1. INTRODUCCION

Fue a mediados del siglo pasado cuando comenzd6 a cobrar interés el estudio
de los efectos de las micorrizas en el crecimiento y desarrollo de las plantas. El
primer trabajo sefialaba al manzano, el cual presentaba Fe y Cu en suelos
deficientes de estos micronutrientes (Mosse, 1959). Posteriormente se puso
de manifiesto que los hongos formadores de micorrizas arbusculares aumenta
la absorcién de fosfato por la planta (Gerdeman & Trappe1974; Deaft & Nicol-
son, 1966).

La presencia de uno u otro tipo de micorriza en una determinada area, parece
estar relacionada con la latitud, altitud, la composicion floristica y el tipo de
suelo en particular, en lo relativo al pH, fésforo, materia organica y disponibili-
dad de nutrientes. Por lo tanto, el desarrollo de la micorriza se puede ver afec-
tado por el comportamiento de variables ambientales como los factores abioti-
cos (propiedades fisico-quimicas del suelo, variaciones climaticas) y factores
bidticos (tipo de comunidad vegetal, condiciones fisioldgicas de las planta hos-
pedera, interacciones con otros organismos, practicas antropicas) (Guerrero et
al, 1996; Dodd & Thompson, 1994).

De igual manera, las interacciones entre las micorrizas arbusculares (MA) y la
fauna del suelo también afectan de manera importante el comportamiento eco-
l6gico de la micorriza, donde micro artropodos y nematodos fungivoros se ali-

mentan de las hifas externas del micelio micorrizico (Fitter & Garbaye, 1994).

Por todo lo anterior, en la obtencion de los propagulos de hongos micorrizico
provenientes de un sitio, suelo o cultivo, es necesario tomar porciones de suelo
cerca de las plantas que incluyan raices, en la zona de influencia denominada
rizésfera; seleccionando ademas el horizonte donde se presenta el mayor cre-
cimiento de raices que es donde se espera encontrar mayor cantidad de pro-
pagulos, igualmente se requiere que las raices estén asociadas con particulas
obtenidas entre rango de tamarfo de 147-834 u de la rizésfera de la planta lo
cual puede ser usado como inéculo del cultivo trampa; posteriormente al repro-
ducir los hongos se requiere de condiciones controladas, con la utilizacion de

plantas micotréficas y sustratos estériles. Este sistema, conocido como cultivo



trampa, permite multiplicar hongos nativos colectados en el campo y amplificar
asi la cantidad de esporas o promover la esporulacion de los hongos escondi-
dos en la muestra (Ferguson & Woodhead, 1982; Habte & Osorio, 2001). Asi
mismo, las esporas en muestras de campo no estan, por lo general, en condi-
ciones adecuadas, para la identificacién de las especies de hongos. Por esta
razon, la multiplicacién de hongos nativos en plantas trampa es importante,
pues permite obtener esporas en todos los estadios de desarrollo y con todos

los atributos morfolégicos necesarios para su identificacién.

La importancia de los HMA en la agricultura , esta basada en su funcion de unir
a la planta con el suelo, al servir como agente de transporte de nutrimentos
entre otros componentes, teniendo un impacto en la conservacién de este re-
curso (Elliot & Coleman, 1988; Bethlenfalvay & Linderman, 1992). En los ulti-
mos afnos ha sido un problema del cual se ha generado una gran cantidad

de informacion.

El desarrollo vegetal puede incrementarse con la utilizacién de elementos bio-
I6égicos que actuan en forma coordinada en la interface suelo raiz, entre estos
y como factores imprescindibles se encuentran los hongos formadores de mico-

rrizas arbusculares. (Barea, 1998: Fernandez, 1999).

En la rizésfera se llevan a cabo importantes procesos, que definen el desarrollo
y la produccion de las plantas. Existe un flujo de compuestos producto de la fo-
tosintesis, que son exudados por la raiz, en forma de carbohidratos, aminoaci-
dos, vitaminas, enzimas y nucleétidos, lo que hace que la rizésfera, una zona
ideal para el establecimiento de una gran variedad de microorganismos (Barea
et al, 2002).

El papel de las micorrizas no solo se limita a la nutricion mineral de las
plantas, también contribuyen a la proteccion de las mismas frente a
patégenos del sueloy mayor tolerancia frente al estrés (salino, hidrico
debido a la presencia de metales pesados) (Van Tichelen et al, 2001; Azcon-
Aguilar et al, 2002; Ruiz & Lozano, 2003).

La utilizacion de micorrizas arbusculares (MA) no implica que se pueda dejar

de fertilizar, sino que la fertilizacion se hace mas eficiente y se puede ahorrar
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cantidades importantes de fertilizantes minerales al tiempo que se logra una
mayor absorcidon de los nutrientes disponibles en el suelo por parte de las plan-
tas. (Tejeda et al, 1998).

En este trabajo se realizd una evaluacion del grado de eficacia de la
inoculacion de micorrizas en el pasto Brachiaria decumbens, en el laborato-
rio, las micorrizas se obtuvieron de las muestras de la rizosfera de pifidn, ba-

nano, maiz, soya y plantas nativas.

En la seleccién de la planta trampa se sugieren criterios como ser micotrofica,
de buen crecimiento, compatible a un rango amplio de hongos MA, de facil ma-
nejo de semilla, poda y ser perenne, tolerante a plagas y enfermedades (Cuen-
ca et al, 2003). De igual manera, Ferguson & Woodhead (1982) recomienda a
las monocotiledéneas como los pastos Sudan y Bahia, por sus habitos rigoro-
sos de crecimiento y desarrollo fibroso radicular rapido, ideales para cultivos
trampa. Asi mismo, (Hamel,1996) indica que para el establecimiento de cultivos
trampa se puede utilizar suelos nativos, sugiere la mezcla de 2:1 (arena, suelo)
y una duracion del proceso que va de cuatro a cinco meses hasta maximo los

ocho meses.

2. ANTECEDENTES

Una de las estrategias mas exitosas de las plantas para superar el estrés du-
rante la colonizacion de ecosistemas terrestres es la capacidad de sus raices
para establecer simbiosis benéficas con microorganismos del suelo (Allen,
1991).

Un ejemplo de esto son las micorrizas, las cuales consisten en la simbiosis mu-
tualista entre ciertos hongos del suelo y las raices de aproximadamente el 95%

de las especies vegetales (Sanchez, 1999).

El vocablo Micorriza se utilizd por primera vez con un interés puramente
sistematico, por el botanico de origen aleman Albert Bernard Frank en el afio
1885, para designar "la asociacion que se producia entre las hifas de algunos

hongos del suelo con los dérganos subterraneos de la gran mayoria de las



plantas superiores". Desde el punto de vista etimoldgico, la palabra se formé a

partir del término griego '
(Rivera et al, 2003).

mykos" (hongo) y del vocablo latino " rhiza" (raiz)

El tipo de micorriza mas estudiado se establece entre hongos de la clase Zigo-
micetes, orden Glomales, y muchas especies vegetales, incluyendo algunas de
interés agricola, horticola y forestal; tal asociacion es llamada endomicorriza o

micorriza arbuscular (Harrier, 2001; Abbott y Robson, 1985).

Las hifas extrarradicales de estos hongos micorrizico arbusculares (HMA) se
constituyen en extensiones de las raices, incrementando asi la capacidad de
absorcién de agua y nutrientes, particularmente fosforo (P) (Bolan, 1991; Habte
& Manjunath, 1987). La tarea de captar P recae en buena parte en las hifas de
los HMA (Schachtman et al, 1998).

El estudio de la asociacion micorrizica es importante en los suelos del tropico

que usualmente exhiben baja disponibilidad de (P) (Sieverding, 1991).

Por otra parte, se ha demostrado que las asociaciones micorrizicas se encuen-
tran ampliamente distribuidas, desde los polos hasta los trépicos, por lo tanto
no debe sorprender en lo absoluto encontrar especies vegetales formando esta
asociacion en la mayoria de los ecosistemas terrestres, constituyendo excep-
ciones algunas plantas de zonas pantanosas y acuaticas (Solaiman & Hirata,
1995).

Las asociaciones micorrizicas desarrollan multiples funciones entre las que
se destacan: un aprovechamiento mas eficiente de la zona radical a partir de
un aumento en el volumen de suelo explorado, una mayor resistencia a las to-
xinas, incremento de la traslocacion y solubilizacion de elementos nutritivos
esenciales, aumento de la tolerancia a condiciones abidticas adversas (sequia,

salinidad, etc.), asi como cierta proteccidon contra patdégenos radicales.



Morton & Benny (1990) definieron tres tipos de asociaciones micorrizicas vi-
gentes hasta nuestros dias, tomando en consideracion sus caracteristicas mor-

fo anatomicas y ultraestructurales (Ectomicorrizas).

2.1. USO DE MICORRIZAS

En la actualidad hay una gama de productos biofertilizantes internacionales a
base de MA, la efectividad de la inoculacion dependera del balance de factores
ecofisiolégicos en el sistema planta suelo, lo cual significa que un mismo iné-
culo puede desencadenar efectos muy variados sobre un cultivo, dependiendo
del tipo de manejo agronédmico que se realice. Por lo tanto, no se puede gene-
ralizar el efecto de un tipo de micorrizas sobre todos los arboles ni sobre todos
los ecosistemas. (Molina, L. & Col., 2005). Ahi radica la importancia de se-
leccionar un banco de micorrizas para posteriormente usarlas en la agri-

cultura del Ecuador, en especial en los ecosistemas aridos.

Sieverding (1991) afirma que existe un desconocimiento acerca de la efectivi-
dad de las especies nativas frente a las introducidas. Aunque la efectividad de
la inoculacién para la mejora y mantenimiento de la salud y fertilidad del suelo,
asi como su efecto benéfico en la produccion y el crecimiento de plantas de in-
terés han sido extensivamente demostrados para diferentes sistemas a nivel de
investigacion (Jeffries et al, 2003; Koide, R. & Kabir, Z. 2000), los reportes de
efectividad derivados de aplicacién masiva en campo de indculo producidos pa-
ra tal fin son mas escasos hay mucho por hacer en cuanto a multiplicacion y
obtencion de especies nativas de hongos MA que sirva para mejorar la pro-
duccion y sostenibilidad de un cultivo especifico:
Las micorrizas tienen gran potencial para contribuir a una produccién sosteni-
ble. Sin embargo, se resalta la importancia de profundizar en la investigacion
sobre el uso de micorrizas nativas o del sitio, lo que implica conocer mas
sobre la relacién hongo planta, buscando aislar cepas especificas que permi-
tan potencializar el crecimiento y productividad de los arboles en determina-
dos agroecosistemas y evaluar las interacciones de estas con otros microor-

ganismos de dicho suelo.



2.1.1. Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas se aprecian con facilidad a simple vista, al entrar en con-
tacto con las raices de las plantas, las envuelven en una tipica capa o manto
de hifas (Fig.1) que tejen alrededor de las raices colonizadas. A partir de es-
ta estructura, las hifas se introducen entre las células de la corteza, sin lle-
gar nunca a penetrarlas, y forman de esta manera la red de Harting, ocasio-

nando diversos cambios anatomicos (Fig.2) (Garrido, 1988 & Strullo, 1978).

Flg 1. Micorrizas con manto fungico tomado de Montario et al, 2009
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Flg 2. Colonizacién de Ectomicorrizas tomado de Davila & Ramos. 2009.



2.1.2 Endomicorrizas

Las endomicorrizas forman una red externa de hifas menos profusa que la
anterior, el micelio invade la raiz inicialmente de forma intercelular, pero
luego penetra en el interior de las células radicales desde la rizodermis
hasta el interior de las células corticales sin llegar a colonizar el
endodermo. Este grupo es el mas difundido en el planeta y esta dividido en
varios subtipos, de los cuales, el mas representativo e importante es el

arbuscular (Fig. 3).

Flg 3.Colonizacién de Endomicorriza tomado de Azcon, G.& Barea 1980
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Flg. 4. Representacion esquematica de colonizacion de una endomicorriza tomado de
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2.1.3. Orquidoides

Los orquidoides estan formados por basidiomicetos y plantas de la familia
Orchideaceae, esta planta presenta un ciclo de vida heterétrofo y recibe com-
puestos carbonatados a partir del hongo (Fig. 4). Este penetra en las
células de las raiz invagina la membrana, forma ovillos dentro de la célula,
asi como agregados de hifas poco estructuradas, conocidos como
pelotones que al degenerarse liberan los nutrientes que contienen. Las
orquideas son las principales poseedoras de este tipo de micorrizas y
representan al tercer tipo mas importante de micorrizas, estas plantas
son dependientes en estado juvenil, cuando la planta fotosintetiza se
independiza del hongo.

2.1.4. Ericoides

Las ericoides estan formadas por basidiomicetos o ascomicetos y plantas de
la familia Ericaceae. El componente fungico de esta versatilidad en el uso
de distintas fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo , organicas o no lo cual
contribuye significativamente ala capacidad de las plantas que forman este

tipo de micorrizas para crecer en suelos con alto contenido organico (Fig.



4) ( Pearson & Read, 1975; St Jhon et al, 1983), son las mas sencillas en
forma de hifas cuando penetran las células para formar ovillos.
2.1.5. Arbustoides

Se establecen en plantas del orden Ericales concretamente a tres géneros
Arbutus, Artostaphylose y Pyrola, con los hongos Ascomicotina y Basidiomico-
tina, sin aparente especificidad, poseen manto externo, red de Harting e
hifas intracelulares que forman estructuras enrrolladas los “arbustoides” (Fig.
5) (Smith & Read, 1997).

2.1. 6. Monotropoides

Se establecen entre los miembros de la familia Monotropaceae (plantas sin
clorofila) Basidiomycotina y hongos (Smith & Read, 1997). Se caracteriza por
presentar una capa gruesa, estructuras de redes de Harting e intracelulares,
ramificado y designado como “Haustorios” (Fig. 5). apenas diferenciada por la

forma de penetracién de las hifas a las células radicales.

2.1. 7. Ectendomicorrizas

Los hongos que la producen colonizan de forma dual las raices: externamente
formando un manto cortical e internamente penetrando intercelularmente en
el coértex, poseen caracteristicas intermedias de ectomicorrizas al poseer

manto externo y endomicorrizas que penetran en el interior de las células.
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Fig. 5. Colonizacién de raices por hongos micorizicos tomado de Montafo et al, 2007

2.2 Micorrizas Vesiculo-arbusculares

La principal carcateristica es la presencia de arbusculos, estructuras tipicas
de la colonizacién que el hongo desarrolla en el interior de las células
de la corteza de la raiz por ramificacion dicotomica repetida de sus hifas
(Sanchez et al, 2006) en todos los casos forman arbusculos y vesiculas
en algunos de ellos las vesiculas son estructuras globosas e irregulares
que actuan como o6rganos que reservan lipidos. Los arbusculos son las
estructuras encargadas de la transferencia bidireccional de nutrientes
entre los simbiontes, realizada en la interfase planta-hongo a este nivel
(Loreli & Ortega, 2008). Se podria decir que las micorrizas arbusculares
son la de mayor importancia y las que mas ampliamente se encuentran
distribuidas tanto a nivel geografico como dentro del reino vegetal. Este
tipo de micorrizas se encuentran en condiciones naturales en la mayoria
de los cultivos tropicales y subtropicales de interés agronémico (Siever-

ding, 1991) enla mayoria de las angiospermas.
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Las micorrizas vesiculo-arbusculares (constituyen el tipo de simbiosis
mas ampliamente distribuida en la naturaleza. Se sabe en la actualidad que
estan presentes en el 80 % de las plantas, principalmente Angiospermas
como Gimnospermas, Briofitas y Pteridofitas. Los hongos que forman parte
de esta simbiosis son microscépicos a diferencia con los demas hongos

formadores de micorrizas ( Fig. 6).

En particular, la sistematica y taxonomia de los HMA son disciplinas que
se encuentran en plena evolucién. La clasificacién y los arreglos filoge-
néticos de estos hongos son objeto de frecuentes revisiones por parte de

los especialistas.

Durante muchos afnos, los HMA se ubicaron en el orden Endogonales junto
al género no micorrizico Endogone. Sin embargo, a la luz de nuevas
consideraciones filogenéticas se establecid que su condicidén simbidtica
constituia criterio suficiente para agruparlos en un solo taxén, lo cual dio
origen al orden Glomales y a un reordenamiento de familias (Morton &
Benny, 1990 & Walker, 1992).

Debido a que anteriormente se tenian en cuenta solamente los aspectos
morfolégicos de las esporas, los cuales daban lugar a clasificaciones
erréneas e inexactas (Mosse & Bowen, 1998; Trappe, 1987). La clasifica-
cion actual de los hongos formadores de micorrizas arbusculares esta
basada en los perfiles de acidos grasos y en la secuencia nucleotidica del
ARNr IBs (Morton & Redecker, 2001).

11



«— Epidermis

Corteza

— Endodermis

Arblisculo

Vesiculas

Fig. 6. Estructura de los MVA, tomado de Montafio et al, 2007.

2.3 Clasificacion
La clasificacién actual que se presenta a continuacién incluye dos nuevos
géneros, Paraglomus y Archaeospora basados ya no solamente en
caracteristicas estructurales de las esporas de los géneros Glomus y
Acaulospora sp, que tenian un comportamiento dimorfico en su estructura,
sino también en las diferencias filogenéticas dentro de estos generos
(Tabla 1).
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Ordenes (4)

Glomerales

Diversiporales

Archaeosporales

Paraglomerales

Clasificaciéon taxonémica de los HMA

Familias (11)

Glomeraceae

Claroideoglomeraceae

Diversisporaceae

Acalulosporaceae
Entrophosporaceae

Gigasporaceae

Pacisporaceae
Geosiphonaceae
Ambisporaceae
Archaeosporaceae

Paraglomeraceae

Géneros (18)

Glomus
Funneliforme
Rhizophagus
Sclerocystis
Claroideoglomus
Redeckera
Diversispora
Otospora
Acaulospora
Entrophospora
Gigaspora
Scutellospora
Racocetra
Pacispora
Geosiphon
Ambispora
Archaeospora

Paraglomus

Tabla 1. Clasicaficién taxondémica de los HMA (Schubler & Walker 2010).
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2.5. Descripcion de Brachiaria decumbens

Brachiaria decumbens, es una graminea perenne cultivada para la produccion
de forraje destinado a bovinos, se expande rapidamente, proporcionando una
gran extension de area verde, con una altura que varia de 40 a 90 cm, es
resistente al pisoteo, la quema y sequia. No obstante, las caracteristicas
naturales de Brachiaria decumbens, han permitido que sean reconocidas por
su gran facilidad de micorrizacién con hongos formadores MA (Combatt et al,
2008).

En este trabajo se plante6 como objetivos: a) evaluar la capacidad de
micorrizacion radicular y produccion de esporas de dos géneros de hongos MA,
y b) su efecto en Brachiaria decumbens, en un suelo de baja fertilidad, bajo

condiciones semicontroladas.

2.6. Morfologia de los hongos Micorrizicos arbusculares

El nombre arbuscular se deriva de las estructuras caracteristicas, los arbus-
culos, estructuras que se desarrollan dentro de las células corticales de la raiz
del hospedero. La micorriza arbuscular presenta tres importantes componen-
tes: la raiz misma, las estructuras fungicas dentro de las células de la raiz y un

micelio extrarradical en el suelo (Smith & Read, 1997).

2.6.1 Micelio Interno

El micelio interno se inicia cuando una hifa entra en contacto con la raiz, se
forma un apresorio, penetra la dermis, dando origen a nuevas hifas que crecen
entre y al interior de las células corticales, se extienden en ellas y colonizan
poco a poco hasta llegar a las células mas internas de la corteza (Sanchez,
2007) (Fig. 7).

14



Fig. 7. Micelio interno

2.6.2. Arbusculo

Una vez formado y establecido el micelio interno, comienza su ramificaciéon
dicotémica dando lugar a la formacién de arbusculos, los cuales son o6rga-
nos de transferencia de nutrimentos tienen un tamafio comparable al de
las mitocondrias y su vida aproximada es de una a tres semanas después
de los cuales colapsa y parte de él se reabsorbe hacia el citoplasma

hifal y el resto de componentes permanecen en la célula hospedera (Es-
cobar et al, 1998) (Fig. 8).

Fig. 8. Arbusculo
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2.6.3 Micelio externo

Segun Van der Heijden & Sanders ( 2002), el micelio externo es el puente
entre la raiz y el suelo. Actualmente se sabe que esta estructura fungica
se encuentra ampliamente distribuida en el suelo; conecta plantas y puede

funcionar como una fuente intercambio nutrimental entre individuos.

El micelio micorrizico constituye entre el 80% y 90% de la masa fungica en
el suelo debido a que el micelio externo se basa en hifas gruesas las
cuales tienen como funcién explorar el suelo cuyo diametro disminuye con el

orden de ramificacion (Friese & Allen, 1991).

El micelio externo permite que el hongo extienda la zona absorcion de
nutrimentos mas alla de la rizosfera que se estima en unos cuantos milimetros
en el entorno radical e incrementa el volumen del suelo a explorar, en inten-

sidad y extencion, por la planta micorrizada ( Abbott & Robson, 1985) (Fig. 9).

Fig. 9. Micelio externo
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2.6.4. Esporas

En una raiz joven una vez realizada la simbiosis, el hongo completa su ci-
clo de viday se forma en el micelio externo y tiene lugar su formacién en
el micelio externo las esporas asexuales. En el micelio interno se forman
algunas de las cuales solo se pueden visualizar en el microscopio (Sanchez,
2007).

Las esporas poseen caracteristicas propias que constituyen la unica estruc-
tura externa que permite el reconocimiento morfolégico de las especies de

micorrizas arbusculares ( Escobar et al, 1998) (Fig. 10).

Fig. 10. Esporas

2.6.5 Vesiculas

En algunos géneros de HMA las hifas internas se modifican, sufren ensan-
chamientos dando origen a vesiculas que se disponen entre las células corti-
cales y dentro de ellas, y ocupan en las posiciones intermedias o terminales

(Sanchez, 2007). Estas son estructuras globosas que actuan como 6érganos
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de almacenamiento de energia en forma de lipidos y azucares (Duchicela &
Gonzalez, 2003) (Fig. 11).

Fig. 11. Vesiculas

2.7. Establecimiento de la simbiosis micorrizicas

En ausencia del hospedero el crecimiento del HMA se ve limitado a un tiempo
relativamente corto (20-30 dias), después del cual sufre varias modificaciones
morfolégicas como: retraccion del citoplasma del apice, produccion de septos,
desarrollo de ramificaciones laterales e hinchazén del apice hifal. La presencia
de la raiz, en cambio, permite el desarrollo de un micelio vegetativo que puede
colonizar entre 60-90 % del sistema radical en condiciones favorables
(Bonfante & Perotto,1995).

2.7.1 Etapas de colonizacion

La colonizacién fungica no produce alteraciones morfoldgicas distinguibles
resefiables, por lo cual las técnicas microscoépicas tienen un rol fundamental al
momento de realizar un analisis de la colonizacidn micorricica. La colonizacion

solo tiene lugar en la epidermis y en el parénquima cortical de las raices. El

18



hongo MA no penetra nunca en el cilindro vascular ni en las regiones meriste-

maticas (Bonfante - Fasolo, 1988).

El proceso de preinfeccién esta asociada a la actividad de los propagulos
presentes en el suelo que circunda la raiz. Dichos propagulos pueden ser
esporas o0 micelios fungicos. Este ultimo se encuentra asociado a raicillas de
plantas vivas o segmentos de raiz infectadas: Si el hongo encuentra una raiz
suceptible a ser micorrizada hay una notable estimulacién que se manifiesta
con abundante produccion de micelio, una profusa ramificacién del micelio, que
incrementa sus posibilidades de contacto con la raiz (Giovannetti et al, 1993)
(Fig 12).

Una vez superada las primeras capas de las células de la raiz que constitu-
yen un auténtico cuello de botella para el establecimiento de la simbiosis, el
hongo micorrizico coloniza el cértex de la raiz, siguiendo dos patrones de
desarrollo diferentes de acuerdo a la estructura de la raiz: Arumy Paris. En los
de tipo Arum las hifas del hongo se extienden por los espacios intercelulares
del cdrtex, formando intervalos regulares de ramificaciones laterales que pene-
tran las paredes celulares, y se ramifican dicotdmicamente de forma repetida
dando lugar a los arbusculos en las micorrizas tipo Ginkgo (Bonfante-Fasolo &
Fontanana, 1985), Taxus (Strullo,1978) donde las ramificaciones son mas redu-
cidas (Fig 13).

Una vez que el hongo penetra se asegura un proceso proliferativo que conduce
al establecimiento de una unidad de colonizacion que se puede extender hasta
un centimetro de distancia a partir del punto de penetracion, en este caso, la

degeneracion ocurre por autolisis ( Peterson & Bonfante, 1994).

Simultaneamente a la colonizacion de la raiz, el hongo desarrolla en el suelo
una red de micelios que constituyen la fase extrarradical de la simbiosis que a
su vez es la principal responsable de la absorciéon de nutrientes y minerales
que posteriormente son transferidos a la planta. Dado el caracter de estricto

simbionte del hongo micorrizico ( Becard & Fortin, 1988).
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Inicialmente se producen unas hifas relativamente gruesas denominadas hifas
exploradoras, estas crecen con una marcada apicalidad. Estas hifas explo-
radoras sufren ramificaciones tomando el nombre de hifas secundarias y
terciarias. Las hifas exploradoras son las responsablles del avance del micelio
y la colonizacién fungica. A intervalos regulares se forman estructuras
ramificadas de absorcidn cuya hipotética accion seria la absorcion de

nutrientes (Bago et al, 2000).

Fig. 12. Espora quiscente

Fig. 13. Espora en germinacién



La formacién de los apresorios tiene lugar sobre las células epidérmicas
producto del aumento de la presion hidrostatica en la zona apical de la
hifa infectiva (Barea et al, 1991) Fig. 14. La penetracién se inicia con la forma-
cion de un “punto de entrada” que se caracteriza por el desarrollo de un abul-
tamiento o apresorio (Fig. 14) en el punto de contacto sobre la superficie de la
raiz. Cada espora genera un solo punto de entrada, mientras que un segmento
de raiz puede eventualmente generar mas de uno. No es del todo claro si el
mecanismo de penetracion esta mediado por un evento enzimatico, por un
evento mecanico o por una combinacion de ambos. Cuando una hifa contacta
con la raiz forma un apresorio (Fig.14), estructura de precolonizacién a partir
de la cual dos o tres dias después se iniciala penetracion en laraiz de la

planta (Giovannetti et al, 1993; Jolicoeur et al, 1998).

Fig. 14. Formacion de apresorios

La unidad de colonizacién avanza mediante el crecimiento de hifas aseptadas
que se extienden entre las células corticales y que generan estructuras carac-
teristicas como los arbusculos y las vesiculas (Fig. 16). La formacién y la

extension de los arbusculos son controlados por las plantas (Nishimura et al,
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2002). La vida media de los arbusculos es de 7 dias (Alexander et al, 1988)
Transcurrido este tiempo los arbusculos se degeneran. El colapso arbuscular
podria estar inducido por el reconocimiento de parte de la planta al arbusculo
como una estructura extrafia y su consecuente reaccion en contra (Garcia-
Garrido & Ocampo, 2002). Sin embargo no es descartable que el colapso

arbuscular sea parte del desarrollo de los hongos micorrizicos.

Fig. 16. Formacion de arbusculos y vesiculas
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El micelio extrarradical se desarrolla directamente en el suelo, se encuentra
expuesto a condiciones ambientales, a la accién de otros microorganismos en
el suelo, formacion de agregados y el mantenimiento del mismo ( Jeffries &
Barea, 2001). (Fig 17.)

Fig. 17. Micelio extrarradical

Fig 18. Formacion de BAS
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En el proceso de desarrollo de la etapa de colonizacion a la altura del BAS
hay una disminucién progresiva del grosor de la pared hacia el apice de las
hifas, lo que facilita la absorcién de nutrientes ( Bago et al, 1998).

Las BAS son estructuras transitorias y al cabo de pocos dias pierden su

contenido citoplasmatico a menos que desarrollen esporas (Fig. 18).

Las esporas segun la especie de hongos micorrizicos pueden desarrollarse
libres (como en G. intraradices) o agrupadas en cuerpos fructiferos conocidos
como esporocarpus (caso de G. mosseae) concluyendo de este modo el ciclo
de vida. Las esporas de los hongo micorrizicos producen esporas de origen

asexual, poseen numerosos nucleos Yy glébulos lipidicos.

Fig 19. Formacion de BAS- esporas.
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Desarrollo de hifas
exploradoras

MICELIO
EXTRARADICAL

Fig. 20. Proceso de formacién de HMA

2.7. Descripcion de Brachiaria decumbens

Esta especie es usada como forraje para la ganaderia en las zonas del tré-
pico y subtropico del viejo mundo y también en el nuevo mundo, esto se debe a
sus altos rendimientos en materia seca y capacidad de pastoreo (Olivera et al,
2006).

Este pasto originario de Africa especificamente de Uganda en Sudamérica se

introdujo en Brasil, Venezuela y Colombia en 1949, su amplio rango de adap-
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tacion va desde el nivel mar hasta los 2300 msnm, tolerando precipitaciones
entre 700 y 3200 mm, ademas puede seguir latente hasta 170 dias después de

una sequia.

La produccion de materia seca de esta especie forrajera varia en relacion con
las condiciones edafoclimaticas y de manejo. En Africa, América tropical y Aus-
tralia se ha logrado rendimientos entre 8 y 36 t/ha de materia seca, estudios
realizados han reportado contenidos de 12 a 15% de proteina cruda, y hasta
60% de digestibilidad en la materia seca, superando a numerosas forrajeras

tropicales (Alvarado et al, 1990)

2.7.1 Morfologia de Brachiaria decumbens

Planta herbacea perenne, semierecta a postrada y rizomatosa, produce raices
en los entrenudos, las hojas miden de 40 cm a 90 cm de longitud de color ver-
de oscuro y con vellosidades. La inflorescencia es en racimos esta espe-
cialmente destinada al forraje para alimentacién de bovinos, es resistente a la
quema y la sequia. No obstante las caracteristicas de Brachiaria decumbens
han permitido que sean reconocidas por su gran facilidad de micorrizacion con
hongos formadores de MA (Combatt et al, 2008) (Fig. 21).

Fig. 21. Morfologia de Brachiaria decumbens
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de hongos formadores de MA en Brachiaria decumbens y su
interaccion con el sistema radicular provocara un mejor desarrollo

vegetativo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Conocer la incidencia de hongos micorrizico arbusculares en Brachiaria

decumbens a nivel de invernadero.

4.2 Objetivos Especificos

1. Identificar los generos y/o especies de hongos que forman |la
asociaciéon micorrizica arbuscular (MVA) que muestren mayor capacidad

de reproduccion en Brachiaria decumbens.

2. Determinar la densidad (esporas/ g suelo) que forman la asociacién
micorrizica vesiculo arbuscular ( MVA) presentes en el suelo rizosférico

de Brachiaria decumbens.

3. Determinar el porcentaje de colonizacion de los hongos formadores de
la asociacion micorrizica vesiculo arbuscular (MVA en raices de

Brachiaria decumbens).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio
El area de estudio se encuentra localizada en la Provincia del Guayas. Se
llega a Limoncito tomando la via a la Costa hasta el km 30 y se ingresa por
el Canal de CEDEGE a unos 15 km mas adentro.

Segun las resefas recopiladas por el Sr. Angel Orrala, Moisés Gonzalez,
Toribio Orrala y Erasmo Gonzalez esta comuna existe desde 1901, afio en
que llega el Sr. Manuel Orrala Lainez y su esposa Mercedes Gonzalez Ma-
tias con una hija de un afio de edad. En 1910 fue escogido como inspector.
Posteriormente se asentaron personas de otras comunas como Zapotal,

Colonche, etc.

En el afo 1923 paso el primer carro por este recinto, debido a que antes no
existia carretera vehicular s6lo camino de herradura por donde se traslada-

ban las personas a "lomo de burro" hasta la Ciudad de Guayaquil.

Los pobladores sostienen que el nombre de Limoncito se debe a que en
esta zona se sembraron muchos arboles de limén. En la actualidad se cul-
tivan otros productos como el maiz, el tomate, entre otros. Este recinto
también fue llamado "La Teresita" como constdé durante muchos afios en

los mapas.

En el ano 2003, contaron con el apoyo del Plan Internacional, quiénes ges-
tionaron el tanque elevado para llevar a cada casa agua por tuberia, lasti-

mosamente dej6 de funcionar.

Este recinto esta regido por un Cabildo conformado por un Presidente, un

Secretario, un Tesorero y un Sindico

La recoleccion de muestras de suelo para el posterior aislamiento e
identificacion de los hongos formadores de micorriza arbuscular (MA) se

realizd en sistemas de cultivos de pifion, banano y plantas nativas
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ubicados en la granja experimental de la Universidad Catolica de Santiago
de Guayaquil, con una posicion geografica de W 79°53°00. y S 02°09°12”, a
una altura de 40 metros sobre el nivel del mar (msn). Con una temperatura

media anual 25°C y una precipitacion media anual de 807.87 mm.

Ubicacién de Limonci
sus Recintos Al

| R,
Rete Juon Maniale
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ELN it
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Fig. 22. Ubicacion de Limoncito

5.2 Materiales

Materiales de Campo

e

%

Fundas ziploc

e

%

Machete

e

%

Guantes

e

AS

GPS map 62sc handheld navigator

e

AS

Pala

e

AS

Materiales de oficina

X4

Sacos

)

Materiales de laboratorio
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*0

Tamices de 500 ymy 45um
Nevera

Anaqueles

Bandejas

Frascos contenedores 500 ml
Placas porta y cubre objetos
Vaso de precipitacion
Pinzas

Aguja enmangada

Matraz de erlenmeyer
Autoclave

Estufa

Microscopio Optika B-352 Pli binocular E-9I quintuple
Estereoscopio MSL 4000
Cajas de Petri

Tubos de ensayo
Jeringuillas 20ml

Tijera

Tubos para centrifuga
Centrifuga

Vidrio reloj

Micropipeta

Pipeta

Papel aluminio
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*
°e

Papel filtro

X/
*

% Computadora

o

Calculadora

X4

Varilla de vidrio

L)

s Vasos de plastico

% Turba

% Arena

% Camara fotografica Fujifilm FMECAF 0680
% Balanza analitica

«* Embudo

» Semillas de Brachiaria decumbens

L)

L)

Reactivos

% Hidroxido de potasio (KOH) al 10%

% Peroxido de hidrogeno (H202) al 10%
% Acido clorhidrico (HCI) al 10%

% Anilina azul y Azul tripano 0.05%

% Acido Léactico

% Hidrato de cloral

% Gilicerol

+ Agua destilada

« Sacarosa al 60%
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5.3 Metodologia

Muestreo
El lugar escogido para realizar el muestreo fué la granja experimental
Limoncito con una superficie de 10 hectareas en donde se distribuyen los

diferentes cultivos que fueron muestreados.

La finca se dividié en varios lotes en funcién de los cultivos presentes en el

lugar, y se muestrearon los siguientes cultivos:

*

Cultivo de maiz (Zea mays)

L)

o

Cultivo de pifion (Jatropha curcas)

*

Cultivo de banano (Musa sapientum)

L)

*

Cultivo de soya (Glycine max)

L)

Cada lote con una superficie de 0.5 hectareas aproximadamente.

Se seleccionaron 4 lotes, de aproximadamente 0,5 hectareas cada uno. En ca-
da lote se tomé cinco submuestras de suelo rizosférico, a una profundidad de 0
— 10 cm, las cuales se empacaron en bolsas ziploc y rotuladas con la fecha, el

sitio y codigo asignado.

De la vegetacion circundante se tomd cinco muestras las que fueron llevadas
posteriormente al laboratorio de Fisiologia vegetal de la Carrera de Ingenieria
Agricola de la Facultad Técnica para el Desarrollo de la Universidad Catdlica

de Santiago de Guayaquil.

5.31 Fase de laboratorio

El trabajo de laboratorio y experimental se desarrollé en el laboratorio e inver-
nadero de la Carrera de Ingenieria Agricola de la Facultad Técnica para el De-

sarrollo de la Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil.
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5.3.2 Aislamiento de esporas

Una vez realizado el tamizado respectivo de cada muestra, se procedié al
aislamiento de esporas mediante la técnica propuesta por Sieverding, (1984).
De cada muestra se tomaron 100 gr de suelo, se depositaron en un Beaker al
cual se agregaron de 200 a 300 ml de agua se agité por 30 minutos, posterior-
mente se paso por dos tamices de distinta medida en uno 500 ym y 45 ym,
para el secado se us6 un papel filtro y embudo la muestra permanecio en el
papel filtro hasta su secado total. El contenido una vez seco se coloco en los
tubos de centrifuga, a la cual se le agregé con una jeringa al fondo del tubo 25

ml de solucién de azucar al 60 % (Fig. 23-24).

Proceso de aisfaniemlo de esporas

10g Tamizar Transferit a tubo
Sudo seco - : de centrifuga

Fig. 23. Tomado de la técnica de Pillips & Hayman 1970

Proceso de sislamiento de esporas

Retirar lainteriase

Fig. 24. Aislamiento de esporas tomado de la técnica de Pillips & Hayman 1970
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5.3.3 Cuantificacidén de esporas

De cada muestra procesada por la técnica anterior, tomando encuenta lo indi-
cado por (Schenck & Pérez, 1990), se tomaron 2 ml de cada una de ellas y se
depositaron en una caja Petri rayada en cuadriculas de 1cm? para facilitar el
conteo respectivo. Cada conteo se realizdé por 3 ocasiones para tener un dato
confiable de la cantidad de esporas presentes por cada 100 gr de suelo. El
resultado ha sido expresado en numero de esporas/ 100gr de esta forma se

pudo obtener la densidad promedio de hongos micorrizicos.

5.3.4 Separacién de morfotipos

Después del conteo respectivo, se colocaron en un vidrio de reloj, se observa-
ron en el estereo microscopio, con una micropipeta se reunieron los morfotipos

teniendo en cuenta la similitud en forma, color, tamafo de esporas.

Con una micropipeta se procedié a extraer las esporas, éstas se colocan en
una caja petri con agua estéril, se rotulan a cada una con su respectiva identifi-
cacion: numero de muestra, fecha donde fueron recolectadas y las caracte-
risticas de cada morfotipo encontrado, finalmente se guardaron en la nevera

para su posterior utilizacion.

5.3.5 Identificacion de género y/o especies

Cada uno de los morfotipos aislados se procedieron a colocar en vidrios de
reloj, se observaron en el estéreo microscopio sus caracteristicas como colo-
racion y tamafo, separando los grupos segun sus caracteres. Luego se pro-
cede a limpiar las particulas organicas e inorganicas, con la ayuda de una mi-
cropipeta, se coloco las esporas en cajas de Petri con agua estéril, posterior-

mente se prepard laminas portaobjetos con las esporas extraidas.
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5.3.6 Montaje y tincion de esporas

En el montaje se utilizé alcohol polivinilico, acido lactico glicerol (PVLG) y
reactivo Melzer (1:1v/v) como reactivos de montaje, en las laminas previa-
mente preparadas con las muestras se ejercié una ligera presion para rom-
per levemente las esporas, luego se secé cada una de las placas preparadas
a temperatura ambiente durante 72 horas. Después de este de tiempo se rea-
lizé el analisis, con la ayuda del estéreo microscopio se clasifican basandonos
segun su color, forma, unién hifal y tipos o grupos de paredes, ademas de
considerar la distribucion de las ornamentaciones segun la literatura citada
(Fig. 25) Técnica de (Phillips & Hayman,1970).

Proceso de Tincion de R aices

Mantaje de | |[[| T |l

races en lamina

Determinacion del porcentaje de
cofonizacion

Observacion por campos oplicos
Determinar la presencia de hifas
Identificar estructuras en raz

Calcular el porcent aje
+] * 100
(Campos totales)

Fig. 25. Técnica de Phillips & Hayman 1970

5.3.8. Multiplicacion de las esporas nativas de hongos MA en plantas

trampas de Brachiaria decumbens

Se usaron semillas de pasto (Brachiaria decumbens) la seleccion del pasto
para la multiplicacidn de los hongos micorrizicos arbusculares se hizo segun la
recomendaciéon de la literatura para la multiplicacion de hongos micorrizicos y

el uso de gramineas como plantas trampas, con el uso de estas se busca dis-
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minuir el ataque de patdgenos que pueden ser iguales o parecidos (Siever-
ding, 1984) (Fig. 26).

Fig. 26. Brachiaria decumbens

5.3.9. Siembra

Para el establecimiento del microcultivo se mezclé el sustrato preparado de
arena Yy turba. Se usaron 20 recipientes con capacidad de 1000 g que sirvieron
como macetas. Se sembraron 10 semillas de Brachiaria decumbens, por cada
maceta teniendo un total de 200 semillas, transcurridos 8 dias de germinacién,
se procedid a inocular 10 esporas de hongos MA previamente aislados e iden-
tificados a nivel de género por macetero las mediciones de altura de la planta
se realiz6 3 veces la primera a los 70 dias, la segunda a los 90 dias y la ultima

a los 120 dias.

5.3.10. Tratamientos

El experimento estuvo conformado por 4 tratamientos (Tabla 2), cada uno

constituido por un género de hongo MA:
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N° Tratamiento

T1 Glomus sp.

T2 Scutellospora sp.

T3 Glomus sp. + Scutellospora sp.
T4 Testigo

Tabla 2. Tratamientos
Cada tratamiento contd con 15 repeticiones (macetas) distribuidas en un Dise-
Ao Completamente al Azar, T4 fue el control, este consistioé en la aplicacién de
agua destilada estéril, las evaluaciones se realizaron en tres periodos, 70, 90 y

120 dias después de las inoculaciones (cinco repeticiones por evaluacion).

5.3.11. Analisis estadistico (Diseiio experimental)

Una vez obtenidos los datos de altura de la planta, peso de materia humeda y
cantidad de esporas de cada género, se procedieron a analizar usando el
Método Estadistico de ANOVA mediante el cual se obtuvo el grado de signi-

ficancia entre los tratamientos y el testigo.

Para efectuar el analisis estadistico se considerd el método estadistico ANO-

VA de un factor se basa en descomponer la suma de cuadrados,

ssr-%,; (Xij- X)2

Es la suma de dos términos. La notacién se establece de forma que x1, x2, se-
an las observaciones del grupo 1, por X21, X22, : . :, x2n2, las del grupo 2, etc.

El primer término de la descomposicion es la suma de cuadrados entre grupos,

sse =3 (Xi- X)2
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Este se asocia a las diferencias entre los grupos, es decir al efecto del factor, y
el otro es la suma de cuadrados dentro de los grupos, asociada a la variabilidad

dentro de los grupos, que no depende del nivel del factor

Como SS,, es la suma de los cuadrados de los residuos, también se la llama

suma de cuadrados residual.

1 i . .
S? p—— Ty (xi— xi) 2

Resulta SSy:
(n1.1)s%+..+ (n.1) s%k =(n-k)s? .

Por consiguiente, SSg y SS,, se obtienen faciimente a partir de las medias

% las varianzas S?*

La suma de cuadrados total tiene dft = n-1 grados de libertad, y la suma de
cuadrados entre grupos, dfb = k - 1. La suma de los cuadrados de los residuos
del grupo 1 tiene n1-1 grados de libertad, la del grupo 2, n2-1, etc. En total, dfw

= (N 1)+.+ (ne.1)=n-k

Se observa que dft = dfb + dfw y que dfb y dfw son los niumeros de grados de
libertad usados en la prueba F. A continuacién, se calculan los cuadrados me-
dios y el valor F, segun las formulas.

_SS

MS=>, F 222

daf’ MSW'
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Fuente de variacion | Suma de cuadrados | Grados de libertad | Cuadrado medio | Valor | Nivel de sig-
F nificancia

Entre grupos SSk Dfb MSg F P

Dentro de los grupos | MSy Dfw MSw

Total SSt Dft

Tabla 3. ANOVA

6. VARIABLES DE RESPUESTA
De acuerdo con los analisis realizados en el Laboratorio de Fisiologia
Vegetal de la Facultad Técnica para el Desarrollo de la Universidad Catdlica
de Santiago de Guayaquil, los resultados finales del andlisis de Brachia-
ria decumbens inoculada con hongos micorrizicos arbusculares extraidos de
la rizosfera de los cultivos de banano, pifidn, maiz, soya y plantas nativas fue-

ron los siguientes:

Numero de esporas Numero de esporas Numero de esporas
alos 70 dias alos 90 dias alos 120 dias
Tratamientos
Glomus sp. 50 75 110
Scutellospora sp. 70 90 120
Glomus sp. + Scute- 90 110 140
llospora sp.
Testigo 0 0 0

Tabla 4. Resultados del numero de esporas por tratamientos
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6.1. Densidad de las esporas en sustrato a nivel de invernadero

Densidad de esporas

100 /\

90

o W T4 Testigo.
80 70
60 /50\ T3 Glomus sp. +

/ Scutellospora sp.
40 T2 Scutellospora sp.
20

T1 Glomus sp.
0
Ay
0

Grafico Ne 1. Esporas por g/cm? a los 70 dias

La primera evaluacion se realizé a los 70 dias obteniendo el siguiente
numero de esporas por 100 gramos de suelo seco: 50 esporas/100gr de
suelo seco de la especie Glomus sp., 70 esporas/100gr de suelo seco de
la especie Scutellospora sp. y 90 esporas/100g de suelo seco en el
tratamiento que contenia tanto Scutellospora sp. + Glomus sp., y en el

testigo no hubo presencia de esporas por gramo de suelo seco (Grafico
Ne1).
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Densidad de esporas

120 /\110 |
100 /\90 W T4 Testigo.
775
80
/ T3 Glomus sp. +
60 Scutellospora sp.
40 / T2 Scutellospora sp.
20 -
T1 Glomus sp.
0
Ay
0

Grafico Ne 2. Esporas por g/cm? a los 90 dias

A los 90 dias se realizé la segunda evaluacién, se obtuvo un notable

incremento en los tres tratamientos: de 75 esporas/100g de suelo seco para
Glomus sp., 90 esporas/100gr de suelo seco para Scutellospora sp., 110
esporas/100gr de suelo seco en el tratamiento combinado de Scutellospora sp.

+ Glomus sp., y el testigo no presenté esporas de ningun tipo (Grafico Ne2).
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Esporas por g/cm? a los 120 dias

120

140

120
Glomus spp
100 -

80 Scutellospora spp

60 1 Glomus spp. +

40 - Scutellospora spp

20 M Testigo

Grafico Ne 3. Esporas por g/cm? a los 120 dias

A los 120 dias luego de someter a estrés hidrico por 2 semanas se realizo la
ultima evaluacién, Glomus sp. presentd 90 esporas/100g de suelo seco ,
Scutellospora sp. presentd 100 esporas/100g de suelo seco, el tratamiento
combinado con Scutellospora sp mas Glomus sp. presenté 120 esporas/100g ,

y el testigo no presentd ningun tipo de esporas (Grafico Ne3).

A los 120 dias las plantas que contenian la combinacion de esporas de los
géneros Glomus sp. y Scutellospora sp. reportaron la mayor altura llegando a
53 cm, le siguieron el tratamiento Scutellospora sp.con una altura de 44 cm ,
las plantas micorrizadas con Scutellospora sp seguido de Glomus sp, entre los
dias 70 y 90 no fue muy evidente su diferencia en altura entre los diferentes
tratamientos, no obstante en los 120 dias se reportd una diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos, finalmente las plantas no micorrizadas no
presentaron alturas cercanas en comparacion a las plantas micorrizadas. Los

resultados de este trabajo son similares a los obtenidos (Prieto et al,
2011).
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La primera evaluacion de la altura de las plantas de Brachiaria decumbens se
realizé a los 70 dias, encontrandose diferencias significativas de acuerdo al
analisis estadistico de ANOVA (Grafico Ne 4), en el tratamiento con Glomus
sp se obtuvo una altura de 24 cm, en el tratamiento realizado con Scute-
llospora sp con 25 cm de altura en el tratamiento combinado Glomus sp mas

Scutellospora alcanzo los 38 cm de altura, mientras que el testigo llegé a los

Grafico Ne 4. Altura de Brachiaria decumbens en cm? a los 70 dias.

23 cm de estatura.
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Grafico Ne 5. Altura de Brachiaria decumbens en cm? a los 90 dias

La segunda evaluacion de la altura de las plantas de Brachiaria decumbens se

realizé a los 90 dias, encontrandose diferencias significativas de acuerdo al
analisis estadistico de ANOVA (Grafico Ne5).
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Grafico Ne 6. Altura de Brachiaria decumbens en cm?.a los 120 dias

La ultima evaluacién de la altura de las plantas de Brachiaria decumbens se
realizé6 a los 120 dias (Grafico Ne6), previo a esta evaluacién se sometié a
estres hidrico para estimular la produccion de esporas, encontrandose diferen-

cias significativas de acuerdo al analisis estadistico de ANOVA.
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6.2. Porcentaje de Colonizacion

En los resultados del analisis de colonizacion, el porcentaje de coloniza-
cion radicular mas abundante se encontré en el tratamiento combinado de
Scutellospora sp con Glomus sp, por otra parte el porcentaje mas bajo de
colonizacion se encontré en el tratamiento que contenia el género de
Glomus sp. La estructura de hongos micorrizicos mas representativa du-
rante el andlisis de colonizacion fue de micelio en el sistema radicular de
Brachiaria decumbens seguido de vesiculas, e hifas micorrizadas, el
porcentaje mas bajo se presentd en arbusculos. En comparacion con otros
trabajos realizados en condiciones similares, se ha reportado mayores in-
dices de colonizacion en los tratamiento a los cuales se les ha aplicado
mas de un género de esporas de hongos micorrizicos arbusculares,
mostrando estos estudios mucha relacién con este, al encontrarse que en
tratamiento combinado de Glomus sp. y Scutellospora sp. la colonizacién

presente los indices mas altos (Grafico Ne 7).

Colonizacion de HMA en raices de Brachiaria
decumbens.

80
80 )
70 -
60 - 60
50 A Micelio
40 - Arbusculos
30 - 30 Vesiculas
20 - 20 Hifas micorrizadas
10 -

0 -

Grafico Ne 7. Colonizacion de HMA en raices de Brachiaria decumbens.

46



6.3. Peso humedo del sistema foliar

El analisis estadistico ANOVA no mostré diferencias significativa a los 70
dias (Grafico Ne8), una ligera diferencia significativa se hizo presente en el
analisis realizado a los 90 dias (Grafico Ne9), no obstante a los 120 dias se
obtuvo una notable difrencia entre las plantas micorrizadas y el control
(Grafico Ne10). Los tratamientos que fueron inoculados con hongos mico-
rrizicos arbusculares HMA presentaron valores superiores al tratamiento
control, este valor es comparable a los realizados por (Prieto et al, 2011)
y (Gonzales et al 2008). No asi el trabajo realizado por (Sosa et al, 2006)
inoculé en Brachiaria decumbens 20 esporas, 10 de Acaulospora sp. y 10
de Glomus sp. alcanzando promedios de peso seco del sistema foliar de
0.054 gr y 0.013gr por planta, para plantas micorrizadas y no micorrizadas
respectivamente, las plantas control demostraron diferencias en su peso
luego de los 70 dias de inoculacién. Plana et al, (2008) inocularon esporas
de varios géneros en Brachiaria decumbens obteniendo resultados por
encima de los alcanzados en este trabajo, cabe mencionar que las
condiciones, el indculo asi como el sustrato, empleados en esta
investigacion fueron diferentes a los que utilizaron los investigadores del
trabajo antes mencionado, factores a los cuales se pueden atribuir los
resultados obtenidos, aunque es evidente y en concordancia con otros
trabajos de investigacion en esta area, los hongos micorrizicos arbuscu-
lares (HMA) influyen en el aumento de masa foliar tanto en peso humedo

COmo Seco.
En este trabajo se realizé el peso humedo en tres periodos, para obtener

los valores se pes6d 10 plantas por tratamiento, promediando las 10

plantas, se obtuvo los valores que se detallan a continuacion:
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Grafico Ne 8. Peso humedo de Brachiaria decumbens a los 70 dias.

El peso humedo del sistema foliar se realizé a la par de la avaluacion de las
otras variables anteriormente descritas esto es tres veces la primera a los 70
dias en los cuales se procedié a pesar 10 plantas por tratamiento y luego
promediar, cuyo valor esta detallado en el grafico (N°8) en el cual se mues-
tra a Glomus sp con 2.6 g, Scutellospora sp con 2 g, Glomus sp y Scute-

llospora sp llegaron un promedio de 2 g mientras el testigo llegd a 1.2 g.
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Grafico Ne 9. Peso hiumedo de Brachiaria decumbens a los 90 dias.

La segunda evaluacién del peso humedo del sistema foliar se realiz6 a los 90
dias en los cuales se procedié a pesar 10 plantas por tratamiento y luego
promediar, cuyo valor esta detallado en el grafico en el cual se muestra al
género Glomus sp con 3.1 g, Scutellospora sp con 3.6 g, Glomus sp mas

Scutellospora sp llegaron un promedio de 3.9 g mientras el testigo llegé a 2.0
g.
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Grafico Ne 10. Peso humedo de Brachiaria decumbens a los 120 dias

La ultima evaluacion del peso humedo del sistema foliar se realizé a los 120
dias en los cuales se procedi6 a pesar 10 plantas por tratamiento y luego
promediar, cuyo valor esta detallado en el grafico en el cual se muestra a
Glomus sp con 3.5 g, Scutellospora sp con 4 g, Glomus sp y Scutellospora sp

llegaron un promedio de 4.3 siendo este valor el mas elevado en los 4 g
tratamientos mientras el testigo llegé a 2.7 g.
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6.4.Descripcion de Scutellospora sp

Estas esporas poseen un color café con variantes en su tonalidad que va
de oscuro cobre a palido, llegando a tener una tonalidad café crema en
algunos casos tiene una forma globosa o subglobosa su tamafio oscila
entre 240 a 360 um, posee 2 capas, una externa que suele estar
permanentemente rigida de color amarillo marrén oscuro y la capa interna
naranja-marron. Con PVLC la espora toma un color amarillo marrén, con el
reactivo de Melzer la espora se torna de un color rojo al marrén (Grafico
Ne11). Poseen un escudo de germinacion con apariencia rugosa, la cual es

visible cuando la espora se encuentra intacta (Tejena, 2012).

Figura Ne 27. Espora del género Scutellospora sp.

51



6.5. Descripcion Glomus sp

Las esporas van de amarillo hialino a naranja: Son de gran tamafio, pueden
ser globosas, subglobosas y a veces ovoide, su tamafio oscila entre los
100 y 240 ym de diametro. Posee cuatro capas naranjas, amarillas y
oscuras con una pared membranosa o laminada, con la capa mas interna
ligeramente oscura de donde nace un tubo germinativo. Con PVLC la
espora mantiene su color amarillo hialino, con el reactivo de Melzer se
torna de un color hialino naranja-oscuro (Grafico Ne12). El tubo germinativo

nace de la capa mas interna de la espora (Tejena, 2012)

=

Figura Ne 28. Espora del género Glomus sp
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7. DISCUSION

En la naturaleza se da una fascinante simbiosis micorrizica entre la mayoria de
las especies de importancia econdmica y algunos hongos edaficos. En un con-
teo previo a la inoculacion de las esporas que se encontraron en las mues-
tras de suelo extraidas de la rizosfera de los cultivos soya, maiz, banano, pifién
y plantas nativas, se obtuvo mayor cantidad de esporas pertenecientes al
género Glomus sp.las cuales en simbiosis con Brachiaria decumbens han te-
nido el menor porcentaje tanto en reproduccion como en efectividad en las
plantas inoculadas asi como menor nimero de esporas con un promedio de 0.9
esporas por gramo de suelo. Este resultado difiere de los obtenidos por Harley
& Smith (1983); Gianinazzi & Gianinazzi (1983) y Sieverding (1991). Sin em-
bargo aun siendo una cepa de alta efectividad la misma actuara efi-
cientemente solo en un grupo de suelos que puede ser amplio o no, de-

pendiendo de la cepa en cuestion (Rivera et al, 2003).

Los hongos micorrizico arbusculares estimulan el crecimiento del sistema
radical y densidad radical en especial el género Glomus sp. este género se re-
produce con mayor rapidez que Scutellospora sp desarrolla mayor cantidad de
hifas, incrementando su capacidad de infeccién (Irrazabal et al, 2005); el siste-
ma extrarradical ha demostrado ser capaz de captar eficientemente todos los
nutrientes (George et al, 1995) en especial del fosforo (Jakobsen, 1995) nitro-
geno (Johansen et al, 1993) y (Tobar et al, 1994) y algunos micronutrientes
esenciales para la planta (George et al, 1995). Lo especificado anteriormente
explicaria el notable incremento de infeccion, efectividad y numero de espo-
ras por gramo de suelo, con un numero de 120 esporas por 100 gramos de
suelo en la combinacién de Glomus sp mas Scutellospora sp. ademas la efec-
tividad de dichos hongos también es estimulada cuando se combinan varias
cepas de hongos micorrizico arbusculares es la regla y no la excepcion. Los
hongos micorrizicos son tan antiguos como las plantas (400 millones de
anos) y ambos han ido evolucionando de forma conjunta hasta nuestros

dias. Lo que se pretende es definir un lineamiento para poseer a futuro un
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manejo efectivo, asi como las vias para su insercion con las practicas agrico-
las en los diferentes sistemas productivos; sistemas que se basan en el mo-
delo biologico de las plantas micorrizadas correctamente, donde la simbio-
sis actue sobre los beneficios de los nutrientes, el agua, el crecimiento y vi-
gor de las plantas, hasta el propio rendimiento sea un elemento constitutivo en

la sostenibilidad agricola.
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8. CONCLUSIONES.

En este estudio se logré aislar 2 géneros provenientes de 4 diferentes

cultivos; maiz, soya, pifion, banano y de flora nativa, no encontrandose dife-
rencias en cuanto a numero de esporas por gramo de suelo, asi como de gé-
neros, con un valor de 40 y 30 esporas por cada 100 gramos de suelo hume-
do, sin embargo en condiciones de invernadero se incrementd el numero de
esporas. No fue posible aislar mas géneros de hongos micorrizico arbusculares
por la baja cantidad de esporas, teniendo en consideracion que el numero
minimo de esporas por maceta fue de 10, ademas muchas esporas encontra-
das en el analisis de suelo no eran viables para realizar la inoculacion. Quiza
esto se deba a una particularidad del suelo, tipico de los ambientes desérticos,
en concordancia con algunos autores, poseen un potencial de indculo de hon-
gos micorrizicos arbusculares bajo y constituido la mayor parte por fragmentos
hifales de esporas, las cuales estan localizados en las capas mas superficiales:
Glomus sp. fue el género mas observado dentro de los analisis de suelo 40 es-

poras por 100 g de suelo.

La estacionalidad ambiental es un factor determinante en la composicién y
variacion de la poblacion de hongos micorrizico arbusculares. Es este aspecto,
la respuesta a la variabilidad de la colonizacion radical y la esporulacién de

los hongos micorrizico arbusculares.

En cuanto al andlisis de los datos, con el objetivo de verificar el grado de in-
fluencia del consorcio de indculo de hongos micorrizico arbusculares con el
método estadistico de ANOVA, para probar la hipdtesis nula en las plantas de
Brachiaria decumbens inoculadas, obtuvieron mayor altura y peso tanto en
materia seca como humeda en relaciéon con las no micorrizadas con Glomus sp
Scutellospora sp., y Glomus sp. con Scutellospora sp., el valor obtenido
(F=6.696,p=2,92) de esto podemos observar que 2,92 es menor que 6,696
por lo tanto se acepta la hipétesis nula, se concluye que el consorcio de hon-

gos micorrizicos arbusculares influyo significativamente en las plantas de Bra-
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chiaria decumbens debido a que se obtuvieron mayores valores en altura y

peso de materia humeda.

La eficiencia de hongos micorrizicos arbusculares en la infeccidn radi-
cular y su contribucidn para mejorara la calidad de las plantas de Bra-
chiaria decumbens demuestran los beneficios fisioldégicos y ecolégicos ejer-

cidos por microorganismos.
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9. RECOMENDACIONES

Es importante realizar mas estudios en la microbiota del suelo, hay géneros
de hongos micorrizicos arbusculares que realizan simbiosis con un solo género
de plantas las cuales estan desapareciendo por efectos de deforestacion.
Debido a que son organismos vivos simbioticos para reproducirse necesitan
realizar simbiosis con un organismo vegetal, para continuar con su ciclo
de vida, se corre el riesgo de perder un potencial de inéculo muy importan-

te para la salud de los ecosistemas.

Multiplicar los hongos micorrizicos arbusculares usando suelo que provenga
del lugar a realizarse la inoculacion del cultivo. Ecuador al ser un pais con
numerosas variables en cuanto al tipoy estructura de suelos, es mas impe-
rativo la necesidad de poseer un banco de germoplasma para multiplicar

hongos micorrizicos arbusculares procedentes de diversas zonas.

Usar algunas plantas trampas para garantizar la mayor multiplicacion posible
de HMA debido a que estos no poseen una alta afinidad al momento de in-
fectar a una planta, pero al tener algunas especies se tiene mas proba-

bilidades de obtener una buena infeccion.

Establecer cultivos monoespéricos con el fin de evaluar la multiplicacién, in-
efectividad y efectividad de cada uno de los géneros individualmente.
Mediante este procedimiento se garantiza que el HMA aislado e inoculado

posteriormente en nuevas plantas, sera de un mismo género y especie.

Evaluar los diversos factores que pueden interferir en el proceso de micorriza-
cion en condiciones naturales, estableciendo la habilidad competitiva y estu-

diando su efectividad en las plantas comerciales.

Divulgar este potencial y hacerla accesible para los pequefios y medianos agri-
cultores, un limitante en la actualidad a mas de la falta de estudios consensua-

dos en HMA es el costo elevado de producir un inéculo comercial.
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10. ANEXOS

Brachiaria decumbens inoculadas con HMA
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Plantas de Brachiaria decumbens.

Secado del suelo micorrizado y tamizado
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Max 1610g a=0.01g

Centrifugacion de las muestras de suelo
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AL T T

Muestra de suelo luego de la centrifugacion
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Laminas con raicillas de Brachiaria decumbens
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