Arbusculares fue e cultivo de arroz.

Sandoval (2019), realiz0 lacaracterizacion y propagaci on de hongosHMA nativos asociados
apasturas delazonade Cufiumbuque en laregion San Martin. Lainvestigacién experimental
fue desarrollada utilizando €l disefio completamente al azar (DCA), con arreglo bifactorial
de 10A x 2B, con 20 tratamientos de 3 repeticiones. Los suelos rizosféricos fueron
recolectados de diez parcelas diferentes, los cuaes fueron combinados con arena de rio
lavada y esterilizada. Utilizd dos leguminosas forrgjeras (Centrosema macrocarpum y
Leucaena leucocephala) siendo instaladas bajo condiciones de vivero por un periodo de 3
meses, tiempo paralamultiplicaciéon deHMA. . Transcurrido |os 60 dias después de siembra,
suspendié € riego a las plantas para estimular la esporulacion de las esporas de HMA.
Posteriormente, tomé muestras de suelos y raicillas para las evaluaciones en €l |aboratorio.
Asimismo, evalud la variable densidad de esporas segun la metodologia Gerdemann y
Nicolson (1963), € porcentaje de colonizacidn micorrizica por medio de latincion de raices
seguin la metodologia de Vierheilig et al. (2004) y la caracterizacién de morfotipos nativos
predominantes segiin pardmetros morfolgicos como forma, color, tamafio y reaccion al
reactivo Melzer. Los datos obtenidos fueron sometidos aun andlisisde varianza, y lasmedias
fueron comparadas mediante la prueba de rango mdiltiple de Tukey con un nivel de
significancia p<0.05. Todos los datos fueron analizados con € programa SAS 9.2. Los
resultados mostraron paralavariable densidad de esporas, presento diferencias significativas
entre la interaccion de las diez zonas y las dos plantas trampa, siendo € T5 de la zona de
Difuntillo e de mayor nimero de esporas (7100 esporas/100 g de suelo seco) y & T7
representando ala zona Chacrilla con 1000 esporas/100 g de suelo fue € gue menor nimero
de esporas obtenidos en ambos casos en laplantade C. macrocarpum. Del mismo modo para
la colonizacion micorrizica se observaron diferencias atamente significativas en ambos
actores (zonas y plantas trampa) en lasque el T3 con 72.89 %y T5 (70.81 %), presentaron
los mayores porcentajes de colonizacion en las raices de C. macrocarpum. De la misma

manera, demostro laexistenciade 7 morfotipos diferentes pertenecientes a5 géneros, siendo
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el M1 e de mayor predominanciacon 256 esporas perteneciente al género Claroideoglomus.
Finalmente, concluy6 que los hongos micorrizicos arbusculares son un componente comin
e importante, capaces de adaptarse a distintas condiciones que pueden ser utilizados, 1o cual
permite utilizarlos como inoculantes potenciales juntamente con plantas trampa
(leguminosas) en los procesos de multiplicacion de esporas con e fin de aportar

bi ol 6gi camente con |0s procesos de mejoramientos de suelos y pasturas.

1.2. Basestedricas especializadas

1.2.1. Micorrizas

Albert Bernhard Frank en el afio 1887 formul6 por primera vez € termino micorriza para
referirse a las asociaciones simbidticas (convivencia de entre dos 0 mas organismos)
mutualistas, no perjudiciales, entre las raices de la planta y micelios de los hongos,
resultando entre si ser beneficiados (Honrubia, 2009). Iniciamente se creia que estas
asociaciones tenian unanatural ezade parasitismo y que causaban dafio alas plantas, tuvieron
que pasar cinco décadas para demostrar en 1987 que esta colonizacion (planta- hongo)
resultaba ser simbioética mutualista; beneficioso paralas plantas (Hayman, 1987; citado por
Guerra, 2008).

Las micorrizas arbusculares son fusiones simbidticas benéficas que se instauran entre las
raices de una planta y diversos hongos presentes en € suelo, estas asociaciones ocurren de
diversostiposy en casi el 90 % de las familias de las plantas y en la mayoria de los suelos
(Trappe, 1987; citado por Aguileraet al., 2007). Del mismo modo Buelbasy Pefiates (2008),
consideraron a las micorrizas como organismos fungicos especializados y dependientes del
hospedante. Por lo tanto, al referirse a la micorriza se tiene que entenderse como una
estructura muy sofisticada capaces de desarrollar funciones multiples y especificas de
caracter simbionte mutualista, que se produce al entrar en contacto con laestructuraradicular
delas plantas (Davilaet al., 2009).
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1.2.2. Tiposdemicorrizas

Del Va et al. (1999) lograron demostrar la existencia de cinco tipos principales de

asociaciones micorrizicos con respecto asu fisiologiay morfologia, sin embargo, basandose

en su anatomia morfoldgica y ultraestructurales, solo tres asociaciones micorricicas estan

vigentes. Endomicorrizas, ectomicorrizas y ectendomicorrizas (Riveray Fernadndez, 2003)

(Figural).
IJO
ECTOMICORRZAS L,
# ECTENDOMICORRZAS ﬁo
ARBUTOIDES
MONOTROIDES 0 S N W< " w ARBUSCULARES

ORQUIDIOIDES

Figura 1. Tipos de micorrizas. Fuente: Madrid et al. (2016).

Endomicorrizas

Esta asociacion no es notable a smple vista, debido a que € hongo s llega a penetrar la

célula cortical e intracelular alaraiz de la planta, pero no coloniza la endodermis, forman

una red de hifas poco abundantes provocando asi su propagacion (Rivera y Fernandez,

2003). En este grupo existen trestipos de asociaciones: Ericoides, Orquideoidesy Micorrizas

Arbuscul ares.
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Ectomicorrizas

Son asociaciones se establecen con € 3 % de las especies vegetales, donde € hongo no
penetra a la célula cortical de la raiz, sino que se desarrolla solamente en los espacios
intercelulares de la corteza radical, permitiendo asi la formacion de la ‘red de Hartig’’. Esta
asociacion es caracteristica a un manto de hifas que rodea la raiz, permitiendo su
visualizacion (Pérez, 2001).

Ectendomicorrizas

Estudios mencionan gue estas asociaciones tienen ciertas caracteristicas similares alas dos
asociaciones anteriores, y las menos extendidas en especies vegetales (Pérez, 2001). La
similitud con las endomicorrizas se establece en la formacion de red de hifas del hongo
dondellegaapenetrar lacélulacortical y con las ectomicorrizas se establece en laformacién
la “‘red de Hartig’’ (Rivera y Fernandez, 2003).

1.2.3. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Detodos|ostipos de micorrizas mencionados anteriormente, las micorrizas arbuscul ares son
las que se encuentran en un aproximado del 80-90 % en asociacion simbidtica con las
especies vegetales, siendo considerados como organismos simbidticos obligados (Pérez,
2001). El nombre arbuscular es referente asus estructuras caracteristicas, |os arbuscul os, que
penetran de forma intracelular las raices de las plantas y a su vez, también colonizan las
raices y permiten desarrollarse (Remy et al.1994 y Taylor et al. 1995, citado por Arévalo,
2016) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema bésico de las micorrizas.

Nota: Esporas, Micelios, (V) Vesiculas Externas e Intracelulares, (A) Arbusculos. Fuente: Brundrett,
(2008) y Piliarové et al. (2019).

L as esporas son células reproductoras asexualmente, que a través de esta forma es como se
conservaen su estado natural, pueden estar individualmente en el suelo, en masas formando
esporocarpos 0 asociadas a especies vegetales (Pérez, 2001), tienen una caracteristica
especifica de generar resistencia a los cambios ambientales desfavorables, a través del
engrosamiento de su capa o pared, permitiendo entrar en latenciay asi lograr supervivencia
en el tiempo (Giovannetti y Gianiniazzi, 1994, citado por Pérez, 2019).
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Las esporas presentan: hifas que le dan soporte y sirve especialmente para dar inicio de la
germinacion y propagacion y en muchos son parte esencial paralaidentificacion de esporas
deHMA; saculo esporifero, es el proceso de ensanchamiento delahifa; pared y capa, pueden
ser de multiniveles y cubren la espora hasta formar un talo; entre otras estructuras (Tirado,
2017). Teniendo en cuentalas hifas, su agrupacion dalugar al micelio extrarradicular; y son
también altamente infecciosos (Hart y Klironomos, 2002), dado que es €l que conectalaraiz
de la planta con la microbiota del suelo (Pérez, 2001), permitiendo penetrar micro tuneles
del suelo que las raices no pueden acceder (Smith y Read, 2008), cumpliendo asi con su
principal funcion de busqueda, absorcion y transporte de nutrientes para la planta,
especiamente aquellos de poca disponibilidad en la solucion del suelo (Herndndez et al.

2008) logrando asi una mayor capacidad de exploracion de suelo.

Por lo tanto, la eficiencia de la asociacion simbidtica con respecto a la asimilacion de
nutrientes esta determinado por el factor micelio extrarradicular que se expresaen porcentaje
de colonizacion radicular de la planta, tanto asi que las planta micorrizadas mediante el
micelio externo, sufre cambios fisiol égicos, permitiendo que su medio de contacto (planta-

hongo) se incremente considerablemente (Pérez et al. 2011).

1.2.4. FuentesdeinéculodeHMA

Segun Gonzdlez et al. (2011), son todas las &reas y lugares de procedencia de donde se
adquiere las muestras, dichas muestras se colectan del suelo circundante de la planta. Se
componen de suelo y raices (secundarias y terciaras) de una especie vegetal seleccionada,
de la que se presume la existencia de diversas especies de HMA, y estan conformadas por
varias estructuras, principalmente arblsculos, vesiculas e hifas (Hart y Klironomos, 2002).
Existe muchas metodologias de recoleccion de las fuentes de indculo (Robles et al. 2013;
Iriarte et al. 2018; Covacevich y Consolo, 2014), y su buena gjecucion a momento del
muestreo es fundamental para garantizar la mayor presencia de propagulos de los HMA.
Seguin Hernandez et al. (2008), se debe adquirir un volumen aproximado de 1 kg de suelo
alrededor de la plantay hasta 25 cm de profundidad, ademés, considera que pueden tomar
pequeiias raicillas, siendo estas las mas finas posibles (secundarias y terciarias) y asegurar

mayor obtencién de esporas para su inoculacion.

22



1.2.5. Colonizacion y multiplicacion deHMA

El proceso de colonizacion de los hongos micorrizicos arbusculares se inicia a partir del
asociamiento entre el hongo y la planta por medio de sucesivas etapas de reconocimiento
entre especies causando cambios en la morfologia y fisiologia de ambos organismos que
estédn en interaccion (Thioye et al., 2018). Segun Franco, (2008) son varias las etapas de
reconocimiento, pero basicamente tres son las mas importantes. Primera etapa: existe la
identificacion mutua entre simbiontes (planta y hongo) en la rizosfera del suelo o éreas
cercanas a los pelos radicales, y es través de este proceso de reconocimiento donde se
segregan por parte de laraiz sustancias exudadas que estimula el crecimiento del micelio en
direccién hacia la raiz. Segunda etapa: se produce € acercamiento y envolvimiento del
micelio hacia las raicillas de la planta de manera gradual y sucesiva, generando adhesion
intercelular de ambos simbiontes. Ter cera etapa: serealizalacolonizacién delasraices por
estructuras del hongo, es aqui donde se produce la integracion fisiol égica del asociamiento
entre simbiontes, puesto que se desarrolla actividades enziméticas y metabdlicas. Es en esta
etapa donde las micorrizas arbusculares se pueden diferenciar entre endomicorrizas y
ectomicorrizas por sus distintas estructuras y formas de penetrar € tejido cortical y celular
delasraices.

De igual manera, Smith y Read, (2008), demostro la existencia dos tipos de colonizacion
que a su vez estédn dependientes del tipo de planta hospedera y del simbionte fungico.
Colonizacion Arum: presencia de hifas que por medio de arblsculos y vesiculas
intercelulares rodean la célula cortical, quedando esta colonizada. Colonizacion Paris: la
célula cortical es colonizada por presencia de un micelio intracelular, una vez apropiada de

la célula se producen muchos arbusculos (Lugo et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Tipos de colonizacion micorrizica. Fuente: Priyadharsini y Muthukumar, (2015).

Para e proceso de multiplicacién de HMA, donde se busca obtener esporas de hongos
formadores de micorrizas, es conveniente usar cultivos trampa empleando las fuentes de
inocul o de especies nativas, | as cual es deben ser de facil crecimiento paraser utilizados como
hospedero, debido a que estos son simbiontes obligados y no facultativos (Molina et al.,
2006).

Estudios demuestran que | as plantas que deben ser utilizadas como cultivo trampatienen que
caracterizarse por ser susceptibles ala colonizacion por parte de los HMA, tal es el caso de
las gramineas (Erazo, 2013) y también las leguminosas (Aguilar et al., 2016) donde la
colonizacion y reproduccion en las raices de estas plantas es muy favorable. Para Alarcon y
Ferrera (1999), la combinacién hongo-planta trampa es un factor concluyente en la
propagacion de una cepa fungica en especial, ya que existen algunos hongos que son méas
especificos a ciertos géneros con respecto a la asociatividad con su planta huésped,
facilitando una mayor cantidad de propagacion (Boyetchko y Tewari, 1995). Dicho lo
anterior, se tiene la certeza que existe mayor probabilidad de obtener resultados 6ptimos de
la inoculacion de HMA después de haber seleccionado de manera cuidadosa las

combinaciones favorables de huésped y hongo (Berruti et al., 2016).
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1.2.6. Importanciadelasmicorrizasen laagricultura

En el proceso de obtener unamejor fertilidad de los suelos y por ende mayor produccion, la
agricultura en la actualidad viene utilizando multiples tipos y cantidades de agroguimicos,
que alteran la estructura natural del suelo y afectan € desempefio de |os microorganismos,
que cumplen funciones de intercambio y asimilacion de nutrimentos en las raices de los
vegetales, como en el caso de las micorrizas (Garzén, 2016). Por lo tanto, si se deseareducir
el uso delosfertilizantes por razones productivas, ambientales, es necesario lograr reintegrar
los hongos micorrizicos arbusculares (Erazo, 2013) y demas microorgani smos beneficiosos
presentes en suelo a un ato nivel productivo y de garantia para subsanar la utilizacion

descontrolada de estos insumos contaminantes.

El valor de los hongos micorrizicos arbuscul ares en la agri cultura se sustenta en |a capacidad
que posee las esporas, que através de su micelio extraradical, posibilitan larelacion sinérgica
entre el sueloy laplanta (Villasagua, 2017), debido a que existe un proceso simbidtico entre
ambosindividuos (suel o-planta), que beneficialaabsorcion de nutrientes de pocamovilidad,
lo que es muy distinto con las plantas que no presentan micorrizas (Pérez et al. 2012).
Consecuentemente, los HMA constituyen un prometedor agente microbiol6gico para €l
progreso de integracion de la agricultura sostenible; gracias a su rol importante en la
articulacion de los ecosistemas del suelo y su viabilidad como fertilizante biolégico,
principalmente por su funcién de facilitador de fosfatos presentes en los suelos tropicales

que estan inmovilizados por diferentes factores (Posaday Sieverding, 2014).

1.3. Generalidadesdd cacao

1.3.1. Origen

Theobroma cacao es una planta lefiosa que pertenece a la familia Malvaceae y subfamilia
Serculioideae, las plantaciones tienen un buen comportamiento productivo en diversas
regiones del mundo (Lépez et al., 2020). Es una especie nativa de las regiones tropicales de
Américadel Sur (March, 2020), cuyo centro de origen principal de estariadentro delaregion

del rio Amazonas especiamente en las zonas comprendidas por las cuencas de los rios
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Caguetd, Putumayo y Napo (Duran, 2010). Sin embargo, existe la hipétesis de que laregién
centro y suroriental del Pert (Huallaga, Ucayali y Urubamba) estaria incluido dentro del
lugar de origen del cacao, debido a la existencia de poblaciones silvestres y nativas

esparcidas en laregion central y sur de la Amazonia alta del Pert (Garcia, 2010).

1.3.2. Distribucién nacional

Las diversas plantaciones del cultivo de cacao se han desarrollado en distintos lugares del
Per(, en la selva peruana han sido establecidas fundamentalmente en altitudes entre los 300
y 900 m.s.n.m. especificamente en regiones de climatropical y sub tropical (Rengifo, 2019).
Segun e Convenio Internacional del Cacao (ICCO), € Pert actualmente se ubica en €
segundo lugar de paises productores y exportadores de “cacao” fino después del Ecuador. A
nivel naciona existen regiones que presentan mayor produccién unas a otras y segun el
ministerio de Ministerio de Agriculturay Riego (MINAGRI) laregion San Martin tiene 28
984 ha siendo la mayor area sembrada de “cacao”, equivalente a (34 % del total) a nivel

nacional (Ministerio de Agriculturay Riego [MINAGRI], 2016).

1.3.3. El cacaoen laregion San Martin

Segun € Instituto Naciona de Innovacién Agraria-INIA, (2019) los departamentos que
mayor produccion de granos de cacao seco en € afio 2017 fueron San Martin (39.6 %), Junin
(19.6 %) y Ucayai (11.5 %) de la produccion nacional, seguidos por € departamento de
Cusco, Huanuco y Amazonas. Sin embargo, a mes de marzo del 2018, los departamentos
de San Martin, Cusco y Junin obtuvieron los primeros lugares. Actuamente el departamento
de San Martin produce arededor de 38 mil toneladas de cacao en grano seco, siendo la
provincia de Tocache y Mariscal Caceres las principales zonas de mayor produccion,
existiendo ademas zonas en expansion en la zona del Alto Mayo (Rioja), Bajo Mayo
(Moyobamba) y Bajo Huallaga (Saposoa) (Direccion Regional de Agricultura San Martin
[DRASAM], 2016).

1.3.4. Importancia dela produccion de cacao

Segin e Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI) a través del observatorio

COMODITIES, menciona que la produccién nacional de cacao en grano viene
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incrementandose a una tasa de 15.6 % promedio anual durante la Ultima década y se va
incrementando gradualmente tanto en &reas y volimenes de produccion, de modo que
actualmente se ubica en e 9° lugar en importancia en e mundo, llegando a ser solo € 2 %
de la produccion mundial (Lépez et al. 2020). Para € afio 2018 se ha obtenido una
produccion de 135.3 mil toneladas de cacao en grano, logrando un aumento de la produccion
de 11.0 % respecto a mismo periodo del afio 2017 que se produjo un total de 121.8 mil
toneladas; situacion explicada especialmente por la existencia de mayores cosechas en las
regiones de Piura, Pasco, Ucayali y Cajamarca. Laimportanciase remontaal crecimiento de
las exportaciones a nivel mundial del grano de cacao, que en e periodo de 2013 al 2017 ha
presentado una dinamica progresiva con 8.8 % de promedio anua (Ministerio de
Agriculturay Riego [MINAGRI], 2019).

1.3.5. Variedadesde cacao ICSy CCN usados en plantaciones de Peru

A nivel mundial se encuentras distribuidos diversos clones de cacao que se diferencian por
sus caracteristicas como productividad, adaptacion, sabor, resistencia a plagas y
enfermedades, etc. En Pertl se ha observado en diversas éress, presenciade clones ICS (ICS
-1,ICS-6elCS- 95y e clon CCN-51. Segun € catdlogo de clones de cacao del CATIE, €
clon ICS es considerado como un material prometedor en los sembrios en Per(, ya que
presenta una produccién considerable, ademds, presenta tolerancia a escoba de bruja y
moniliasis. En cambio, en clon CCN presenta un buen rendimiento, sin embargo, ostenta alta
susceptibilidad alamazorcanegray no muestrabuenacalidad (Centro Agronémico Tropical
de Investigacion y Ensefianza [CATIE], 2012).

Segun € reporte de la Direccion Regional de Agricultura San Martin para el afio 2016, las
variedades de cacao que se cultiva con mayor cantidad en laregion San Martin, son injertos
con €l clon CCN-51 como variedad mejorada, debido a que la region muestra condiciones
predisponentes de climay manegjo, ademas que los problemas de plagas y enfermedades
presentan severidad de dafio en menor grado en comparacion a otras regiones del pais,
logrando asi alcanzar un 70 % de sembrios y un 30 % alln se mantienen como plantaciones
de semillas hibridas. Sin embargo, ala actualidad muchos productores del departamento de
San Martin estan incrementando sus plantaciones de cacao con € injerto del clon ICS, puesto

gue presenta caracteristicas organol épticas de cacao fino de calidad (Direccion Regional de
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Agricultura San Martin [DRASAM], 2016).

1.4. Plantastrampa

Por las caracteristicas de los HMA, de ser simbiontes obligados y no pueden reproducirse
en cultivos puros sin la presencia de plantas hospedadoras, es de vital importancia el uso de
plantas trampa(Saparrat et al. 2020), puesto que son en las cual es se pueden inocular hongos
micorrizicos arbusculares colectados de campo permitiendo promover la esporulacion y
multiplicacion de estructuras fungicas presentes en € sustrato (Habte y Osorio, 2001), son
féciles de cultivar, de crecimiento rapido, de abundantes raices finas y peludas y con
tolerancia a los efectos ambientales adversos (Molina et al., 2006). Un gemplo de estas
plantas son € maiz, que ademas de ser de rapido crecimiento es muy micorrizica que puede
asociarse con muchas especies de HMA (Malembaka, 2020) debido a que presenta un
abundante sistema radicular altamente micotréfica (Hayman et al., 1976), y € arroz, que
presentan distintas raices secundarias y terciarias especificas que facilitan la esporulacion de
los HMA (Valino et al., 2014), entre otras plantas pertenecientes a las gramineas (Erazo,
2013) y leguminosas (Aguilar et al., 2016).
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CAPITULO II: MATERIALESY METODOS

2.1. Disefio delainvestigacion

La presente investigacion presenta un disefio experimental con enfoque cuantitativo, en la
gue se evalud la multiplicacion de esporas de hongos micorrizicos arbusculares nativos de
“cacao” de los clones (ICS y CCN) de tres provincias de la region San Martin haciendo uso
de dos cultivos trampa (arroz y maiz) eidentificd cua eslamejor plantatrampa para obtener

mayor produccion de esporas de HMA.

211 Lugar yfecha

Latesis de investigacion cientifica se g ecutd en lasinstalaciones del vivero y laboratorio de
la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae que se encuentra ubicado en €l distrito de Nueva
Cajamarca, provinciade Riojaenlaregién San Martin, entrelos meses de marzo adiciembre
del 2019 (ver Apéndice 1) (Figura4).
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Figura 4. Ubicacién geografica del lugar de gecucion del estudio. Fuente: Elaboracion
propia.
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2.1.2. Materiales

Campoy vivero Laboratorio

- Botasdejebe - Bandgas

- Camarafotogréfica - Papd todla

- Machetey palana - Tinta Parker

- Costales - Tamiz de 38 micrasy 250 micras

- Vernier y wincha - Placas Petri

- Bolsasde polietileno - Centrifuga de 5000 Rev. y tubos falcon
- GPS - Pisetasy micropipetas

- Lapicero Indeleble - CentrOmeros manuales

- Tabladeapuntesy etiquetasde plastico - Tubos de ensayo

- Libreta de campo - Bafo Maria
- Clavosy martillo - Microscopio  optico 'y  estéreo
- Maderay Plastico grueso Mi Croscopio

Infraestructura

Se construyé un vivero con material es altamente duraderos que puedan garantizar el perfecto
funcionamiento por aproximadamente 3 afios, tiempo estimado para gjecucion del proyecto
principal en € cua esta enmarcado la presente investigacion (Figura5).

Figura 5. Vivero de inoculacion y multiplicacién de HMA. Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.3. Descripcion del experimento

La gecucion del estudio se llevd a cabo en tres etapas (campo, vivero, y laboratorio), cada
unaestaintegrada por actividades especificas paralograr |0s objetivos de lainvestigacion, y

se describen a continuacion:

Etapa de campo

a. Seleccion de parcelas de cacao

Serealizo laidentificacion y seleccion de parcelas de cacao con los clones ICS Y CCN con
edades entre 4 a 9 afios pertenecientes a las provincias de Rioja, Lamas y Mariscal Céceres
en la Region San Martin (ver Apéndice 2), entre atitudes de 300 a 900 m.s.n.m. (Tabla 1),
siguiendo la metodologia de Dévila et al. (2009). De cada parcela se selecciono 10 plantas

y posteriormente se codificd con etiquetas rojas para su mejor identificacion a momento de

colectar el material bioldgico (Figura6).

Figura 6. Seleccion de plantas de Theobroma cacao. Fuente: Elaboracion propia.
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Tablal
Ubicacion y caracterizacion de las parcelas de recoleccion del suelo rizosférico

Coordenadas Altitud Edad N° N° Area
Provincias Distrito Sector Clon X (@18L) Y(UTM) (m.snm.) (afios) Parcela plantas total (ha)
Rioja Pardo Miguel Yarinal ICS 224310 9366791 905 8 1 10 4
Naranjos
Pardo Miguel Yarinal CCN 225539 9367615 900 7 2 10 2.5
Naranjos
Rioja
Pinto Recodo Mishquillaguillo ICS 321173 9297596 608 9 2 10 3
Lamas Fundo Pintosapa
Pinto Recodo Mishquillaguillo CCN 321799 9297823 702 9 1 10 15
Lamas
Mariscal Juanjui - Bajo Cachiyacu - ICS 301739 9187983 329 5 1 10 4.5
Caceres Huicungo Fundo El Porvenir
Mariscal Juanjui Aguaynillo. Fundo CCN 403936 9206392 572 8 2 10 05
Céceres Aguas Vivas

Fuente: Elaboracion propia
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b. Colectade las fuentes deindculo

El recojo de del material biologico (biomasaradicular y suelo rizosférico) se obtuvo de dos
zonas de cada provincia (Rioja, Lamas y Mariscal Céceres) de la region San Martin, se
colectd de 10 plantas por cada clon de “cacao” (ICSS Y CCN), de cada planta se obtuvo
(5.5 kg) suelo rizosférico y muestras de raices (secundarias y terciarias) a una distancia de
30 cm del tallo principal arededor dela plantay entre 0-20 cm de profundidad, siguiendo la
metodol ogia propuesta por Ledn (2006) con modificaciones. El material biol 6gico colectado
se etiquetd y colocd en doble bolsapléasticay setrasladd d vivero de launiversidad catélica
sedes Sapientiae de Nueva Cajamarca (Figura 7).

Figura 7. Colecta de las fuentes de indcul 0. Fuente: Elaboracion propia
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Etapa devivero

a. Elaboracion de las cgjas de madera

Se desarroll 6 lainstalacion e implementacion de | as cajas de madera fueron utilizados como
contenedores de sustrato para multiplicacién de Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)
segun los métodos mencionados por Iriarte et al. (2018). Las cagjas de madera fueron
elaboradas con tres divisiones y fue recubierta con plastico negro grueso para evitar el
contacto directo del material biol6gico con el piso del vivero y cada division albergé 15 kg
de material mezclado (Figura 8).

Flgura 8. Modelo de caa de madera para la multl plicacion de HMA.
Fuente: Elaboracion propia.



b. Preparacion de materia biologico mezclado y siembra de semillas

Para el proceso de combinado de material bioldgico més arena, se esterilizo arenade rio en
autoclave a una temperatura de 121 °C, con € fin de eliminar microrganismos patdgenos u
otros agentes contaminantes, siguiendo el manua de metodologias de HMA de Iriarte et al.
(2018). Posteriormente, se realiz6 unamezcla homogénea en unaproporcion de 50-50 donde
se obtuvo un total de 600 kg de material mezclado. Luego |a mezcla obtenida se deposité en
12 cajas de madera. Para llevar a cabo € sembrado de las semillas de las plantas trampa,
primeramente fueron desinfectados, por o que se sumergié en una solucion de hipoclorito
de sodio (NaClO) a 0.05 % durante 10 minutos y luego fueron lavadas con agua esterilizada.
Para la siembra se utilizé como plantas trampa a dos especies de gramineas: arroz (Oryza
sativa) y maiz (Zea mays). En cada cajon se colocd 48 granos de maiz por repeticion de la

variedad Margina y un aproximado de 150 g de arroz variedad INIA (Figura9).

T

Flgura 9 Preparam on de material b| oI ogico mezcl ado y sembra de semillas.
Nota: (ay b) mezclade arenay suelo rizosférico; (¢) pesado de sustrato final; (d) llenado de cajones; (€) siembra
delas semillas de arroz; (f). siembra de semilla de maiz. Fuente:

Elaboracién propia.

35


https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

c. Multiplicacion de los hongos micorrizicos arbusculares

El proceso de multiplicacién de los hongos micorrizicos arbusculares nativos de los clones
ICSy CCN decacao (Figura10) y fuellevado a cabo segiin o mencionado por Pérez, (2019).
La multiplicacion fue desarrollada durante 80 dias, de los cuales 60 dias se redizd
actividades de riego diariamente en la manana y en la tarde con e objetivo de lograr
crecimiento uniforme y consecuente de las plantas trampa y 20 dias se sometio a estrés
hidrico para estimular la esporulacion de los hongos micorrizicos arbusculares.

Posteriormente, se procedi6 a cortar |as plantas trampa de la base a 3 cm de altura del nivel

del suelo para facilitar la recoleccidén de las muestras para su evaluacion respectiva en
laboratorio.

Figura 10. Proceso de multiplicacion de los HMA nativos.
Nota: (a) germinacion de semillas; (b) 15 dias después de siembra; (c) 60 dias después de siembra; (d) inicio del
periodo de estrés hidrico. Fuente: Elaboracion propia.
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Etapa delaboratorio

a. Aidamiento y cuantificacion de esporas

El aislamiento de esporas de HMA nativos de cacao provenientes de tres provincias de la
region San Martin, siguiendo la metodologia propuesta por Ledn, (2006), con
modificaciones, se realizé a través de la técnica de tamizado humedo y decantacion,
metodol ogia de Gerdemann y Nicolson, (1963) y solucién de sacarosa (Jenkins, 1964), con
modificaciones. Como primer paso del procedimiento se prepard dos soluciones azucaradas,
a 20 % y 60 % respectivamente, luego se coloco arefrigerar por un tiempo aproximado de
una hora para lograr la formacién de dos interfaces al momento de mezclarlos en los tubos

defalcon.

El procedimiento consistio en coger una placa Petri y pesar 20 g de muestra de suelo, y se
agrego suficiente agua hasta completar € nivel de la placa para humedecer y suavizar la
muestra, se degjé reposar por dos minutos. Luego se coloco en un recipiente con capacidad
de5 L, al cual selellend de agua en un 80 % de su capacidad y se agitd por 30 segundos
haciendo uso de una baqueta de madera, luego se degjo reposar la mezcla por un periodo de
30 segundos y en seguida se vacio con cuidado solo e sobrenadante sobre los tamices de

250y 38 um, el mismo modo serepitio 5 vecesy luego se descarto el restante del recipiente.

Después se enjuagd cada tamiz, € contenido del tamiz de 38 um se colocd en un tubo de
falcon que con anterioridad se coloco solucion azucarada 10 ml al 20 % seguido de 20 ml al
60 % Yy se procedio a colocar en refrigeracion hastaterminar de procesar todas las muestras.
Posteriormente se sometieron a proceso de centrifugacion a 3500 rpm/5 minutos para
precipitar las particulas de suelo y suspender |as esporas en lainterfaz generado entre las dos
soluciones azucaradas. Finamente se retiraron cada tubo de la centrifuga y se coloco €
contenido sobrenadante en un tamiz de 38 um, en seguida se procedié a lavar con agua
corriente para eliminar restos de sacarosa, degjando libre a las esporas. Luego haciendo uso
de una pizeta se coloco las esporas en una placa Petri delineada (1 cm) con el fin de facilitar
el conteo de las esporas e identificacion delos morfotipos. Finalmente se precedio aobservar
las esporas haciendo uso de un microscopio estereoscopico a2X de aumento (Figura 11).
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Figura 11. Aisamiento y cuantificacion de esporas

Nota: (@) soluciones azucaradas 20 % y 60 %; (b)muestras de suelo rizosférico; (c) pesado de 20 g de muestra;
(d) placas con muestras humedecidas; (€) envases de 5 litros para decantacion; (f) tamizado de |as muestras;
(g-h) tubo de falcdn con soluciones azucaradas y con muestras; (i) proceso de centrifugacion; (j) observacion,

separacion y cuantificacién de esporas. Fuente: Elaboracion propia.

b. Aislamiento de esporas e identificacion de morfotipos

De cada muestra procesada con la metodologia propuesta por Ledn, (2006), descrita en €
proceso anterior y con € uso de una micropipeta de 10 ml, comenzd e proceso de
aislamiento, separacion y limpieza de las esporas de las muestras presentes en las placas
Petri (ver Apéndice 3). De cada muestra con contenido de esporas, se colocO sobre papel
filtro y con ayuda de un estilete se limpié con mucha precision una por una cada espora,
terminado €l proceso de limpieza se depositd las esporas limpias en una luna de reloj con
agua destilada, luego se separd y agrupo por color, tamafio y formay fueron montados en
una l&mina porta objetos con soluciones del reactivo lactoglicerina, polivinil-lactoglicerina
(PVLG) y PVLG méasMelzer. Concluido el proceso de montaje, laslaminillas portan objeto,
fueron trasladadas a una plancha de proporcion calorifica no mayor de 40 centigrados por
tres dias para ayudar € secado y reaccién de los reactivos. Finalmente, cada laminilla se
[levd al microscopio paraser observados minuciosamente a cada unade | as esporas presentes
en las muestras (Figura 12).
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Figura 12. Aislamiento de esporas e identificacion de morfotipos

Nota: (a) secado de reactivo; (b) caja con ldminas conteniendo esporas; (¢) observacion al microscopio; (d)
agrupacion de esporas viables. Fuente: Elaboracion propia.

c. Tinciény montaje de raices de las plantas trampa (Col onizacién Micorrizica)

Latincién de las raices se redlizd de acuerdo con la técnica de Phillips y Hayman, (1970)
con modificaciones. Para €ello, las raices se colocaron en placas Petri con agua por dos
minutos paralavar de restos de suelo adherido y después se depositaron en tubos de ensayo
de 16 x 150 mm y en donde se agreg6 hidréxido de potasio (KOH) a 10 % hasta cubrir la
muestra por un tiempo de 3 horas con € fin de hidratar las raices. Luego los tubos fueron
colocados en bafio mariaa 90 °C durante 45 minutos con lafinalidad deremover el contenido
citoplasmético y clarificar e tejido cortical de las raices. Una vez sacado del bafio maria,
rapidamente se agregd agua oxigenada (H202) de 20 volumenes por un tiempo de 1 minuto
a temperatura ambiente para clarificar los pigmentos de las raices, luego se deseché el
contenido liquido restante y ligeramente se procedié a lavar las raices con agua corriente
ente dos'y tres veces. Posteriormente, en cada tubo se agreg6 tintaazul Parker (5.7 %), hasta
cubrir la muestra'y se dej6 reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y recurrido
ese tiempo fueron colocadas en bafio maria por un tiempo de 15 minutos mas a 90 °C.
Concluido € tiempo se deseché e excedente de tinta de los tubos y se enjuagoé |as raices
entre 2 y 3 veces con lactoglicerol. Finamente, las raices tefiidas fueron conservadas con
lactoglicerol atemperatura ambiente hasta su eval uacion.
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Unavez concluido la etapa de tincién, se procedié ala etapa de montgje de las raices en las
l&minas porta objeto, proceso que consistio en vaciar en una placa Petri todas las raices
tefiidas contenidas dentro de los tubos de ensayo que fueron conservadas con Lactoglicerol,
en lacual se tomo6 una laminilla porta objeto y con ayuda de una pinza se mont6 en dos
campos un total de 20 raices (10 raices por cadacampo), cadaraiz de 1.5 cmy se coloco las
laminillas cubre objeto cuidadosamente, quedando listas para su evaluacion en €
microscopio (Figura 13). La evaluacion se realizd en e microscopio a 10x, 20x y 40x de
aumento en la que se logro observar presencia 'y ausencia de estructuras micorrizas de los
HMA (hifas, arblsculos, esporas y vesiculas) (ver Apéndice 4,5,6, y 7), siguiendo la
metodologia de Brundrett et al. (1996).

fl
= m
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-

Figura 13. Tincion y montaje de raices de las plantas trampa.

Nota: (a) lavado de raices de restos de suelo; (b) colocacion de raices a tubos de ensayo; (c) muestras con KOH;
(d) muestras en bafio maria; (€) muestras con agua oxigenada de 20 volumenes; (f) muestra con tinta Parker; (g)
muestras en lactoglicerol; (h) seleccién y montaje de raices; (i) lamininas con raices montadas listas para evaluar;
(j) presencia de vesiculas observadas con objetivo 10x a escala de 50 pm. Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.4. Tratamientos

El estudio fue constituido por 12 tratamientos con 3 tres repeticiones, compuestos por el
factor A, las tres provincias como fuente de inécul o de esporas de HMA (Mariscal Céceres,
Lamasy Rioja), e factor B, los dos clones de cacao (CCN y ICS) y € factor C, los dostipos
de plantas trampa (arroz y maiz). La combinacion de los tratamientos se describe a

continuacion (Tabla 2).

Tabla 2
Descripcion de los tratamientos en estudio
Provincias Clones Planta trampa (PT) Tratamientos

Mariscal Céceres (MC) CCN Arroz (A) T1
Lamas (L) ICS Arroz (A) T2
Lamas (L) CCN Arroz (A) T3
Mariscal Céceres (MC) CCN Maiz (M) T4
Rigja(R) CCN Maiz (M) T5
Rioja(R) ICS Maiz (M) T6
Mariscal Céceres (MC) ICS Arroz (A) T7
Lamas (L) CCN Maiz (M) T8
Rigja(R) CCN Arroz (A) T9
Lamas (L) ICS Maiz (M) T10
Rigja(R) ICS Arroz (A) T11
Mariscal Céceres (MC) ICS Maiz (M) T12

Fuente: Elaboracion propia.

2.1.5. Unidades experimentales

La poblacion total estuvo constituida por 600 kg de material mezclado (suelo rizosférico +
arenaderio esterilizada) distribuidos en 12 tratamientos con 3 tres repeticiones, teniendo un
total de 36 unidades experimentales (Tabla 3). Cada unidad experimental albergd 16 kg del
material mezclado. De la poblacién total solo se consideré como muestra 100 g de material
biol 6gico multiplicado por tratamiento (33.3 g por repeticion).
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Tabla3
Distribucion de las unidades experimentales del estudio

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Tratamientos
Al1B1C1 Al1B1C1 Al1B1C1 T1
A1B1C2 A1B1C2 A1B1C2 T2
A1B2C1 A1B2C1 A1B2C1 T3
A1B2C2 A1B2C2 A1B2C2 T4
A2B1C1 A2B1C1 A2B1C1 T5
A2B1C2 A2B1C2 A2B1C2 T6
A2B2C1 A2B2C1 A2B2C1 T7
A2B2C2 A2B2C2 A2B2C2 T8
A3B1C1 A3B1C1 A3B1C1 T9
A3B1C2 A3B1C2 A3B1C2 T10
A3B2C1 A3B2C1 A3B2C1 T11
A3B2C2 A3B2C2 A3B2C2 T12

Fuente: Elaboracion propia.

2.1.6. Identificacion devariablesy su mensuracion
a. Numero de esporas de HMA

Se refiere a la presencia de esporas viables de hongos micorrizicos arbusculares que son
posibles de cuantificar y observar su conformacion (agrupados o dispersos) dentro de un
grupo determinado de muestras, generalmente son expresados en nimero de individuos
(esporas) presentes en una cantidad de volumen de suelo seco (Robles et al., 2013). La
cuantificacion de esporas HMA nativos extraidos suel os asociados a plantaciones de cacao
y reproducidos mediante multiplicacion en cultivos trampa durante 80 dias, fue realizado a
través de la metodologia de tamizado himedo y decantacién propuesta por (Ledn, 2006),
acondicionando agunas modificaciones.

b. Caracterizacién por morfotipos de esporas nativas predominantes de HMA

Para la caracterizacion de morfotipos, las esporas fueron separadas de acuerdo con sus
caracteristicas morfologicas como color, tamafio y forma; asimismo, su reaccion con €l
reactivo PVLG y PVLG + Melzer. Las esporas fueron cuantificadas y separadas por
morfotipos como indicador estimado de ladiversidad poblacional delas muestras, las cuales

se detallan en |os resultados. Se consideraron morfotipos predominantes las que tuvieron un
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nimero mayor de 10 individuos (esporas) por muestra de suelo (Sandoval, 2019). El
procedimiento de aislamiento de esporas fue realizado en e Laboratorio de Biologia y
GenéticaMolecular de la Universidad Nacional de San Martin -Tarapoto - San Martin.

c. Porcentaje de colonizacion micorrizica

El proceso detincién deraices fue realizado utilizando metodol ogia de tincién propuesta por
(Phillips y Hayman, 1970). Las muestras estuvieron conformadas por peguefias raices
(secundarias y terciarias) extraidas de las plantas de arroz y maiz después de 80 dias de
desarrollo en vivero. De todas las raices contenidas en las muestras, solamente fueron
utilizados 20 segmentos de raices y de 1.5 cm delongitud, |as cual es se montaron en laminas
porta objeto (10 raices por cada campo), quedando listas para su evauacion en €

mi croscopio.

El proceso de evaluacion de la colonizacion micorrizica se realizé mediante la metodol ogia
propuesta por Brundrett et al. (1996), que consistio en ubicar en lamira del microscopio un
segmento de laraiz y dividirlo en 3 zonas de observacion (superior, intermedio e inferior)
(Figura 14). Cada zona se observ minuciosamente y se marco en un cuadernillo lapresencia
y ausencia de estructuras micorrizicas (vesiculas, arbusculos e hifas), proceso que se hizo
con los 20 segmentos montados en lalamina portaobjeto (Figura 15).

@

() &

Figura 14. Proceso de evaluacién de la colonizacién micorrizica

Nota: L&mina porta objeto que sostiene a los segmentos de raices y campos de observacion: presencia y
ausencia de estructuras micorrizicas. Seglin metodologia propuesta por Brundrett et al. (1996). Fuente:
Elaboracién propia.
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Figura 15. Célculo de la colonizacion micorrizica

Nota: Lamina con 20 segmentos de raices: x=Ausencia; »=Presencia
Fuente: Elaboracion propia.

Para el cdculo de la colonizacion micorriza de HMA en las raices de las plantas trampa se

llevd acabo através de la siguiente formula matematica.

L ] . Ne de segmentos colonizados
% Colonizacion micorrizica = x100
Ne total de segmentos evaluados

2.1.7. Disefio estadistico del experimento

Se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial 3 X 2 X 2, 3A
(Fuentes de in6culo HMA) x 2B (Clon de cacao) x 2C (cultivo trampa), con 03 repeticiones
distribuidos a eatoriamente.

Los andlisis serealizaron segun el siguiente model 0 matemati co.

Yiji = p+ o + i + v+ (aB)ij + (By)ik + (ay)ik + (afy)ijk + Eij

Yijkl =Valor de i-éssimo nivel dd factor A, j-essmo nivel del factor B, k-esimo nivel del
factor C y |-ésima repeticion

W= media general

ai= efecto del i-ésimo nivel del factor A

Bi = efecto del j-ésimo nivel del factor B

vk= efecto del k-ésimo nivel del factor C

(ap)ij= efecto de la interaccion de los factores A y B

(By)jk= efecto de la interaccion de los factores By C

(ay)ik= efecto de la interaccion de los factores Ay C

(apy)ijk= efecto de la interaccion de los factores A, By C

Eijkl= error



La Tabla4 muestralos factores comprendidos en lainvestigacion.

Tabla4

Disefio estadistico del experimento
Factor A Factor B Factor C
(Fuentes de in6bculo HMA) (Clon de cacan.) (Plantas trampa)
Al: HMA - Rigja B1: ICS. C1: Oryza sativa L.
A2: HMA-Lamas B2: CCN. C2: ZeamaysL.

A3: HM- Mariscal Céceres

Fuente: Elaboracion propia

2.1.8. Andlisisestadistico de datos

Todos los datos obtenidos de la investigacion fueron depositados y tabulados en hojas de
clculo Excdl, los cuaes fueron procesados y analizados mediante € uso del software
estadistico R. Previo a éllo, se realiz6 una prueba de comparacion de normalidad de datos
(Shapiro-Wilk), un andlisis de varianza (ANV A) y Duncan =p<0.05 (para homocedasticidad

u homogeneidad de varianzas).
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1. Numerodeesporasde HMA (Densidad)

3.1.1. Conteoinicial deesporas

Se realiz6 un conteo inicia de la densidad de esporas (ver Apéndice 8) presentes por cada
100 g de suelo rizosférico nativo de los clones ICS y CCN de cacao (de las plantaciones
pertenecientes alas provincias de Lamas, Mariscal Caceresy Rioja, delaRegion San Martin
(Tablab).

Tabla5b
Promedio de la densidad inicial de esporas de HMA en 100 g de campo
Tratamientos Promedio conteo inicial
T1(MC-CCN-A) 182.22
T2 (L-ICS-A) 337.78
T3 (L-CCN-A) 222.22
T4 (MC-CCN-M) 216.67
T5 (R-CCN-M) 222.22
T6 (R-ICS-M) 205.56
T7 (MC-ICS-A) 194.44
T8 (L-CCN-M) 301.11
T9 (R-CCN-A) 227.78
T10 (L-ICS-M) 295.56
T11 (R-ICS-A) 198.89
T12 (MC-ICSM) 246.67

Fuente: Elaboracion propia

LaTabla6ylaFigura16 muestran e ANVA vy la Prueba Breusch-Pagan test (p<0.05), para
el nimero de esporas inicial. Los datos s cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza (ver Apéndice 9).
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Tabla6
ANVA del nimero de esporasinicial de esporas en 100 g de suelo de campo

FV SC gL CM F p-valor
Modelo 7791461 11 7083.15 0.46 0.9084
Provincia 4795475 2 2397737 157 0.2295
Clon 2844.44 1 2844.44 0.19 0.6703
Planta 3871.74 1 3871.74 0.25 0.6197
Provincia*clon 9123.78 2 4561.89 0.30 0.7451
Provincia* planta 2770.85 2 1385.43 0.09 0.9138
Clon*planta 2075.41 1 2075.41 0.14 0.7160
Provincia*clon*planta 9273.62 2 4636.81 0.30 0.7415
Error 36754422 24 15314.34

Total 445458.82 35

Fuente: Elaboracion propia.

Segun el andlisis de varianza (Tabla 6), indica que no existen diferencias significativas en

|as interacciones estudiadas.

El estudio permitié demostrar que las muestras de suel o asociados alos clones de cacao ICS
y CCN delastres provincias hubo presencia de esporas de hongos micorrizicos arbuscul ares
(Tabla 5). La muestra que presentd la mayor cantidad de esporas en 100 g de suelo
corresponde a los clones pertenecientes de la provincia de Lamas: con 317 esporas para €l
clon ICSSy 262 esporas para CCN, seguido de la provinciade Riojacon 202 y 225 paralos
clonesICSy CCN respectivamente, y laprovinciade Mariscal Caceres con 221 esporas para

el clon ICSy 199 para CCN, siendo esta Ultima la provincia con menor promedio total de

esporas.
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3.1.2. Conteofinal de esporas

Serealiz6 el conteo final de esporasen 100 g de suelo (ver Apéndice 10), y latabla 7 muestra

la densidad esporas promedio, después de la multiplicacidn con plantas trampa.

Tabla7
Promedio de la densidad final de esporas por tratamiento en 100 g de suelo
Tratamientos Promedio conteo fina
T1(MC-CCN-A) 5733.33
T2 (L-ICS-A) 5450.00
T3 (L-CCN-A) 4250.00
T4 (MC-CCN-M) 14 160.00
T5 (R-CCN-M) 11 000.00
T6 (R-ICS-M) 7510.00
T7 (MC-ICS-A) 174 766.67
T8 (L-CCN-M) 7553.33
T9 (R-CCN-A) 2886.67
T10 (L-ICS-M) 4053.33
T11 (R-ICS-A) 3693.33
T12 (MC-ICSM) 67 726.67

Fuente: Elaboracién propia.

La Tabla8 muestran el ANV A parael nimero de esporas final de HMA propagados en dos
tipos de plantas trampa y evaluados a 80 dias después de la siembra (DDS) en condiciones
de vivero. Los datos de densidad final no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza por |0 que se procedié arealizar unatransformacion logaritmica,

luego delacual s se cumplieron los supuestos (ver Apéndice 11).
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Tabla 8

ANVA del nimero de esporas de HMA multiplicados

FV SC gL CM F p-valor
Modelo 51.29 11 4.66 93.59 <0.0001**
Provincia 25.50 2 12.75 255.98 <0.0001**
Clon 4,94 1 4,94 99.25 <0.0001**
Planta 1.27 1 1.27 25.44 <0.0001**
Provincia*clon 14.10 2 7.05 141.48 <0.0001**
Provincia* planta 1.99 2 0.99 19.97 <0.0001**
Clon*planta 2.86 1 2.86 57.45 <0.0001**
Provincia*clon*planta 0.62 2 0.31 6.26 0.0065**
Error 1.20 24 0.05

Tota 52.48 35

Nota: **= Altamente Significativo

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (Tabla 8), indica que existen diferencias altamente significativas (**)

en todos los factores estudiados incluido la interaccién triple, o que significa un resultado

estadisticamente muy bueno, mostrando ademas una media de 25 732 esporas, con un
coeficiente de variabilidad de 2. 44 % y un coeficiente de determinacion (R?) de 98 %, estos

resultadosindican un alto grado de confiabilidad en latomade datos y afinidad de lavariable

respuesta con |os tratamientos estudiados, estando dentro del rango de dispersion aceptable,

para trabgjos de investigacion a nivel de vivero. Continuacion se muestran las figuras

obtenidas para cada factor con presencia de significancia estadistica.
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Figura 16. Prueba de Duncan (p<0.05) para el factor provincias en la
variable densidad de esporas.

Nota: Medias diferentes indican diferencias significativas. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 17. Prueba de Duncan (p<0.05) para € factor clon en lavariable
densidad de esporas.

Nota: Medias diferentes indican diferencias significativas. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Prueba de Duncan (p<0.05) paralas plantas trampaen la
variable densidad de esporas.

Nota: Medias diferentes indican diferencias significativas. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Efecto de interaccion entre provincias y plantas trampa
respecto al nimero de esporas.
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Figura 20. Efecto de interaccion entre provincias y clon respecto a
nUimero de esporas. Fuente: elaboracion propia
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Figura 21. Efecto de interaccion entre plantas trampay clon respecto al
nUmero de esporas. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 22. Prueba de Duncan (p<0.05) de los factores provincia, planta trampay clon
respecto a numero de esporas final de HMA.
Nota: Medias diferentes indican diferencias significativas. Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 16, muestra el andlisis de Duncan (p<0.05) para €l factor provincias en relacion
con lavariable nimero esporas(densidad), demostr6 que la fuente de inéculo de la provincia
Mariscal Caceres fue estadisticamente diferente a de las provincias Rioja y Lamas

respectivamente.

La Figura 17, muestra el andlisis de Duncan (p<0.05) para € factor clon en la variable
densidad de esporas, € suelo rizosférico del clon ICS mostro ser estadisticamente diferente

a clon CCN, siendo este tltimo el que menor cantidad de esporas reporto.

Lafigura 18, muestra la Prueba de Duncan (p<0.05) para las plantas trampa en la variable
densidad de esporas. La planta trampa que menor capacidad para multiplicar esporas fue la
planta de maiz, siendo ampliamente superado por la planta de arroz, demostrandose la
existencia de diferencias estadisticas entre si.
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LaFigural19, muestrad efecto de lainteraccion entre provincias y plantas trampa respecto
al nimero de esporas, € cua demostraron que los suelos delaprovinciade Mariscal Caceres
y multiplicados en las plantas de arroz fueron superiores al de las demas provincias, a pesar
de haberse multiplicado en las dos plantas trampa. Asimismo, laFigura20, muestrael efecto
delainteraccion entre provinciasy clon respecto al nimero de esporas, |os cual demostraron
que los suelos del clon ICS provenientes de la provincia de Mariscal Céceres obtuvieron
121246.7 esporas, siendo superior clon CCN que mostrd 9946.7 esporas. Ademas, permitid
demostrar que la cantidad de esporas obtenidas de la multiplicacién con los suelos de las
demas provincias Lamasy Rioja presentaron valores inferiores.

La Figura 21, muestra €l efecto de la interaccion entre plantas trampa y clones respecto al
numero de esporas, el cual demostré que e suelo delos clones ICS'Y CCN inoculados en
la planta de arroz presentaron mayor capacidad de esporulaciéon con 61 303.3 y 26 430
esporas en 100 g de suelo seco siendo superior a lo obtenido en las plantas de maiz que
obtuvieron 4290 esporas para €l clon ICSy 10 904 para CCN, lograndose asi demostrar
que la planta de arroz presentdé mayor capacidad parala multiplicacion de esporas.

Lafigura 22, muestrala Prueba Duncan (p<0.05) de los factores provincia, plantatrampay
clon respecto a nimero de esporas fina de HMA, muestra que € T7 (Mariscal Céceres:
ICS: Arroz) obtuvo el mayor nimero de esporasde HMA (174 766. 67 esporas en promedio),
seguido del T12 (Marisca Céaceres. ICS: Maiz) con 67 726. 67 esporas de HMA en
promedio, lo que demuestra que, la fuente de inéculo Mariscal Céceres influyd sobre la
esporulacion  micorricica, en especiadl medida con la planta trampa arroz
(independientemente del tipo de clon, que fue ICS paraambos). Otro dato importante afavor
del arroz seria que este cultivo tiene mayor densidad radicular que el maiz, lo que favorecio
la multiplicacién micorricica extrarradicular. Todo esto en comparacion con los deméas
tratamientos, quienes no tuvieron diferencias estadisticas significativas entre si, a estar en

un rango mucho menor (entre 2000 y 14000 esporas).



3.2. Caracterizacion por morfotipos de esporas nativas predominantesde HM A

Teniendo en cuenta | as caracteristicas morfol 6gicas (tamafio, forma. color, y reaccién al reactivo Melzer) de las esporas de HMA colectados de
suelos rizosférico de cacao pertenecientes a tres provincias de la region San Martin (Rioja, Lamas y Mariscal Céceres) y multiplicados bajo
condiciones de vivero haciendo uso de dos plantas trampa (arroz y maiz) por un periodo de 60 dias de crecimiento y 20 dias de estrés hidrico,
se logré identificar 38 morfotipos predominantes presentes en |os distintos tratamientos (Tabla 9).

Tabla9
Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes
cODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS
Color: Marron
Forma: Globosa
M1 Tamaio : 121.98 pm - 132.97 uym
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No
Color: Amarillo oscuro
For ma: Globosa
Tamafio : 97.73 pm - 96.58 um
M2 Reaccion areactivo Melzer: No

Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa

Tamario : 130.35 ym - 130.11 pm
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Marron

Forma: Globosa

Tamaio : 109.35 pym - 111.82 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No
Género:Glomus

M4

Color: Amarillo oscuro

Forma: Globosa

Tamaro : 68.58 um - 69.91 um
Reaccion a reactivo Mezer: No
Ornamentacion: No

M5

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS
a /7_7__--'—_?7\‘ P =y y i .
y mh\ PN IC::ol or: AéTag illoclaro
(v RERXS" £ RO orma: Globosa
M6 : Tamafio : 114.49 pm - 114.49 pm

M7

M8

Reaccion areactivo Melzer: Si
Ornamentacion: No

Color: Amarillo Oscuro

Forma: Globosa

Tamafio: 116.21 um - 116.01 pm
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: AmarilloClaro
Forma: Globosa

Tamaiio : 69.53 um - 69.72 um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa

Tamano: 132.21 ym - 132.92 ym
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M9

Color: Amarillo Oscuro

Forma: Globosa

Tamafo: 113.16 pm - 108.97 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M10

Color: Amarillo

Forma: Globosa esferica
Tamarfo: 121.61 pm — 133.01 ym
Reaccion areactivo Melzer: S

M11 Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo claro

Forma: Poligon-globosa
Tamaiio: 106.81 um - 113.03um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa esferica
Tamaiio: 88.01 um - 87.42 um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa

Tamafio : 75.44 ym - 75.67 um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

M14

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuaci n)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa

Tamafo : 66.74 pm - 68.62 pm
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

M15

Color: Amarillo brilloso

Forma: Globosa Lisa

Tamario : 128.08 um - 128.08 um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

M 16

Color: Amarillo

Forma: Globosa

Tamafo : 132.45 um - 132.97 ym
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M17

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo oscuro

Forma: Globosa

Tamaiio : 128.08 um - 131.01 pm
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Amarillo oscuro

Forma: Globosa

Tamafio : 131.05 pum - 134.78 pm
Reaccion areactivo Melzer: No

M19 Ornamentacion: No

Color: Amarillo oscuro

Forma: Globosa

Tamaio : 121.98 pm - 127.25 ym
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

[ e
Color: Amarillo
Forma: Globosa

M21 Tamafio : 115.74 um - 116.91 um

Reaccion areactivo Melzer: No

Ornamentacion: No

Color: Amarillo

Forma: Globosa

Tamaiio : 68.20 um - 66.68 um
M22 Reaccion areactivo Melzer: No

Ornamentacion: No

Color: Amarillo

Forma: Esferica

Tamaio: 71.06 um - 71.06 pm
M23 Reaccion areactivo Melzer: Si

Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuaci n)

CcODIGO MELZER CARACTERISTICAS

Color: Hidino

Forma: Globosa

Tamaio : 65.34 um - 66.48 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Amarillo claro

Forma: Globosa

Tamafo : 62.49 ym - 62.48 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Amarillo Claro

Forma: Poligono

Tamaro : 60.87 pm - 61.34 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M 26

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuacion)

CODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo
Forma: Globosa

M27 Tamafio : 202.12 pm - 205.36 pm

Reaccion areactivo Melzer: S

Ornamentacion: Si

Género: Acaulospora

Color: Marron rojizo

Forma: Rugosa

Tamaiio: 169.16 um - 169.50 pm
M 28 Reaccion areactivo Melzer: No

Ornamentacion: No

Color: Amarillo Osscuro

Forma: Globosa

Tamaiio : 106.49 um - 109.16 pm
M 29 Reaccion areactivo Melzer: No

Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuaci n)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: Amarillo

Forma: Globosa

Tamario : 139.66 pm - 137.36 pm
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

Género: Acaulospora

M30

Color: amarillo claro

Forma: Globosa

Tamafo : 97.84 ym - 97.53 um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M31

Color: amarillo claro

Forma: Esferica

Tamafno : 127.74 ym - 127.84 ym
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorriz cos arbuscul ares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

Color: amarillo claro

Forma: Esferica

Tamaio : 87.54 um - 87.54 um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

M33

Color: Amarillo

Forma: Globosa

Tamafo : 127.96 pum - 137.01um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

M 344

Color: Amarillo oscuro

Forma: Esfericacon pergoraciones
Tamafo : 143.66 um — 140.67um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: Si

Género: Acaulospora

M35

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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Morfotipos de esporas de hongos micorrizcos arbusculares predominantes (continuacion)

CcODIGO MELZER PVLG CARACTERISTICAS

™

Color: Hidina

Forma: Globosa

Tamaio : 53.23 um - 53.23um
Reaccion areactivo Melzer: No
Ornamentacion: No

Color: Amarillo

Forma: Globosa

Tamafo : 156.02 pum -149.32um
Reaccion areactivo Melzer: S
Ornamentacion: No

Color: Amarillo oscuro

Forma: Globosa

Tamafno: 120.44 pm -120.32um
Reaccion areactivo Melzer: Si
Ornamentacion:No

M38

Nota: M=Morfotipos. Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.1. Densidad de esporas por morfotipos totales predominantes

El estudio también permitié demostrar que de los 38 morfotipos encontrados, € que mayor
densidad presento fue el M24 con 192 527.6 esporas, que represent6 e 20.78 % del total, y
el morfotipo que menor nimero de esporas presento fue el M28 con 1465.7 esporas que
represento el 0.16 %. (Tabla 11y Figura 23).

Tabla 10

Densidad de esporas de |os morfotipos total es predominantes

Morfotipos NUmero de esporas Morfotipos Nl;n;gc;Se
M1 6880 M20 13169
M2 9485 M21 5960
M3 1638 M22 7068
M4 19984 M23 55768
M5 1629 M24 192528
M6 3258 M25 14336
M7 11820 M26 1673
M8 3336 M27 7392
M9 7048 M28 1466
M10 8869 M29 18616
M11 2005 M30 2380
M12 1913 M31 7736
M13 80038 M32 1540
M14 173308 M33 6444
M15 3989 M34 5565
M16 18761 M35 8808
M17 4110 M36 151413
M18 6580 M37 23234
M19 8362 M38 28241

Fuente: Elaboracion propia
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Porcentaje de la densidad total de esporas por

mor fotipos
M28 I 0.16%
M32 § 0.17%
M5 41 0.18%
M3 {1 0.18%
M26 § 0.18%
M12 I 0.21%
M11 I 0.22%
M30 I 0.26%
M6 8 0.35%
M8 8 0.36%
M15 Jll 0.43%
M17 0.44%
M34 0.60%
M21 0.64%
M33 0.70%
M18 0.71%
M1 0.74%
8 M9 0.76%
% M22 0.76%
= M27 0.80%
S w31 0.84%
M19 0.90%
M35 0.95%
M10 0.96%
M2 1.02%
M7 1.28%
M20 1.42%
M25 1.55%
M29 2.01%
M16 2.03%
M4 2.16%
M37 2.51%
M38 3.05%
M23 6.02%
M13 8.64%
M36 16.35%
M14 18.71%
M24 20.78%
o.c;o% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00%
PORCENTAJE

Figura 23. Representacion porcentual de la densidad total de los morfotipos
Fuente: Elaboracion propia.
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Tomando en cuenta la presencia de |os morfoti pos predominantes obtenidos alos 80 dias de
haber sido inoculados en dos plantas trampa, se logré determinar que existen ciertos
morfotipos que no tuvieron presenciaa menos en uno delas plantas trampa como se muestra
enlaTabla12, en e cua los morfotipos M (25,26,27,28 y 35) solamente tuvieron presencia
en la planta trampa de maiz mas no en la planta de arroz a pesar que € suelo rizosférico
utilizado para su inoculacion y proceso de multiplicacién son de las mismas parcelas de las
tres provincias mencionadas en €l estudio, caracteristica que podria estar condicionados a

factores que se debatiran en las discusiones del presente estudio.

Tabla 11
Especificidad de |os morfotipos predominantes presentes las plantas trampa

Morfotipos  Arroz Maiz Morfotipos Arroz Maiz
M1 3796 3084 M20 3360 9810
M2 1809 7676 M21 3431 2529
M3 860 778 M22 2337 4731
M4 7470 12515 M23 34812 20956
M5 1204 425 M24 140996 51531
M6 1393 1866 M25 0 14336
M7 6986 4834 M26 0 1673
M8 2467 869 M27 0 7392
M9 2892 4156 M28 0 1466
M10 3166 5703 M29 3885 14731
M11 1266 739 M30 1247 1133
M12 1347 567 M31 1755 5981
M13 78450 1588 M32 765 775
M14 153566 19742 M33 1180 5264
M15 255 3734 M34 1376 4189
M16 383 18378 M35 0 8808
M17 474 3636 M36 83888 67525
M18 2537 4043 M37 15729 7505
M19 3880 44381 M38 21379 6862

Fuente: Elaboracion propia
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3.3.  Porcentajede colonizacion micorrizica

LaTabla 13 muestran el ANV A parael porcentaje de colonizacion micorricicaradicular en
las plantas trampa y evaluados a 80 dias después de la siembra (DDS) en condiciones de
vivero. Datos sin transformar por cumplimiento de hip6tesis de normalidad de datos (ver
Apéndice 13y 14).

Tabla 12

ANVA del porcentaje de colonizacion micorricica radicular en plantas trampa
FV SC gL CM F p-valor
Modelo 2296.41 11 208.76 6.18 0.0001
Provincia 178.45 2 89.22 2.64 0.0919
Clon 69.50 1 69.50 2.06 0.1644
Planta 1782.25 1 1782.25 52.74 <0.0001
Provincia*clon 79.62 2 39.81 1.18 0.3250
Provincia* planta 26.58 2 13.29 0.39 0.6791
Clon*planta 69.39 1 69.39 2.05 0.1648
Provincia*clon*planta 90.63 2 90.63 1.34 0.2805
Error 811.01 24 33.79
Tota 3107.42 35

Nota: p <0.05 Presentan diferencias significativas Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza (Tabla 13), indica que existe diferencias altamente significativas (**)
solamente en € factor plantatrampay no significativo (N.S) en los demas factores incluido
lainteraccion triple, 1o que muestra que solo |os tipos de plantas trampas fueron influyentes
sobre la colonizacion micorricica radicular, esto posiblemente a que todos los tratamientos
mostraron colonizacion (sin destacarse un factor en especial). Ademés, se muestraunamedia
de 87.59 %, con un coeficiente de variabilidad de 6.64 % y un coeficiente de determinacion
(R?) de 7.74 %, lo que indica un alto grado de confiabilidad en la toma de datos y afinidad
de lavariable respuesta con | os tratamientos estudiados, demostrando estar dentro del rango

de dispersion aceptable, para trabajos de investigacion anivel de vivero.
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100 - 0 od cd
abcd abcd
90 -

80 - ab a ab
70 -
60 -

50 A B ARROZ

40 H » MAIZ

30 -

Porcentaje de colonizaciom

20 -
10 A

CCN ICS CCN ICS CCN ICS
Mariscal Caceres Rioja Lamas

Figura 24. Prueba comparacion de medias (p<0.05) para e porcentaje de colonizacion
Nota: Letrasiguales no muestran diferencias estadisticas. Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis de comparacion de medias de (p<0.05) (Figura 24) para € porcentae de
colonizacion radicular de esporasde HMA inoculadas y multiplicadas en dostipos de plantas
trampa, muestra que € tratamiento 8 (Lamas: CCN: Maiz) obtuvo €l mayor porcentaje de
colonizacion radicular (98.33 % en promedio), seguido de los tratamientos T4 (Mariscal

Céceres: CCN: Maiz), T12 (Mariscal Céceres: ICS: Maiz) y T6 (Rioja: ICS: Maiz) con 97.22
%; 96.11 % y 96.11 % de colonizacién en promedio respectivamente, lograndose demostrar
gue las esporas colonizaron en gran medida al cultivo trampa maiz (independientemente del

tipo de provinciay € clon de cacao), corroborando asi |a eficienciade las esporas presentes
en estos suelos. Dél total de los tratamientos evaluados, hubo tratamientos que presentaron
resultados que fluctuaron entre 70 — 90 % de colonizacidn, ademas de no presentaron
diferencias estadisticas significativas entre si. Estos resultados indican que, la plantatrampa
maiz es muy eficiente en lasimbiosis micorrizaarbuscular, en mayor medidaque €l arroz, y
gue no necesité de los demas factores (sin diferencia estadistica) parafavorecer la capacidad

de colonizacion radicular de las plantas trampa.
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3.4. Correacion entre nUmero de esporasy colonizacion micorrizica

Con respecto a la correlacion entre el nimero de esporas y € porcentaje de colonizacion
micorrizica, e vaor de Pearson (0.084) indica que ambas variables no estan correl acionadas

entre si, demostrandose que cada valor de | as variables obtenido es independiente.

—
<
O
£
O
L1l
|_
Z
O
O

CONTEO FINAL
COLONIZACION

CONTEOQ.INICIAL

CONTEO.FINAL

COLONIZACION

Figura 25. Andlisis de correlacién nimero de esporas y colonizacion.

Nota: No hay correlacion entre € conteo inicial de esporas, final y colonizacién por
lo que no seria necesario realizar un andlisis de regresion Fuente: Elaboracion propia.

73



3.5. Corrédacion entrenimero de esporasy parametros fisico quimico del suelo

Con los resultados de los andlisis de suelos (Apéndice 15) y mostrados en la Tabla 13, se

realizo € andlisis de correlacion los cuales se muestran en lafigura 26.

Tabla 13
Andlisis de suelo de las muestras colectadas de campo
Provincias Clones pH C.Eds¥m (%) CaCOs MO (%) N (%) P (ppm) K(ppm)

Mariscal Céaceres ICS 5.96 041 -0.30 5.16 0.23 12.88 355.00
Mariscal Caceres CCN 6.27 0.28 -0.30 3.27 0.15 16.54 112.50
Rioja ICS 5.27 0.43 -0.30 5.87 0.26 45.00 68.00
Rioja CCN b5.77 0.62 -0.30 5.83 0.26 60.00 107.00
Lamas ICS b.75 0.17 -0.30 474 0.21 6.92 123.00
Lamas CCN b5.35 0.57 -0.30 3.87 0.17 10.38 161.00
<
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P 5d0.7p.72 1 Jb.770.7.71
: BE o
ALTURA |0.04]8 b.770.8{ 1 6d.o«|N K
x 0.0+ I I R - I R
* o 810,18 15 0

Figura 26. Andlisis de correlacién nimero de esporas y parametros del suelo.

Nota: No hay correlacion entre el conteo inicial de esporas'y 10s parametros de suelo por 1o que
no seria necesario realizar un andlisis de regresion. Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. NumerodeesporasdeHMA

4.1.1. Conteoinicial de esporas

Con los resultados obtenidos se logré determinar que |os suel os asociados a plantaciones de
cacao de los clones ICS Y CCN pertenecientes a la provincia de Mariscal Caceres
presentaron menor promedio total de esporas, con 221 esporas para el clon ICSy 199 para
CCN, y laprovinciade Lamas: con 317 esporas para el clon ICSSy 262 esporas para CCN,
fue la que presentd e mayor nimero de esporas viables en 100 g de suelo, a pesar de
presentar variaciones del nUmero de esporas estas no mostraron diferencias estadisticas entre
si. Por lo tanto, la cantidad de esporas presentes en un suelo rizosférico natural estaria
notablemente influenciada por los componentes fisicos y quimicos del suelo asociado a la
planta hospedante (Herndndez y Monroy, 2019), las condiciones y épocadel muestreo (Pefia
et al., 2006), ademas, por las condiciones geograficas de los lugares de extraccion ya que

influyen en lavariacion de ladistribucién y densidad de esporas (Arévalo, 2016).

En tal sentido, la cantidad de esporas reportada en e presente estudio resulta similar con
investigaciones preliminares. Una de ellas, en la que caracterizaron la poblacién de hongos
micorrizicos arbusculares de tres clones de cacao (ICS95, CCN51 y FSA12), reportd que el
clon CCN51 presentd un total de 169 esporas por cada 100 g de suelo rizosférico, € clon
ICS95con 139y d clon FSA 12 con 220, siendo este Ultimo € que present6 € nimero
mayor de esporas (Herndndez y Monroy, 2019). De la misma manera, con €l estudio de la
prospeccion de ladensidad de esporas y colonizacion de HMA en cacao silvestre de Ucayali
y Madrede Dios, el cual mostro valores entre 140 y 180 esporas/100 g suel o, siendo Ucayali
el que tuvo una tendencia de mayor cantidad de esporas, no obstante, no presentaron
diferencias estadisticas entre si (Arévalo, 2016).
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Por otro lado, los resultados mostrados por Rojas et al. (2014) que tuvo como objetivo
conocer laabundanciay diversidad de HMA asociados con cacao (Theobroma cacao L.) en
tres diferentes agroecosistemas en la Amazonia peruana, obtuvieron valores entre 780 a
1100 esporas por cada 100 g de suelo de campo, donde AGR-1 y AGR-2, mostraron valores
de (542.5 y 540) esporas respectivamente, sin embargo, el AGR-3 registré6 un promedio
superior con 917.5 esporas, demostrando ser estadisticamente significativo. Sin embargo,
estos valores resultaron ser mayores a la densidad de esporas reportada en este estudio, ya
gue se contabilizaron un aproximado de 228 y 246 esporas/100 g suelo paralos clones ICSS
y CCN respectivamente. En consecuencia, las diferencias con respecto a la cantidad de
esporas encontradas en el presente estudio, podria estar influenciadas por la geografia del
area, lametodol ogia de obtencidn y conservacion de las muestras, ademas delas condiciones

fisicasy quimicas del suelo.

4.1.2. Conteo final de esporas

La presente investigacion permitié demostrar que las plantas trampa inocul adas con esporas
nativas de suelos asociados a dos clones de cacao provenientes de tres provincias de la
Regién San Martin, tienen una amplia capacidad de multiplicar esporas en condiciones de
vivero, puesto gque presentd una media de 25732 esporas, asimismo, T7 compuesto por
plantas de arroz inoculados con suelo rizosférico proveniente de la provincia de Mariscal
Caceres, del clon ICS presentd el mayor nUmero de esporas de HMA con 174766. 67 esporas
en 100 g de suelo, mientras que e T9 comprendido por suelo rizosférico proveniente de la
provinciade Rioja, del clon CCN, inoculado en plantas de arroz presentd menor cantidad de
esporas con 2886.67 en 100 g de suelo. Por otro lado, T12 inoculado en maiz con suelo
rizosférico proveniente de Mariscal Céceres, del clon ICS mostré 67726. 67 esporas en 100
g de suelo en promedio. Lo que indicaque los suel os rizosféricos proveniente de laprovincia
de Mariscal Céceresinfluyeron sobre laesporulacion micorricica, en especial medidacon la
plantatrampa arroz, independientemente del tipo de clon, que fue ICS paraambos. Otro dato
importante a favor del arroz seria que este cultivo tiene mayor densidad radicular que €l
maiz, lo que favorecio la multiplicacion micorricica extrarradicular. Todo esto en
comparacion con los demas tratamientos, quienes no tuvieron diferencias estadisticas

significativas entre si, a estar en un rango mucho menor (entre 2000 y 14000 esporas).
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En efecto, €l uso de suelo rizosférico nativo de cacao inoculadas en las plantas trampa
demostraron tener efectividad para € uso en los procesos de multiplicacion de hongos
micorrizicos arbusculares nativos, tal como lo demostré Asano y Dooring, (1997), utilizando
plantas trampa de la especie de graminea (Brachiaria decumbens) bajo condiciones de
vivero, logré obtener 43700 esporas de Glomus albidum y 56400 esporas de G.
fasciculatumen 100 g de suelo, cuyo resultado es menor al reportado por e presente.
Asimismo, superaampliamente alo demostrado por Molina et al. (2006) quienes evaluaron
la multiplicacién de esporas de hongos micorrizicos arbusculares asociadas a las
plantaciones aliso (Alnus acuminata H.B.K.) y empled como cultivos trampaa brachiaria
(Brachiaria decumbens) y raygrass beef builder (Lolium perenne) en distintos sustratos mas
una solucién nutritiva de Bazamid a 0.05 % , reportando una cantidad minima de 7600 y
maxima de 19900 esporas en 100 gramos de suelo seco durante un periodo de 4 mesesy 14

dias de estrés hidrico.

Del mismo modo, Chaiyasen et al. (2016), mostraron un nimero total que oscil6 entre 1081
y 9050 esporas en 100 g de suelo haciendo uso de tres plantas trampa (Zea mays, Sorghum
bicolor y Mimosainvisa) y diferentes sustratos en invernadero durante un periodo de 90 dias
y con 7 dias de estrés hidrico. Un estudio similar, realizd Pérez (2019), quien mostré que la
planta trampa (Oryza sativa L.) present6 la mayor cantidad de esporas en promedio con un
total de 1261 esporas, siendo ampliamente superior alas plantas de maiz con 196 esporas en
100 g de suelo.

En sintesis, la cantidad de esporas obtenidos producto de la multiplicacion se fundamenta
gue las plantas trampa es un factor determinante en el incremento de poblaciones de HMA
gue generalmente se encuentran en simbiosis fungica obligada (Mufioz, 2000). Asimismo,
se podria inferir que € suelo micorrizico de la fuente de in6culo Mariscal Céceres podria
contener algun componente fisico o quimico que hayaintervenido afavor de laesporul aciéon,

ademas de haber interactuado con una planta altamente micorrizicacomo € arroz.
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La eficacia de una planta trampa para la multiplicacion de esporas depende ampliamente de
las condiciones de la fuente de indculo. Los resultados de este estudio mostraron que la
planta trampa de arroz presentd condiciones favorables parala multiplicacion, debido a que
este cultivo tiene mayor densidad radicular comparado a cultivo de maiz. Asimismo, cabe
recalcar que depende en gran medida de las especies dominantes de hongos micorrizicos
arbusculares y su propagacion varia de acuerdo con el cultivo trampa (Selvakumar et al.
2016), en otras palabras, |a cantidad de especies individuales de HMA varia dependiendo de
larizosferade las plantas (Selvakumar et al. 2016).

También es importante agregar que la esporulacion de los HMA no solamente esta definida
por la presencia de esporas en el suelo rizosférico nativo utilizado como indculo, si ho que
existe otras estructuras fungicas (arbuscul os e hifas) que durante el proceso del conteo inicial
no se pueden identificar, pero si tienen capacidad de propagacion, que a utilizar diferentes
CONSOrcios micorrizicos nativos es probable que haya abundante cantidad de unidades de
infeccion y menor presencia de esporas Prieto et al. (2011), que resulte favorable en el

incremento de micorrizacion de las plantas (Pérez et al. 2012 y Gallegos et al. 2009).

Sin embargo, existe evidencia que indica gue no todos los consorcios micorrizicos logran
redlizar la esporulacion, puesto que estaria influenciada por € suelo, condiciones
medioambientales y caracteristicas fisiologicas de las plantas trampa. (Ledn, 2006),
particularidades que podrian explicar la razén por la cua € T7 establecido por suelo
rizosférico de la provincia de Mariscal Caceres inoculado en plantas de arroz presento el

mayor nimero de esporas de HMA en promedio alos 80 dias de multiplicacion.
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4.2. Caracterizacion por morfotipos de esporas nativas predominantesde HM A

De acuerdo a los estudios realizados sobre |0s suel os rizosféricos de cacao pertenecientes a
tres provincias de la region San Martin (Rioja, Lamas y Marisca Caceres), se logro
identificar la presencia de 38 morfotipos predominantes presentes en los distintos
tratamientos. De los cuales, el que mayor presencia de morfotipos presento fue el T8 con un
total de 16 morfotipos, y en menor abundancia se presentd en el T6 con un total de 6

morfotipos diferentes.

Ademas, la investigacion logro demostrar que de los 38 morfotipos encontrados, € que
mayor densidad presentd fue el M24 con 192527.6 esporas, que represento € 20.78 %, vy €l
morfotipos que menor densidad present6 fue e M14 con 1465.7 esporas que representd €
0.16 % del total de esporas. Tomando en cuenta la presencia de los morfotipos
predominantes obtenidos a los 80 dias de haber sido inoculados en dos plantas trampa, se
logré determinar que existen ciertos morfotipos que no tuvieron presencia al menos en uno
de las plantas trampa, en e cua los morfotipos M (25,26,27,28 y 35) solamente tuvieron
presencia en la planta trampa de maiz mas no en la planta de arroz a pesar que € suelo
rizosférico utilizado para su inoculacion y proceso de multiplicacion son de las mismas

parcelas de las tres provincias mencionadas en el estudio.

En sintesis, esta premisa coincide con estudios anteriores realizados por Declerck et al.
(1995) citado por Alarcon y Ferrera (1999), en el cua demostraron la existencia de factores
intrinsecos que determinan las respuestas de micorrizacion de un hongo micorrizico
arbuscular influenciado por e genotipo de la planta hospedante, ya que, es posible encontrar
diversos grados de dependenciay respuesta micorrizica entre plantas de una misma especie.
Dichacompatibilidad entre ambos genoti pos (hospedante-simbionte) sera muy determinante
para la propagacion. Ademéas, existen factores edaficos y ambientales que se relacionan
estrechamente de forma influyente con una especie o grupo de especies de hongos
micorrizicos arbusculares y son determinantes parala preparacion de los indcul os utilizados

paralareproduccién y multiplicacién de esporas HMA (Hernandez y Salas, 2009).
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Por otro lado, es preciso indicar que existe la probabilidad que cada especie 0 morfotipos
presentes en € suelo rizosférico o indculo se comporten de forma diferenciada entre si
durante e proceso de multiplicacion a través de la utilizacién de plantas trampa,
condicionando su presencia y ausencia en una u otra planta hospedera (Del Aguila et al.,
2018). Ademas, es preciso indicar que, es probable que cada especie 0 morfotipos presentes
en el suelo rizosférico o inéculo se comporten de forma diferenciada entre si durante el
proceso de multiplicacion dependiendo de la planta trampa utilizada, condicionando su
presencia o ausenciaen funcion ala planta hospedera (Del Aguilacet al., 2018). Por lo tanto,
las esporas de los morfotipos que no tuvieron presencia en ambos cultivos (arroz y maiz),
estarian siendo especificas para una sola planta trampa hospedera o podrian estar
influenciadas por otrosfactores que condicionan su desarrollo en €l proceso de micorrizacion

y multiplicacién en las plantas hospederas.

4.3.  Porcentajede colonizacion micorrizica

El estudio de multiplicacién de hongos micorrizicos arbuscul ares nativos de suel os de cacao
detres provincias de laregion San Martin propagadas en dos plantas trampa en condiciones
devivero, demostré la capacidad delos HMA paracolonizar |as raices de las plantas trampa,
siendo mayor en las raices de las plantas de maiz que en las de arroz, puesto que, €l T8
compuesto por suelo rizosférico de la provincia de Lamas, del clon CCN e inoculado en
plantas de maiz, fue quien presentd mayor porcentaje de col onizacion radicular en promedio
(98.33 %), y & T9 conformado por suelo rizosférico de la provinciade Rioja, del clon CCN
registré menor porcentaje de colonizacion con 74.4% en raices de arroz, en tal sentido
presentaron diferencias estadisticas entre ambos. Ademas, del total de los tratamientos
evaluados, hubo tratamientos que presentaron resultados que fluctuaron entre 70 % — 90 %

de colonizacion, sin embargo, no presentaron diferencias estadisticas significativas entre si.

Dichos resultados estarian avalados con resultados de investigaciones preexistentes, como
lo demostrado por De Dieu Habiyaremye et al. (2018), quienes indicaron que las raices de
planta de maiz inoculadas con HMA presentaron un porcentgje de colonizacion que oscilo
de 10 % a 100 % y con una colonizacion media de 40 %, asimismo, Dang et al. (2018), en
lacual estudiaron lacapacidad simbi6ticade los hongos micorrizicos arbuscul ares en plantas

trampa de corto periodo vegetativo (Zea mays, Oryza sativa, Bidens pilosa, Plantago spp. y
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Pensacola bahia), y demostraron que la tasa més alta de colonizacién por HMA observaron
en las plantas de maiz con un total de 67 % mientras que el mas bajo se presentd en Bidens
pilosa con 15 %, siendo estadisticamente diferentes. Por otro lado, Chaiyasen et al. (2016)
evauaron la influencia de las plantas trampa y sustratos en la propagacion de esporas de
HMA, demostraron que la plantatrampa (Zea mays) present6 65 % de colonizacion radicul ar
sembrados con sustrato de vermiculita, siendo superior a Sorghum bicolor y Mimosa invisa
con valores menores a 43 % y 35 % respectivamente, siendo el factor planta trampa

estadisticamente diferente entre si.

Del mismo modo, Carredn et al. (2013) obtuvieron un porcentaje de colonizacion total con
valores superiores a 70 %, siendo de mayor en las plantas de pastos (88.9 %) y tabaco (81
%), pero laplantade maiz obtuvo un total de (78.4 %), resultados que demuestran la eficacia
de la planta de maiz para la colonizacion de los hongos micorrizicos arbusculares para la
reproduccion. Sin embargo, € estudio realizado por Pérez, (2019) sobre la produccion
masiva de HMA haciendo uso de plantas trampas (Oryza sativa, Zea mays y Brachiaria
brizantha) demostré que el porcentaje méas alto se reportd en Oryza sativa con promedio de
24.49 %, superando estadisticamente a Zea mays con 17.18 % y Brachiaria brizantha con
5.80 %, esto posiblemente por los factores nutricionales y tipo del suelo intervinientes

durante el proceso de multiplicacion.

Una de las razones para explicar esta observacion es que €l maiz es una planta altamente
micotrofica facultativa, de crecimiento rgpido y con un sistema radicular extenso y
ramificado (Bustamante y Zambrano, 2017), principalmente por ser una planta
monocotiledonea, caracteristica importante para ser colonizada (Sharma et al. 2017),
permitiendo asi laampliaproliferacion de estructuras de esporasHMA en laraiz delaplanta.
Ademas, la conformacion anatémica, fenoldgicay fisioldgica dd sistema radicular de las
plantas trampa podria estar relacionada con € alto porcentaje de colonizacion delos HMA
(Sharmaet al. 2017 ; Carballar, 2009), como es el caso de la planta de maiz, € cual posee
en su raices dos cubiertas tipo mucilaginosas, uno espeso que se adjunta a las céulas
epidérmicas y otro gelatinoso que se produce en la cubierta delaraiz, que amedida que la
raiz vacreciendo, este manto de mucilago se separa conjuntamente con células hipodérmicas

y epidérmicas, caracteristicaprincipal queladiferenciadelasraicesdeotras plantas, yaque
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producto de la presencia de este mucilago se separa con las células corticales de la raiz
favoreciendo a mayor grado de colonizacion (De Dieu Habiyaremye et al. 2018). Esta
caracteristicano esta presente en la planta de arroz, debido ala presenciaabundante detejido
aerenquimatico en laraiz (Gutjahr et al. 2009) que produce ladisminucién del tejido cortical,
siendo en este ultimo la zona donde se produce la ssmbiosis y por ende la colonizacion
(Lambaisy Ramos, 2010). Asimismo, €l arroz cuentacon raices | aterales finas que presentan
mayor resistencia a la colonizacién por esporas de hongos micorrizicos arbusculares
taxonodmicamente diferentes (Vallino et al. 2014), razén por la cua e porcentgje de

colonizacion en la planta de arroz fue menor.

Asimismo, la colonizacién de las plantas con hongos micorrizicos arbusculares no genera
cambios severos de la morfologia externa de la raiz, pero si la estructura interna, ya que
sintetizan una serie de pigmentos cuando son colonizadas por HMA (Salas, 2004). De esta
manera, la colonizacion de las raices por HMA esta estrechamente relacionada con los
factores fisiologicos de la planta (Arévalo, 2016) debido a que los hongos micorrizicos
arbusculares modifican a menudo € intercambio gaseoso de |as raices de las plantas (Augé
et al. 2016) por medio de cambios del medio de interaccion (raiz-hongo) y del medio de la
composicion de los gases del ambiente anivel radicular del cultivo hospedante (Mena et al.
2011). Ental sentido, los niveles de crecimiento de laraiz de las plantas son fundamentales
para permitir la colonizacion por ciertos hongos micorrizicos arbusculares (Del Va et al.
1999). Por lo tanto, el mayor porcentaje de colonizacion presentado en las plantas de maiz
podria estar facultado por la interaccion compatible entre la planta huésped y € inéculo de
HMA (Carrenho et al. 2002), puesto gque la planta hospedera puede definir €l desarrollo de

colonizaciéon delos HMA.

Otra de las razones para explicar la superioridad de colonizacién de las raices de la planta
de maiz sobre la planta de arroz es que existen investigaciones anteriores donde se ha
demostrado que los niveles de colonizacion micorrizica variaincluso a nivel de genotipos
de plantas dentro de las mismas especies (Tawaraya, 2003), independientemente del género
(De Dieu Habiyaremye et al. 2018). Ta como lo demostré Hernandez et al. (2006), la cua
realizaron un estudio de inoculacion micorrizica y su efecto en e crecimiento de dos

leguminosas Acacia farnesiana y Prosopis glandulosa, y reportaron un porcentgje de
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colonizacion entre 61.7 % y 67.2 % en Acacia farnesiana y menores a5 % y 20 % en
Prosopis glandulosa. Del mismo modo Sandoval, (2019) demostré diferencias entre dos
especies de leguminosas forrgeras, Leucaena leucocephala y Centrosema macrocarpum,
los cual es mostraron una col onizacion de 28.87 %'y 72.89 % respectivamente. Coincidiendo
con el presente estudio en donde ambas plantas trampa son distintas en género y especie,
pero perteneci entes alamismafamiliataxonomica (gramineas) ademés que en las gramineas
no existe un patron definido de colonizacion por HMA (Sangabriel et al. 2010).

4.4. Correlacion entre nimero de esporas con colonizacion micorrizica

El presente estudio demostrd que no existe correlacion directa (Pearson 0.084) entre €l
nimero de esporas y € porcentaje de colonizacién micorrizica. Este efecto podria estar
relacionado con lainfluenciade factores propios delas fuentes de suel o rizosférico utilizadas
como indculo sobre el proceso de esporulacion y colonizacion de las esporas de HMA. Esta
premisa es avalada por Abud et al. (2016), el cual concluye que la diversidad de especies y
el nmero de esporas inoculadas en plantas trampa tienen relacion con factores enddgenos
(genéticos), tipo de raiz, fisiologia y grado de micotrofia de su hospedante y a la
disponibilidad nutricional del suelo.

En tal sentido, lo demostrado por € presente estudio coincide con lo reportado por diversos
autores, tal es e caso de Abud et al. (2016) donde con un valor de Pearson de -0.098
demostré la no existencia de una correlacion lineal entre nimero de esporas presentes en €l
suelo y el porcentgje de colonizacién micorrizica en la raiz. Asimismo, Thougnon et al.
(2014) demostré que la correlacion entre la abundancia de esporas y la colonizacion
micorricica fue bagja (r = 0.37) y sin significancia estadistica (p = 0.197). De igual manera
Pefialoza, (2019) indico que € nimero de esporas no presentd correlacion con e porcentaje
de colonizacion registrados en los cultivos trampa estudiados, a igual que otros autores
(Hernandez y Monroy, 2019; Hernandez et al., 2006; Pérez et al., 2012 y Carballar, 2009).
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Dada alas diferencias encontradas, esimportante mencionar que la existencia de una mayor
colonizacion por parte de los HMA no esta determinada por un alto nimero de esporas
presentes el suelo, debido a la influencia de otros factores (biologicos y edéficos) en e
momento de la colonizacion y esporulacion (Rodriguez et al., 2015) como son las hifas que
presentan un desarrollo precoz provocando la infeccién (colonizacion) temprana 'y a mayor
nivel en lasraices de las plantas adiferenciade las esporas que su proceso de desarrollo es
mas |lento (Thougnon et al. 2014). Por lo tanto, seinfiere que el grado de mayor esporulacion
delosHMA no siempre se correlaciona con la capacidad de colonizacion de éstos, pudiendo
ser inversa o directamente proporcional entre si, logrando asi demostrar que la mayor
eficacia de los hongos micorrizicos arbusculares estaria relacionado en mayor grado a su
capacidad especifica de infectar las raices de los cultivos y no en la cantidad de esporas que

puedan encontrarse en el suelo.



CAPITULO V: CONCLUSIONES

La planta trampa con mayor eficiencia de multiplicacion de esporas de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) fue la planta de arroz debido a que presenté mayor

esporulacion.

El nUmero de esporas nativas viables de HMA en 100 g de suelo rizosférico puede
ordenarse de forma descendente de la siguiente manera: T7 (Mariscal Céceres: ICS:
Arroz), T12 (Mariscal Céaceres. ICS: Maiz), T4(Marisca Céceres. CCN: Maiz), T5
(Riojaz. CCN: Maiz), T8 (Lamas. CCN: Maiz), T6 (Rioja: ICS: Maiz), T1 (Mariscal
Caceres: CCN: Arroz), T2 (Lamas: ICS: Arroz), T3 (Lamas: CCN: Arroz), T10 (Lamas:
ICS: Maiz), T11 (Riogja: ICS: Arroz) y T9 (Riojac CCN: Arroz).

Se encontraron 38 morfotipos diferentes, siendo el M24 e gque presenté mayor cantidad
de esporas (192527.6), representando e 20.78 % del total presentes en los 12
tratamientos. Asimismo, los morfotipos que mayor presenciatuvieron fueron M4Y M29

presentes en 9 tratamientos diferentes.

El porcentaje de colonizacidn micorrizica fue mayor en el tratamiento 8 (Lamas. CCN:
Maiz) con un valor de 98.33 % y fue menor en € tratamiento 9 (Rioja: CCN: Arroz) con
un valor de 74.44 %.

Seguin el andlisis realizado con los parametros de | os suelos y los factores estudiados, no
se evidencio correlacion directa entre si, por o que no comprenderiarealizar un andlisis

de regresién mdltiple.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Si se desea redizar la multiplicacion de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) agran escala se recomienda utilizar plantas de arroz como planta trampa con un

tiempo de estrés hidrico no menor a 20 dias.

Se recomienda redlizar andisis fisicoquimico de suelos de cada tratamiento para
observar lainfluencia de factores edaficos sobre el comportamiento de la diversidad de

las esporas de HMA presentes.

Se debe redlizar laidentificacién molecular de las de esporas de HMA propagadas para

comprender la compatibilidad especifica con las raices de las plantas trampa.

Evaluar |a adaptabilidad de las micorrizas multiplicados en vivero y su interaccion en las

plantaciones de cacao con fines productivos.
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TERMINOLOGIA

Aislamiento de esporas. Consiste en la separacion de esporas de una placa con presencia
diversas esporas hacia una luna de reloj con agua estéril, siendo diferenciadas por sus

caracteristicas externas visibles en el microscopio (color, tamafio y forma).

Bafio maria: Proceso en el cual selograr calentar muestras en agua en un periodo de tiempo

determinado y una temperatura de oscilacion constante.

Centrifugacion: Es un proceso mediante € cual se separan distintos contenidos (sdlidos de
liquidos) de diferentes densidades por medio de una fuerza rotatoria, permitiendo que el

contenido menos denso permanezca en la superficie de una solucion.

Cuantificacion de esporas. Procedimiento que consiste el recuento individua de las
esporas viabl es presentes en un determinado volumen de suel 0. Procedimiento indispensable

para determinar la densidad de esporas presentes en un sustrato.

Decantacién: Es un procedimiento de carécter fisico utilizado para separar composiciones.

Permite separar un solido de un liquido o dos liquidos por |a diferencia de sus densidades.

Estilete: Es utilizada principamente como punzon para la limpieza de las esporas.
Generalmente es fabricada de agujas con hojalargay aguda.

L actoglicerol. Solucién liquida que se obtiene de la mezcla de tres componentes quimicos
(acido lactico, glicerol y agua destilada) en proporcién de volumen (1.1.1). Se utiliza en €l
proceso de post tincion deraices y funciona como decol orante y preservativo (conservacion)
de muestras de raices.

Material biologico: Sustrato compuesto por tierray raicill as procedentes de la parte cercana

al tronco principa de una planta, €l cual caracteriza por la presencia de esporas de HMA, y
gue puede ser usado con otros sustratos parallevar a cabo la multiplicacion de esporas.
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Montar esporas. Procedimiento que consiste en colocar las esporas de HMA sobre una
laminilla porta objeto juntamente con un reactivo para ser observados en el microscopio.

Multiplicacion de HMA: Proceso que se refiere ala produccion masiva de esporas dentro
de un determinado tiempo, haciendo uso de material biol 6gico nativo o comercial juntamente

con plantas hospederas.

Simbiontes: Proceso caracteristico de dos organismos que cohabitan de entre si, en los que
ambos se benefician sin ocasionarse dafio alguno y es esencia para completar procesos de
desarrollo que por ellos mismos serian incapaces de alcanzar. (hongos y plantas)

Sometimiento a estrés hidrico: El resultado de una reduccion de la cantidad de agua
disponible para una planta vegetal. Indispensable para lograr la esporulacién de los HMA

dentro del proceso de multiplicacion de esporas.

Tamizado: esun método de caracter mecanico que esesencial paraseparar dos componentes

solidos con diferentes dimensiones de sus particulas.
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APENDICES

Apéndice 1. Ubicacion geogréficadel distrito Nueva Cgjamarca, Rioja
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Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 2. Ubicacion geogréfica de las tres provincias de laregion San Martin
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Apéndice 3. Aislamiento de esporas e identificacion de morfotipos

Fuente: Elaboracion propia
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Aislamiento de esporas e identificacion de morfoti pos(continuacion)

Fuente: Elaboracién propia
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Aislamiento de esporas e identificacion de morfoti pos(continuacion)

On propia

7

Fuente: Elaboraci
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Aislamiento de esporas e identificacion de morfoti pos(continuacion)

Fuente: Elaboracion propia
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Aislamiento de esporas e identificacion de morfoti pos(continuacion)

Fuente: Elaboracion propia
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Aislamiento de esporas e identificacion de morfoti pos(continuacion)

Fuente: Elaboracién propia
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Apéndice 4. Presencia de esporas y vesiculas de HMA en las raices de las plantas
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Nota: Imagenes obteni dascon e mi croécopio LeicaDM100-LED a diferentes escalas.

Fuente: Elaboracién propia.
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Apéndice 5. Presencia de arblisculos de HMA en las raices de las plantas trampa

4

Nota: Imagenes obtenidas con el microscopio Leica DM100-LED a diferentes escalas.

Fuente: Elaboracion propia
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Apéndice 6. Presencia de hifasy micelio extrae intraradicular en las raices de las

plantas trampa

Nota: Imégenes obtenidas con el microscopio Leica DM100-LED a diferentes escalas.

Fuente: Elaboracién propia.
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Apéndice 7. Presencia de agrupaciones de esporas HMA en las raices de | as plantas

trampa
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Nota: Imagenes obtenidas con el microscopio Leica DM100-LED a diferentes escalas.

Fuente: Elaboracion propia
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Apéndice 8. Conteo inicial de ladensidad de esporas presentes en 100 g de suelo

Provincias Clones Plantatrampa Tratamientos Conteoinicial
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 196.67
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 200.00
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 150.00
Lamas ICS Arroz T2 113.33
Lamas ICS Arroz T2 610.00
Lamas ICS Arroz T2 290.00
Lamas CCN Arroz T3 216.67
Lamas CCN Arroz T3 316.67
Lamas CCN Arroz T3 133.33
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 196.67
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 146.67
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 306.67
Rioja CCN Maiz T5 216.67
Rioja CCN Maiz T5 316.67
Rioja CCN Maiz T5 133.33
Rioja ICS Maiz T6 266.67
Rioja ICS Maiz T6 190.00
Rioja ICS Maiz T6 160.00
Mariscal Caceres ICS Arroz T7 336.67
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 136.67
Mariscal Caceres ICS Arroz T7 110.00
Lamas CCN Maiz T8 220.00
Lamas CCN Maiz T8 160.00
Lamas CCN Maiz T8 523.33
Rioja CCN Arroz T9 283.33
Rioja CCN Arroz T9 256.67
Rioja CCN Arroz T9 143.33
Lamas ICS Maiz T10 196.67
Lamas ICS Maiz T10 476.67
Lamas ICS Maiz T10 213.33
Rioja ICS Arroz T11 240.00
Rioja ICS Arroz T11 200.00
Rioja ICS Arroz T11 156.67
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 156.67
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 333.33

Mariscal Céceres ICS Maiz T12 250.00
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Apéndice 9. Pruebas de normalidad de datos y homocedasticidad de varianzas parala
variable Densidad de esporasiniciales

Los datos de densidad inicial cumplieron con los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianza

Prueba Shapiro Wilk (para normalidad):

W = 0.95523, p-value = 0.2329, el p value es mayor a 0.05 por lo que si se cumple la
normalidad de los datos.

Prueba Breusch-Pagan test (para homocedasticidad u homogeneidad de varianza):

BP = 16.241, df = 11, p-value = 0.06201, p value es mayor a 0.05 por lo que si se cumple
la homogeneidad de varianza
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Apéndice 10. Conteo final de ladensidad de esporas presentes en 100 g de suelo

Provincias Clones Plantatrampa Tratamientos Conteo final
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 7480
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 4650
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 5070
Lamas ICS Arroz T2 4190
Lamas ICS Arroz T2 5330
Lamas ICS Arroz T2 6830
Lamas CCN Arroz T3 3860
Lamas CCN Arroz T3 4130
Lamas CCN Arroz T3 4760
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 17270
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 14180
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 11030
Rioja CCN Maiz T5 10970
Rioja CCN Maiz T5 11740
Rioja CCN Maiz T5 10290
Rioja ICS Maiz T6 6270
Rioja ICS Maiz T6 8330
Rioja ICS Maiz T6 7930
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 186200
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 176900
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 161200
Lamas CCN Maiz T8 5860
Lamas CCN Maiz T8 9830
Lamas CCN Maiz T8 6970
Rioja CCN Arroz T9 2210
Rioja CCN Arroz T9 3060
Rioja CCN Arroz T9 3390
Lamas ICS Maiz T10 4460
Lamas ICS Maiz T10 2290
Lamas ICS Maiz T10 5410
Rioja ICS Arroz T11 3710
Rioja ICS Arroz T11 2850
Rioja ICS Arroz T11 4520
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 68040
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 63840

Mariscal Céceres ICS Maiz T12 71300
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Apéndice 11. Pruebas de normalidad de datos y homocedasticidad de varianzas parala
variable Densidad de esporas finales.

Los datos de densidad final no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza por lo que se procedié a realizar una transformacion
logaritmica luego dela cual si se cumplieron los supuestos

Prueba Shapiro Wilk (para normalidad):

W = 0.97593, p-value = 0.6075, e p value es mayor a 0.05 por lo que si se cumple la
normalidad de los datos.

Prueba Breusch-Pagan test (para homocedasticidad u homogeneidad de varianza):
BP = 18.414, df = 11, p-value = 0.07246, p value es mayor a 0.05 por lo que si se cumple
lahomogeneidad de varianza

Apéndice 12: Pruebas de normalidad de datos y homocedasticidad de varianzas parala
variable Riqueza de morfotipos

Setrabaj6 con Kruskal Wallis (prueba estadistica no paramétrica) ya que los datos
no cumplian con € supuesto de normalidad y homogeneidad de varianza.

Tratamiento N DE Mediana H p-valor
T1(MC-CCN-A) 3 0 14 34.30 0.0002
T2(L-ICS-A) 3 0 9

T3(L-CCN-A) 3 0 14

T4 (MC-CCN-M) 3 0 15

T5 (R-CCN-M) 3 0 11

T6 (R-ICS-M) 3 0 6

T7(MC-ICS-A) 3 0 9

T8(L-CCN-M) 3 0 16

T9 (R-CCN-A) 3 0 8

T10(L-ICS-M) 3 0 11

T11 (R-ICS-A) 3 0 8

T12 (MC-ICS-M) 3 0 13
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Apéndice 13. Porcentaje de colonizacion micorrizica en las plantas trampa

Provincias Clones Plantatrampa Tratamientos % Colonizacion
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 81.67
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 80.00
Mariscal Céceres CCN Arroz T1 71.67
Lamas ICS Arroz T2 80.00
Lamas ICS Arroz T2 91.67
Lamas ICS Arroz T2 85.00
Lamas CCN Arroz T3 71.67
Lamas CCN Arroz T3 90.00
Lamas CCN Arroz T3 81.67
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 100.00
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 98.33
Mariscal Céceres CCN Maiz T4 93.33
Rioja CCN Maiz T5 91.67
Rioja CCN Maiz T5 80.00
Rioja CCN Maiz T5 93.33
Rioja ICS Maiz T6 95.00
Rioja ICS Maiz T6 95.00
Rioja ICS Maiz T6 98.33
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 95.00
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 86.67
Mariscal Céceres ICS Arroz T7 75.00
Lamas CCN Maiz T8 98.33
Lamas CCN Maiz T8 98.33
Lamas CCN Maiz T8 98.33
Rioja CCN Arroz T9 71.67
Rioja CCN Arroz T9 68.33
Rioja CCN Arroz T9 83.33
Lamas ICS Maiz T10 95.00
Lamas ICS Maiz T10 88.33
Lamas ICS Maiz T10 91.67
Rioja ICS Arroz T11 83.33
Rioja ICS Arroz T11 76.67
Rioja ICS Arroz T11 76.67
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 96.67
Mariscal Céceres ICS Maiz T12 96.67

Mariscal Céceres ICS Maiz T12 95.00
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Apéndice 14. Pruebas de normalidad de datos y homocedasticidad de varianzas parala
variable Porcentgje de col onizacion

Prueba Shapiro Wilk (para normalidad):

W = 0.97681, p-value = 0.637, e p value es mayor a 0.05 por 1o que s se cumple la
normalidad de |os datos.

Prueba Breusch-Pagan test (para homocedasticidad u homogeneidad de varianza):
BP = 17.655, df = 11, p-value = 0.08993, p value es mayor a 0.05 por lo que si se cumple
lahomogeneidad de varianza

119




Apéndice 15. Andlisis de suelos rizosféricos colectados de las tres provincias de laregion San Martin
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INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

THVESTTIGALZION ¥ EXTENSION AGRICOLA PARA £L DESARROLLO DF LA AMATONIA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPT N® 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS — CARACTERIZACION

N SOLICITUD : AS0040-06-20 FECHA DE MUESTREO : 28/06/2020
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP LAB 1 17/06/2020
PROCEDENCIA : SAN MARTIN - LAMAS FECHA DE REPORTE : 010772020

CULTIVO : CACAD
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INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

INVESTIGACION ¥ CXTENEION AGRICOLA PARA (L DESARROLLO DE LA AMAZONTA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPI N* 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS — CARACTERIZACION

N* SOLICITUD | AS0040.08-20 FECHA DE MUESTREOQ : 280082020
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP. LAB - 17/06/2020
PROCEDENCIA : SAN MARTIN - LAMAS FECHA DE REPORTE : 0170772020
CULTIVO : CACAD

R T

| CATIONES CAMBIABLES A
Toam TMgh] K | N A e | % satide | % sat
... Campo : : i i : i m BHe i m.‘ b
CLON CCN 535 | 057 | <03 | 387 | 017] 1038 | 161 | 37.52[18.00|44.48 Arc 17.90| 7.11 [226| 041 [0.12[ 019 9.90 | 5531

| Mo

TEXTURA HORTHETRO

" FOTENCIONETRG  SUSPENSSON SUELOAS. RELACKN 1 18 \
oNC, BSCTRICS COMACTMETRG SUSPSMSON SUELOAGUA 12§

CANBORATOS S48 - VOLMETRED

FOSTOND DEPOMELE DLEEN MONFICADO EXTRALT, MetOO, =050 gt B3 Esp Vi i
ASTEIN ¥ SO NTERCAVNAILE PCDLTOHIN 517 Mbaarnds Havies 1
NATESE GRMMCA WALILEY ¢ BACK RSTITUTO DE CUL
CALCIO Y MAGHESD INTESCANBANLE EXTNACT KOhed TN § (S CHECOOMIN g T Ao Airos 1'

AIDET WTIRC EXTRACT KO N VOLUMETRA

ASDEL POTEND A, WOCDAUF? NOOFICADD

crEte ACTEL POTEMC AL SUMA DE 843E3

Ta Ca Jughn OLIEN Mocicast satrac AariCO) =0 8M | pH 0.9 Absaroitn SMomee

- e "Cesar O, Arévalo pcnandaz, MSC
METALES PESADOS (0% 0

La Banda de Shilcayo, 01 Julio del 2020
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INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

INVESTIGACION ¥ IXTENSTON AGRICOLA PARA CL DESARROLLO OF LA AMAZONIA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPI N® 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS — CARACTERIZACION

N* SOLICITUD : AS0040-07-20 FECHA DE MUESTREO : 29/06/2020
SOUCITANTE 1 UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP. LAB : 1710612020
PROCEDENCIA : SAN MARTIN - MARISCAL CACERES FECHA DE REPORTE : 01/07/2020
CuLTIvVO : CACAD
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INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

CERTIFICADO INDECOPT N* 00072183

INVESTIGACTON ¥ EXTENSION AGRICOLA PARA FL DESARROLLE DE LA AMATONEA PERUANA

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS — CARACTERIZACION
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Casar Q. Ardy a2, MSC
JEFE DE D . OE SUELOS

N° SOLICITUD 1 AS0040.08.20 FECHA DE MUESTREO : 29/06/2020
SOLICITANTE 1 UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP, LAB : 17062020
PROCEDENCIA : SAN MARTIN - MARISCAL CACERES FECHA DE REPORTE : 010772020
CuLTIVO : CACAQ
i . . T (ANALISIS MECANICO gic | | CATIONES CAMBIABLES i
W i | Arena | Limo | Arcilla | HIo e Tl i | et A % Sat. de | % Sat.
" el 0% tpro | Avene ] Usmo | At cs DT T [ o
i i i i i : : ; ” i i (e i e m G HHEE 5 L
01| 20 | o6 | 0194 CLON CCN 627 | 028 | <03| 327 | 015 1654 [11250] 43,52 22.00] 34,48 19.36 | 1556 [1.40] 029 |0.12[ 0.00[17.36] 8967 | 0.00
METODOY
TIXTURA ADACNTTRD
w LGEIIN SIS s | La Banda de Shilcayo, 01 Julio del 2020
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