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RESUMEN

Considerando la importancia que en el contexto agroecoldgico, ha cobrado en la actualidad
la utilizacién de hongos formadores de micorrizas (HFM) al ser usados como complementos
de las actividades agricolas, resulta fundamental ampliar el conocimiento que se tiene hasta
el momento de los efectos benéficos de estos microorganismos. Por lo tanto la presente
investigacién tiene como objetivo generar informacién relacionada al efecto de HFM
nativos, sobre el crecimiento y desarrollo de plantulas de Theobroma cacao L. y plantulas
de Tectona grandis L.f. las cuales se cultivaron en bolsas de vivero por 90 y 120 dias
respectivamente, las plantulas se evaluaron en once tratamientos de los cuales cinco tenian
la poblacion nativa de HFM, un tratamiento fue el sustrato de la finca y los demds fueron
mezcla de 50 % de sustrato de la finca + 50 % de suelo con poblacién nativa de HFM. El
efecto de la micorrizacidn se evalué a través de pardmetros de crecimiento como: altura total,
numero de hojas verdaderas, didmetro del tallo, peso fresco aéreo y de raices, peso seco
aéreo y de raices, drea foliar, indice de esbeltez, indice de calidad de Dickson, poblacion
total de esporas y porcentaje de colonizacién. La micorrizacién favoreci6 el crecimiento de
las plantas en la etapa de vivero, para ambas especies el tratamiento sustrato de la finca
presentd los mayores resultados en cuanto a peso seco aéreo y el tratamiento Fluventic
Hapludepts mostr6 los mayores resultados en cuanto a peso seco de raiz e indice de calidad
de Dickson. Los andlisis indican la presencia de los géneros de micorrizas: Glomus,
Scutellospora y Acaulospora, los cuales estan colonizando el sistema radicular de plantulas
de T. cacao y T. grandis en valores promedios entre 43 % y 75 %. Las respuestas anotadas

evidencian el potencial benéfico de las micorrizas en el crecimiento de 7. cacao y T. grandis.

Palabras claves: Agroecologia, Glomus, Acaulospora, Scutellospora, suelos.

vi



ABSTRACT

Considering the importance of the use of mycorrhizal fungi (AMF) in the agroecological
context when used as complements to agricultural practices, it is essential to expand the
knowledge that we have up to the moment of the effects beneficial of these microorganisms.
Therefore, the present research aims to generate information related to the effect of native
mycorrhizal fungi on the growth and development of Theobroma cacao L. seedlings and
Tectona grandis L 1., which were cultivated in nursery bags for 90 and 120 days respectively.
Were used eleven treatments, of which five had a native population of mycorrhizal fungi,
one treatment was the substrate of the farm and the others were mixed of 50% of farm
substrate + 50% soil with native population of mycorrhizal fungi. Was evaluated the effect
of the micorrization through growth parameters such as total height, number of true leaves,
stem diameter, aerial and root fresh weight, aerial and root dry weight, leaf area, Slenderness
index, Dickson quality, total spore population and percentage of colonization. The
micorrization favored the growth of the plants in the nursery stage for both species, the
substrate treatment of the farm presented the highest results in terms of aerial dry weight and
the Fluventic Hapludepts treatment showed the highest results in terms of root dry weight
and Dickson's quality index. The results indicate the presence of mycorrhizal genera:
Glomus, Scutellospora and Acaulospora, which are colonizing the root system of 7. cacao
and T. grandis seedlings in average values between 43% and 75%. The answers noted

demonstrate the beneficial potential of mycorrhizae in the growth of 7. cacao and T. grandis.

Keywords: Agroecology, Glomus, Acaulospora, Scutellospora, soils.

vil



I. INTRODUCCION

Existe una regién del suelo definida como rizésfera donde se ponen de manifiesto numerosas
interacciones entre las raices de la planta y los microorganismos propios de este microcosmo,
especialmente bacterias y hongos. Estas interacciones raiz- microorganismos resultan, a
veces, muy complejas e implican en muchos casos la invasién de la raiz por dichos
microorganismos, o bien permanecen libres en el suelo. En cualquier caso, las interacciones

pueden producir un beneficio a la planta o bien lesiones o enfermedades (Clavijo, 2012).

En este sentido, el estudio de los Hongos Formadores de Micorrizas (HFM) ha demostrado
su importante papel en la nutricién mineral de numerosas familias de plantas, tanto de interés
agricola como en silvicultura. El uso de estos hongos, permite que la planta incremente la
tolerancia al estrés hidrico, se aumenta la produccién, la calidad bioldgica, resistencia a
enfermedades y que la fertilizacion sea mas eficiente, es por ello que en el caso de los cultivos
se podria ahorrar cantidades importantes de fertilizantes minerales e igualmente lograr una

absorcion de los nutrientes disponibles en el suelo (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Estos HFM interactian simbidticamente con cerca del 90% de las plantas terrestres formando
diferentes tipos de asociaciones micorricicas tales como ectomicorrizas y endomicorrizas en
funciéon de las especies flingicas y vegetales entre las que se establece la asociacion
(Honrubia, 2009). En Nicaragua el cultivo de 7. cacao estd en expansion y el pais
recientemente fue distinguido como productor de cacao fino o de aroma (Vega-Jarquin,
2017), es en la actualidad un rubro de alto potencial de exportacién y hoy en dia se fomenta
la inclusién de nuevas dreas para el establecimiento del cultivo, con el fin de incrementar la

produccion y a su vez garantizar plantas de calidad.

Por su parte, T. grandis es una especie de valor comercial que se ha expandido por toda
Nicaragua ya que genera grandes ganancias por ser cotizada y exportada a paises como la
India, China, Taiwan y Costa Rica. La plantacion de 7. grandis es un negocio muy rentable
a largo plazo; sin embargo no deben obviarse la existencia de diversos factores limitantes

para su crecimiento.



Aunque en Nicaragua se reconoce el valor de los principios agroecolégicos como base para
aumentar la productividad y contribuir con la soberania alimentaria, se requiere incrementar
el conocimiento y aplicacién de tecnologias con enfoque agroecoldgico que respalden el

desarrollo agricola sostenible de la nacidn.

Por lo anterior expuesto, el uso de HFM es una alternativa de fertilizacion que facilita el
manejo del agua en el sistema de produccién, mejora la absorcion y la fertilidad del suelo.
Algunos paises de América Latina han hecho estudios sobre ellos: en Colombia Morell,
(2009), determind que la actividad bioldgica de los hongos micorricicos arbusculares juegan
un papel importante en la estructura del suelo y la formacion de agregados estables a través
de diferentes mecanismos; en Costa Rica, Salas (S.f.) sefiala que la viabilidad de restaurar la

simbiosis micorricica influencia la restauracion de paisajes perturbados.

En Cuba, los resultados obtenidos por Ruiz, (2005), mostraron alta respuesta de los cultivos
a la micorrizacion, lograndose incrementos importantes en la masa seca, colonizacion de las
raices y extraccion de nutrientes, encontrandose una alta especificidad suelo-especie de
HFM. En Pert, Rojas et al., (2014) determiné la abundancia y diversidad de HFM en tres
agroecosistemas de cacao, determind su potencial y detectd practicas y asociaciones que

contribuyan al incremento de la poblacién micorricica.

La literatura da indicios de diversos intentos en Nicaragua para realizar caracterizacion,
aislamiento, multiplicacién de cepas nativas, validacion de cepas certificadas asi como sus

posibles aplicaciones forestales e interés comercial (FENIAGRO, 2010).

Teniendo en cuenta la importancia que en el contexto agroecoldgico, ha cobrado en la
actualidad la utilizacién de HFM al ser usados como complementos de las actividades
agricolas, resulta fundamental ampliar el conocimiento que se tiene hasta el momento de la
respuesta de plantas a la micorrizacién, observada €sta en los potenciales efectos benéficos
que los HFM estimulan y los cuales pueden ser evaluados por cambios en las variables de
crecimiento del vegetal. Por lo tanto la presente investigacién pretende corroborar la
simbiosis endomicorricica de ellos con plantas de Theobroma cacao L. y Tectona grandis

L.f.



II. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

v Generar informacion relacionada al efecto de Hongos Formadores de Micorrizas (HFM)
nativos, sobre el crecimiento y desarrollo de pldntulas de cacao (Theobroma cacao L.) y

pléntulas de teca (Tectona grandis L.f)

2.2.  Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de diferentes sustratos portadores de Hongos Formadores de Micorrizas
nativos sobre el crecimiento inicial de plantulas de calidad de T. cacao y T. grandis en

etapa de vivero

2. Identificar géneros de Hongos Formadores de Micorrizas presentes en suelos bajo

produccién de cacao

3. Determinar el porcentaje de colonizacién de Hongos Formadores de Micorrizas en raices

de plantulas de T. cacao y T. grandis en condiciones de vivero



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del area de estudio

El estudio se realizé en la finca El Cacao propiedad de la empresa Ritter-Sport, ubicada en
la comarca La Fonseca en las coordenadas UTM 171113 y 1357514, Municipio de Kukra
Hill (Regién Auténoma Costa Caribe Sur), dicha finca cuenta con 1,500 ha establecidas bajo
sistemas agroforestales con cacao. La zona se caracteriza por tener un clima del trépico
himedo y precipitaciones que oscilan entre 3000 mm a 3600 mm anuales (Reynosa y Diaz,

2016).

FINCAS RITTER SPORT- MUNICIPIO EL RAMA
MAPA DE USO ACTUAL DE SUELO FINCAS RITTER SPORT

+ Mojones mtemos I A con Frtmen
o Ui o Poamibns () Aot oen Lomes
£/, Dvwon oo Lotes

X 491408 mavos mesws
N Loguas g Messpan Cacen
W oesrvsones Aveas de Tacolt
T Arwas Encrarcadns T s 0 s
N Camens inamos

Curva do Nivel ntemedn Permoral Finca
Rt Sport
Curva do Nivel Supiementania

Red Midvea

Escala 120,000

Figura 1. Ubicacién de la finca El Cacao, Comarca La Fonseca, Municipio de Kukra Hill,
RACCS. Fuente: Reynosa y Diaz, (2016)



3.2. Diseiio metodolégico
3.2.1. Recoleccion de muestras

En la finca se seleccionaron 5 sitios en los cuales el cacao estd manejado bajo sistema
agroforestal, pertenecientes a cuatro diferentes subgrupos taxondémicos de suelos descritos
por Reynosa y Diaz, (2016) y que se denominan: Typic Hapludults (TH), Fluventic
Hapludepts (FH), Fluventic Humic Dystrudepts (FHD) y Plinthaquic Hapludults (PH). El
sitio denominado “suelo virgen”, fue tomado en cuenta porque no ha sido intervenido desde

hace 13 afos, sin embargo pertenece al subgrupo Fluventic Hapludepts (Cuadro 1).

En cada sitio se extrajeron al azar seis muestras de suelo (tres drboles de cacao por 2 muestras
de aproximadamente 22679.6 gramos de suelo de cada arbol) a una profundidad de 20 cm.
Se recolecté muestras en dos momentos: Agosto 2016 y Febrero 2017. El suelo recolectado
en 2017 fue utilizado como sustrato portador de HFM de acuerdo a los tratamientos
enunciados en el Cuadro 3. Para este estudio se evalué a 7. cacao bajo condiciones no
controladas y en condiciones de vivero; en cambio a 7. grandis solo se evalu6 en condiciones

de vivero.
3.2.2. Manejo del experimento bajo condiciones no controladas

El ensayo de 7. cacao bajo condiciones no controladas se realiz6 en el Laboratorio de
Semillas de la Universidad Nacional Agraria, con muestras de suelo de la finca El Cacao
recolectadas en Agosto 2016, con el objetivo de evaluar in vivo mediante un Disefio
Completo al Azar unifactorial, la efectividad de la micorrizacion en plantulas de los clones
GS36 y TSH565 con interés comercial, las cuales se cultivaron en vasos de poroplast por 30
dias.

Cuadro 1. Lotes muestreados segiin subgrupo taxonémico de suelo para analisis bajo
condiciones no controladas

Subgrupo taxonémico de suelo Lote muestreado
Plinthaquic Hapludults (PH) 50
Typic Hapludults (TH) 58
Fluventic Hapludepts (FH) Suelo virgen




Para realizar este ensayo se utilizaron como sustrato portador de HFM los suelos
provenientes de los subgrupos taxonémicos mencionados en el Cuadro 1. El ensayo fue
realizado como prueba preliminar con la intencién de corroborar la simbiosis micorricica al
evaluar después del periodo de tiempo mencionado la respuesta de la planta, identificar y

cuantificar esporas asi como el porcentaje de colonizacién (Figura 2).

1. Seleccion sitios de muestreo (Cuadro 1)

1

T1: In6culo PH T1: Inoculo SV
2. Clon GS36 — T2: In6culo TH Clon TSH565 — T2: Testigo
1 T3: Testigo T3: SV estéril

3. Determinacion porcentaje de colonizacion de raices micorrizadas

!

4. Cuantificacion de esporas de HFMA en muestras de suelo

!

5. Efecto de la inoculacion sobre el crecimiento de las plantulas — 6 variables

Figura 2. Diagrama de flujo del manejo del experimento bajo condiciones no controladas

3.2.3. Manejo del experimento bajo condiciones de vivero

El ensayo para ambas especies en condiciones de vivero se establecié con muestras de suelo
de la finca El Cacao recolectadas en Febrero 2017; para este experimento 7. cacao se
establecio en el vivero 1 y T. grandis en el vivero 2, ambos propiedad de Ritter Sport. A
continuacion se detallan las actividades realizadas para el establecimiento de los viveros de

las especies en estudio:

Preparacion de sustrato utilizado como inéculo de HFM y llenado de Bolsa: En cada
sitio muestreado se extrajeron 136078 gramos de suelo de diferentes lotes (Cuadro 2). Se
prepararon 11 tipos de sustratos, los cuales representan los tratamientos evaluados para

ambas especies (Cuadro 3) en la presente investigacion.



Cuadro 2. Lotes muestreados segiin subgrupo taxonémico de suelo para analisis bajo
condiciones de vivero

Subgrupo taxonémico de suelo Lotes muestreados
Typic Hapludults 52y 58
Fluventic Hapludepts 1,2y27
Fluventic Humic Dystrudepts 20y 46
Plinthaquic Hapludults 8y24

Para cada tratamiento se emplearon 12 bolsas de polietileno de 8 x 12 pulgadas, desinfectadas
utilizando fungicida para el control de posibles brotes de enfermedades, se asegurd un llenado
completo de la bolsa y se alinearon en bloques de dos. Estableciendo asi el disefio
experimental completamente al azar, con 11 tratamientos y 6 repeticiones por corte

evaluativo.

Cuadro 3. Tratamientos evaluados para 7. cacao y T. grandis

Tratamientos Descripcion
T1 100% Sustrato de la finca
T2 100% Typic Hapludults (TH)
T3 100% Fluventic Hapludepts (FH)
T4 100% Fluventic Humic Dystrudepts (FHD)
T5 100% Suelo virgen (SV)
T6 100% Plinthaquic Hapludults (PH)
T7 50 % Sustrato + 50 % TH
T8 50 % Sustrato + 50 % FH
T9 50 % Sustrato + 50 % FHD
T10 50 % Sustrato + 50 %o SV
T11 50 % Sustrato + 50 % PH

El tratamiento 1 representaba el testigo y se utilizé el sustrato de la finca; en los tratamientos
2 al 6 se utilizé el 100% del in6culo traido de campo de los diferentes lotes. En los
tratamientos del 7 al 11 se utiliz6 el 50% del sustrato de la finca y el otro 50% del in6culo

traido de los lotes.

Sustrato de la finca: éste contenia suelo con buenas condiciones fisicas (textura media),
colado de la tierra en maya metaliza de 1/4 de pulgada, agregados 5 kg de cal para asegurar
un pH de 5.5 a 6; 4 kg de Bical por metro cubicos de tierra, 136 kg de abono orgénico por

metro cubico de tierra.



Siembra de semilla pregerminada: La semilla utilizada para 7. cacao fue del clon TSH-
565 sembrada el 18 de febrero del 2017 y la semilla de .7. grandis fue sembrada el 11 de
abril del 2017.

3.2.4. Variables evaluadas en el experimento bajo condiciones no controladas

Porcentaje de colonizaciéon: Para evaluar el porcentaje de colonizacién micorricica de las
especies, se consideraron los segmentos de raices colonizados y los no colonizados (Phillips
y Hayman, 1970). Se obtuvo la relacién del total de segmentos colonizados con respecto a
los totales evaluados, considerando todas las estructuras fungicas (hifas, vesiculas,

arbusculos).

Poblacion total de esporas: Para el recuento total de esporas y el porcentaje de esporas por
géneros de HFM por 10 gramos de suelo himedo se realizé un andlisis cuantitativo

(Brundrett et al., 1996).

Altura total: se midi6 con una regla de 30 cm

Numero de hojas verdaderas: se contabilizaron las hojas verdaderas de las plantas
Diametro del tallo: se midié con Vernier a 4 cm de la base

Area foliar: se calculd con la férmula AF= largo (cm) * ancho (cm) * factor de correccion

El factor de correccién utilizado fue 0.75 (Cardenas et al., 2010).

Peso fresco: se determind con una balanza analitica 3S/New Su-15

Peso seco: se determiné con una balanza analitica3S/New Su-15 después de 48 horas en el

horno Binder a una temperatura promedio de 65 °C.

3.2.5. Variables evaluadas en el experimento bajo condiciones de vivero

Para evaluar la efectividad de la micorrizacidn en el crecimiento durante la fase de vivero de

las 132 plantulas de cada una de las especies en estudio, se midieron las siguientes variables:

Altura total: se midi6 con una regla de 30 cm
Niumero de hojas verdaderas: se contabilizaron las hojas verdaderas de las plantas

Diametro del tallo: se midié con Vernier a 4 cm de la base



Peso fresco aéreo y de raices: se determiné con una balanza analitica 3S/New Su-15

Peso seco aéreo y de raices: se determiné con una balanza analitica3S/New Su-15 después

de 48 horas en el horno Binder a una temperatura promedio de 65 °C.

Area foliar: se calculd con la férmula AF= largo (cm) * ancho (cm) * factor de correccién
El factor de correccion utilizado para 7. cacao fue 0.75 (Cardenas et al., 2010); en cambio

para T. grandis fue de 0.6 (Tondjo et al., 2015).

Indice de Esbeltez: se estimé a partir del cociente de la altura (cm) entre el didmetro del
tallo (mm), utilizando la férmula (Tinoco y Ramirez, 2014):

B Altura (cm)
~ diametro tallo (mm)

Indice de calidad de Dickson: se calcul6 a partir de la férmula (Tinoco y Ramirez, 2014):

Peso seco total (g)

altura (cm) peso seco aéreo (g)
didmetro tallo (mm) = peso seco raiz (g)

ID =

Porcentaje de colonizacion: Para evaluar el porcentaje de colonizacién micorricica en las
raices de las especies, se consideraron los segmentos colonizados y los no colonizados
(Phillips y Hayman, 1970). Se obtuvo la relacion del total de segmentos colonizados con
respecto a los totales evaluados, considerando todas las estructuras ftingicas (hifas, vesiculas,

arbusculos).

Numero total de esporas y Porcentaje de esporas por géneros: Para el recuento total de
esporas y el porcentaje de esporas por géneros de HFM por 10 gramos de suelo hiimedo se

realizé un andlisis cuantitativo (Brundrett et al., 1996).

El periodo de evaluacion (Cuadro 4) fue de 3 meses para 7. cacao y 4 meses para 1. grandis.
Se utilizaron 12 plantas por tratamiento: de las cuales 6 plantas seleccionadas al azar se
sacrificaron a los 30 dias en ambas especies y las otras 6 plantas se sacrificaron a los 90 dias

en el caso de T. cacao y alos 120 dias a T. grandis.



Cuadro 4. Periodo de medicion de las variables del estudio para ambas especies

Variables T. cacao T. grandis
Altura total A partir de 15 dias A partir de 15 dias
Numero de hojas verdaderas A partir de 15 dias A partir de 15 dias
Diametro del tallo A partir de 15 dias A partir de 60 dias
Peso fresco aéreo A los 30 y 90 dias A los 30 y 120 dias
Peso fresco raices A los 90 dias A los 120 dias
Peso seco aéreo A los 30 y 90 dias A los 30 y 120 dias
Peso seco raices A los 90 dias A los 120 dias
Area foliar A los 90 dias A los 120 dfas
Indice de Esbeltez A los 90 dias A los 120 dias
Indice de calidad de Dickson A los 90 dias A los 120 dias
Porcentaje de colonizacion A los 90 dias A los 120 dias
Numero total de esporas A los 90 dias A los 120 dias
Porcentaje de esporas por género A los 90 dias A los 120 dias

3.2.6. Manejo agronémico del experimento bajo condiciones de vivero

El manejo aplicado para ambas especies en vivero fue el que se utiliza en la finca El Cacao;
que consiste en una primera fertilizacion a los 15 dias después de la siembra (dds), se aplicé
foliar la formula Ferticacao 13-40-13 usando una bomba de mochila, en una dosis de 2 kg
en 200 litros de agua. Una segunda aplicacion foliar con bomba de motor, se aplico a los 21
dds, a razén de 500 cc de Zinc, Boro 750 cc, Magnesio 750 cc, Hierro 1000 cc y Fungicida
Biozyme 400 cc, todos diluidos en 200 litros de agua.

La tercera aplicacion fue a los 30 dds y una cuarta aplicacién a 7. cacao alos 90 dds y a T.
grandis a los 120 dds, en ambos momentos se aplicé fertilizante Solufeed 20-30-10 con

bomba de mochila, a una dosis de 2 kg en 200 litros de agua.

El manejo de malezas se realiz6 manualmente haciéndose limpias cada 15 dias después de

la siembra y el riego se realiz6 por medio de aspersion.

3.2.7. Aislamiento e identificacion de géneros de HFM
El aislamiento y conteo de esporas de HFM presentes en los cuatro diferentes subgrupos
taxonémicos de suelos asi como en el denominado “suelo virgen” y en el sustrato de la finca

o testigo, se realizé usando el método de tamizado hiimedo, decantacién y centrifugacién en

agua y sacarosa ( Figura 3) (modificado de Brundrett et al., 1996).
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La identificacién de los HFM a nivel de género se efectué con la ayuda de la clave
taxonomica de Gonzalez, (1989).

Muestra muestra agitar

. R - Agregar 100
Pesar 10 g de la @ ml de agua y

Lavar

Aplicar 15 ml. de pasando por
sacarosa los tamices

Centrifugar por 5 Recoger residuos del

<4— minutos a 2000 rpm y tamiz pequefio en
eliminar el Tubo Falcén de 50 ml.
sobrenadante D —
Centrifugar Pasar al plato
—— por3mna ——» Petri
2000 rpm Lavar con
abundante e
agua

X A Muestra
Registrar resultado obtenido en el formato para

A

cuantificacién nimero de esporas

Figura 3. Procedimiento para cuantificar el nimero de esporas de HFM en 10 gramos de suelo
(Modificado de Brundrett et al., 1996).
A continuacion se detalla el proceso de laboratorio para cuantificar el nimero total de esporas
y el porcentaje de esporas por géneros de HFM (modificado de Brundrett et al., 1996): fueron
pesados 10 g de suelo, posteriormente se les adicioné 100ml de agua corriente mientras la
muestra fue agitada. Después de un tiempo de sedimentacion, el sobrenadante fue filtrado
secuencialmente a través de los tamices de 500, 250 y 38 micras. Antes de recolectar en tubos

Falcon el procedimiento descrito fue repetido 3 veces.
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La muestra colectada en el tubo fue centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos, se eliminé el
sobrenadante, se agregaron 15 ml de Sacarosa al 50% (p/v). Luego se centrifugé a 2000 rpm
por 3 minutos, se paso el sobrenadante por el tamiz de 38 micras y se enjuagé con abundante
agua, al final la muestra se colect6 en un plato Petri para su visualizacion en el estereoscopio;

con ayuda de un contador manual se contabilizé el nimero total de esporas observadas.

Para determinar el porcentaje de esporas en la muestra de suelo, fueron succionadas éstas con
una pipeta, colocadas en el portaobjetos y se continud este proceso hasta alcanzar un total de
50 esporas observadas en el microscopio Optico; este nimero sirvié de base para cuantificar
el porcentaje de esporas por género. El cudl fue identificado con ayuda de la clave taxonémica
de Gonzalez, (1989).

3.2.8. Porcentaje de colonizacion de HFM en raices de plantulas de 7. cacao y T.

grandis en condiciones no controladas y condiciones de vivero

El porcentaje de colonizaciéon micorricica existente en las raices de las especies estudiadas
se evalué mediante el método de despigmentacion y tincion de raiz (Modificado de Phillips
y Hayman, 1970). Este se determiné tomando las muestras a partir de las raices secundarias
de cada uno de los tratamientos (Figura 4), en los dos cortes evaluativos detallados en el
Cuadro 4. A continuacion se detalla el proceso de laboratorio para determinar el porcentaje

de colonizacidn de raices micorrizadas:

Se seleccionaron raices finas en un plato Petri, se lavaron las raices con agua corriente, se
cortaron a 1.5 cm aproximadamente y se colocaron en tubos Falcén, se cubrieron las raices
con KOH al 10% (v/v) por 24 horas a temperatura ambiente, se enjuagaron con agua
corriente, se agregd KOH al 10% (v/v) a punto de ebullicion y se colocaron en bafio maria a
80°C por 30 minutos, se enjuagaron con agua corriente, se agregé H>O» al 10% (v/v) y se

colocé en bano maria a 80°C por 15 minutos.

Luego se enjuagaron las raices con agua corriente, se agregd HCl al 10% (v/v) y se colocaron
en bafio marfa a 80°C por 30 minutos, se decant6 el HCL, se cubrieron las raices con Azul
de tripan al 0.05% (p/v) y se colocaron en bafio maria a 80°C por 40 minutos, se enjuagaron

con agua corriente y se guardaron las raices en Lactoglicerol (1:10) hasta su revision.
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Después se decant6 el contenido de raices en un plato Petri y se seleccionaron 10 segmentos
de raices, se colocaron los segmentos a lo ancho del portaobjetos y se coloc el cubreobjetos
evitando la produccién de burbujas. Se observaron los segmentos con el objetivo de 40X,
dividiendo mentalmente cada segmento en 10 fragmentos para obtener 100 campos;
utilizando el formato para la determinacién del porcentaje de colonizacién (Anexo 1), se
anotd un signo positivo cuando se observo estructuras micorricicas y al final se contabilizé
el nimero de campos positivos y el resultado fue el porcentaje de colonizacién para esa

muestra.

Seleccionar raices Lavar con

i CLAREO con bund
secundarias KOH abundante agua
S s .
Muestra Lavar con Llevar al BLANQUEO con
abundante agua Bafio KOH Y H,0,
maria
Lavar con
abundante agua ACIDIFICACION
con HCI
- Montaje TINCION
8
Retirar el colorante y
Observacion al microscopio y determinacion guardar las raices en
del porcentaje de colonizacién Lactoglicerol

Hifa . Vesicula Arbisculo il
‘ Registrar resultados en Formato para determinacién

porcentaje de colonizacién

Figura 4. Procedimiento para determinar porcentaje de colonizacion de raices micorrizadas.
(Modificado de Phillips y Hayman, 1970)

3.3. Analisis de los datos

Los datos fueron sometidos a analisis estadistico utilizando las herramientas de estadistica
descriptiva, andlisis de varianza y pruebas de medias de rangos multiples de Tukey (P<0,05)

con el programa estadistico InfoStat versién 2008.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la micorrizacion en el crecimiento de plantulas de 7. cacao y T. grandis
4.1.1. Respuesta de dos clones de 7. cacao en sustratos con inéculos y sin inoculos

bajo condiciones no controladas

El uso practico de los HFM es considerado como una buena prictica agricola, son
aceptados como biofertilizante por ser un producto natural, que encaja dentro de una
gestion bioldgica en la fertilidad del suelo dirigida a obtener una productividad sostenida

y respetuosa del entorno (MAG, 2013).

En cuanto al efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento de las plantulas de T. cacao
(Cuadro 35), tanto para el clon GS36 como para TSHS565, las variables altura total,
didmetro del tallo y peso fresco no mostraron diferencias estadisticas (ANDEVA,
P<0.05), por su parte nimero de hojas verdaderas, drea foliar y peso seco mostraron

diferencias significativas.

Las respuestas anotadas evidencian el potencial benéfico de los HFM en el crecimiento
del cultivo de T. cacao ya que ellos promovieron formacion de hojas verdaderas que a
su vez incrementd el drea foliar y por ende el peso seco aéreo; por lo cual se confirma
que estos HFM favorecen el crecimiento y desarrollo de la especie, al incrementar la
cantidad de biomasa.

Cuadro 5. Efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento de las plantulas de 7.
cacao bajo condiciones no controladas

Clon Tratamientos Alt total Hojas Diam tallo Area foliar P fresco P seco
(cm) verdaderas (mm) (cm?) (2) (g)
T1: PH 10.81 a 0b 31a 0b 4.16 a 1.80 b
GS36 T2: TH 17.0 a 420a 36a 84.69 a 5.77 a 1.98 a
T3: Testigo 15.14 a 0.75b 39a 14.09b 552a 1.84 b
ANDEVA NS ® NS * NS *
T1: SV 16.48 a 420a 3.60 a 60.70 ab 5.50a 1.30 a
TSH565 T2: Testigo 1271 a 220Db 245a 30.48b 390a 0.66 b
T3: SVestéril 15.85a 390a 2.80 a 83.40 a 490 a 1.04 ab
ANDEVA NS * NS * NS *
ANDEVA: Anilisis de varianza NS: No significativo *; Significativo
PH: Plinthaquic Hapludults TH: Typic Hapludults SV: Suelo Virgen
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4.1.2. Respuesta de T. cacao y T. grandis a diferentes inéculos bajo condiciones

de vivero

La Agroecologia propone un enfoque integral y sustentable de los sistemas de produccion
agricola, los HFM se muestran como una alternativa muy util para una agricultura
sustentable. Sin embargo, existe escaso desarrollo tecnoldgico para su produccién como
biofertilizante, su escasa promocién y divulgaciéon, asi como una capacitaciéon no
suficiente a productores agricolas, lo cual se constituye en retos a superar para consolidar

a esta alternativa ecolégicamente amigable (Cué y Torres, 2014).

El analisis estadistico de altura total, hojas verdaderas y didmetro de tallo para 7. cacao
muestra que no hay diferencias significativas para estas variables; sin embargo en cuanto
a altura total (p=0.7770) el T6 fue el mejor, alcanzando 16.64 cm y el menor fue T1 con
13.37 cm (Figuras Sa, 5b, 5c). El T2 present6 ocho hojas verdaderas (p=0.7843) y el T1
solamente seis hojas. Para el didmetro de tallo (p=0.7246), el T2 fue mayor (3.9 mm) y

el T7 el menor (3 mm).

En cambio, para T. grandis (Figuras 5d, Se, 5f), el andlisis estadistico muestra que no
hay diferencias significativas para las variables hojas verdaderas y diametro de tallo; sin
embargo, si hay diferencias significativas para la altura total (p=0.0018), la mayor altura
la present6 el T1 con 8.56 cm y la menor altura 5.53 cm el T9. El T1 presenté nueve
hojas verdaderas (p=0.7273) y el T6 ocho hojas. En cuanto al didmetro de tallo
(p=0.7545), el T1 fue mayor (3.32 mm) y el TS5 el menor (2.36 mm).
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Figura 5. Efecto de la micorrizacion sobre la altura total (cm), nimero de hojas
verdaderas y didmetro de tallo (mm) para 7. cacao (a, b, c) y T. grandis (d, e, f)



Por su parte 7. cacao (Figura 6a, 6b), no muestra diferencias significativas en peso fresco
aéreo (p=0.0477) donde el tratamiento con el mejor peso fue T2 y el de menor peso el
TS5 con 14.48 g. La variable peso seco o biomasa aérea no muestra diferencias
significativas (p=0.3009) aunque el mejor tratamiento fue T2 con un peso de 6.60 g y el
de menor peso fue TS5 (4.08 g). Para las variables peso fresco aéreo y peso seco aéreo
analizado para 7. grandis (Figura 6d, 6e), se muestran diferencias significativas, con
probabilidades de 0.0001 y <0.0001 respectivamente. En ambos casos el T1 obtuvo los

mayores resultados.
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Figura 6. Efecto de la micorrizacion sobre el peso fresco aéreo (g), peso seco aéreo (g),
peso fresco raiz (g) y peso seco raiz (g) para T. cacao y T. grandis
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T. cacao no muestra diferencias significativas en las variables peso fresco de raiz
(p=0.0912) e indice de Esbeltez (p=0.4032); sin embargo si hay diferencias significativas
para érea foliar con una probabilidad de 0.0397, peso seco de raiz (p=0.0097) e indice de
calidad de Dickson (p=0.0342). El T3 mostr6é mayores resultados en cuanto a peso fresco
de raiz, peso seco de raiz e indice de calidad de Dickson; el T2 presentd los mayores

valores de drea foliar (Figura 7) y el T9 el mejor indice de Esbeltez.
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Figura 7. Efecto de la micorrizacién sobre el drea foliar (cm?) para T. cacao y T. grandis
en etapa de vivero

Para las variables peso fresco de raiz, peso seco de raiz, area foliar e indice de calidad de
Dickson analizado para 7. grandis se muestran diferencias significativas no asi para el
indice de Esbeltez; con probabilidades de 0.0145, 0.0150, <0.0001, 0.0064 y 0.2927
respectivamente. E1 T1 obtuvo los mayores resultados en peso fresco de raiz y area foliar,
por su parte, el T3 obtuvo los mayores resultados en peso seco de raiz e indice de calidad

de Dickson (Figura 8); el mayor indice de Esbeltez lo present6 el TS con 2.11.
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En la comparacion del efecto de diferentes sustratos portadores de HFM, durante el
crecimiento inicial en la etapa de vivero de pldntulas de calidad de 7. cacao y T. grandis
se observa que para ambas especies estudiadas, el T1 present6 los mayores resultados en
cuanto a peso seco aéreo y el T3 mostrd los mayores resultados en cuanto a peso seco de
raiz e indice de calidad de Dickson; por lo cual se puede asegurar que se produjeron

plantas de calidad.

Resultados similares a los observados en este estudio, han sido encontrados en
condiciones de vivero para 7. cacao por Gonzélez, (2014) encontrando a los 90 dias una
altura total de 19.98 cm, 8.5 hojas verdaderas, 6.7 mm de didmetro de talloy 1.2 g de

peso seco raiz. Por su parte, Cardenas et al., (2010) encontraron un 4rea foliar de 380 cm?.
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Figura 8. Efecto de la micorrizacién sobre el Indice de Esbeltez y el Indice de calidad de
Dickson para T. cacao y T. grandis

En la literatura revisada no se reportan datos de indice de Esbeltez e indice de calidad de
Dickson, no obstante, Arizaleta y Pire (2008), encontraron para Coffea arabica L. un
indice de Esbeltez que vari6 entre 3.02 a 3.56 y un indice de calidad de Dickson con
valores que variaron entre 1.60 a 1.79. De manera que para 7. cacao los datos productos

de este estudio se constituyen en un precedente para el manejo de esta especie.
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En el caso de T. grandis, valores similares a los determinados en este estudio, fueron
reportados en el afio 2011 por Rodriguez et al., a los 120 dias en condiciones de vivero:
una altura total de 20 cm, 8.4 hojas verdaderas, un didmetro de tallo de 8.9 mm, peso seco
aéreo de 0.53 g y peso seco de raiz de 0.99 g. Tondjo et al., (2015) encontraron valores
de area foliar que variaron entre 497.6 a 838.8 cm?; Escamilla ez al., (2015) encontraron

valores de indice de Esbeltez entre 1.7 a 3.3 y un indice de calidad de Dickson que varié

entre 2.6 a 5.3.

El papel de los HFM en la rizésfera de las plantas favorece la nutricién mineral,
principalmente en cuatro aspectos: fisiologia y desarrollo de la planta, crecimiento y
morfologia de las raices, procesos de absorcién y disponibilidad de nutrimentos (Blanco
y Salas, 1997; Medina y Azc6n, 2010). En contraste, en los cultivos fuertemente
abonados, tanto en invernaderos, viveros o al aire libre, 1a simbiosis se ve notablemente
inhibida. Por otro lado, todo aquello que afecte a la fotosintesis influird sobre la

micorrizacion (Gallego y Sanchez, S.f.).

El crecimiento de una planta se representa graficamente como un aumento del peso seco
en funcion del tiempo. Este crecimiento como todo proceso fisioldgico sufre
modificaciones debido a los factores ambientales y depende directamente de la energia
liberada durante la respiracion. El drea foliar puede dar una idea del crecimiento de la
planta o se puede relacionar con la acumulacién de materia seca (Benedetto y Tognetti,
2016). Por tal razén, la micorrizacion es beneficiosa al estimular el crecimiento inicial

de muchas especies de plantas (Pérez et al., 2011).

Por lo tanto, los resultados indican que hubo una respuesta positiva en cuanto a
crecimiento en las plantas que estaban en los sustratos con mds esporas, lo que indica
que los HEM son eficientes tanto en condiciones no controladas como en condiciones de
vivero. En vista de que la respuesta de las plantas de ambas especies para las dos
condiciones evaluadas fue positiva, la recomendacién de utilizar HFM en las primeras
etapas del crecimiento es vélida, para obtener plantas con mayor capacidad de

establecimiento y supervivencia.
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4.1.3. Condiciones edaficas de los suelos versus requerimientos edaficos para 7.

cacao y T. grandis

Al contrastar las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos estudiados asi como del
sustrato de la finca (Cuadro 6) con las caracteristicas que necesitan las especies en estudio
(Cuadro 7), se concluye que 7. grandis no es apta para los suelos estudiados porque no
se aproximan a los criterios edéficos que requiere ella; aunque Fluventic Hapludepts se
acerca a un nivel intermedio de sus preferencias. Entre los factores limitantes para su
crecimiento estdn: suelos poco profundos, mal drenados, compactados, de textura

arcillosa y los sitios bajos con alta precipitacion (Fonseca, 2014).

El suelo mds apto para T. cacao es el Fluventic Hapludepts ya que se acerca mads a las
caracteristicas eddficas que exige esta especie; aunque todos los suelos en estudio tienen
de limitante la capacidad de intercambio catidénico la cual puede ser solucionada
modificando la fuente de materia orgénica; el suelo menos apto para ambas especies es

Fluventic Humic Dystrudepts.

En cuanto a la textura, ésta podria influir en la presencia de HFM, posiblemente por la
disponibilidad de oxigeno y la velocidad de infiltraciéon natural del suelo. En un suelo
arcilloso hay poca disponibilidad de oxigeno y bajo drenaje lo cual afecta la viabilidad
de esporas de HFM y por consiguiente el porcentaje de colonizacién en las raices de las

plantas.

Cuadro 6. Condiciones edaficas de los suelos estudiados en finca El Cacao (Valle,
2017; Reynosa y Diaz, 2016)

Orden Inceptisols Ultisols g
Fluventic ustrato
Subgrupo Humic Fluventic Typic Plinthaquic de la
Dystrudepts Hapludepts  Hapludults Hapludults finca
Textura arcilloso frgnco arcilloso arcilloso franco
arcilloso arenoso
pH 44 5.2 5.3 5 6.3
Capacidad de
intercambio 22 14.5 6.6 49 13.8
cationico
(meq/100g suelo)
Mater‘f‘q‘gga“‘ca 7.34 417 5.9 6.78 5.03
Area en la finca (%) 13.40 11.52 24.89 26.66 -
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4.2.

Cuadro 7. Requerimientos edaficos para 7. cacao y T. grandis (MAGAP, 2012;

Fonseca, 2014)
Capacidad de
Especie pH intercambio catiénico Materia organica (%)
(meq/100g suelo)
T. cacao 5-8 13 3
T. grandis 6.5-7.5 16 4

Cuadro 8. Interpretacion de resultados (Quintana et al., 1992)

Caracteristica quimica Valores Clasificacion
<4.6 Extremadamente dcido
u 46-5.2 Muy fuertemente dcido
p 5.2-5.6 Fuertemente 4cido
6.2—-6.6 Ligeramente acido
Capacidad de intercambio <5 meq/100g suelo Muy baja
catiénico 5 - 15 meq/100g suelo Baja
<2 Bajo
Contenido de materia orgédnica 4 Medio
>4 Alto

Identificacion de géneros de HFM nativos provenientes de suelos bajo

produccion de T. cacao

Considerando que los HFM colonizan aproximadamente el 90 % de las plantas
vasculares se realiz6 prueba preliminar con clones de cacao de interés comercial GS36 y
TSHS565 bajo condiciones no controladas con la finalidad de asegurar que los indculos

establecian la simbiosis.

Encontrandose resultados positivos, puesto que para el clon GS36 el inéculo Typic
Hapludults muestra los mejores resultados (Cuadro 9). Para el clon TSH565 no se
muestran diferencias amplias entre el suelo virgen (suelo sin laboreo por mas de 13 afios)
y el suelo virgen esterilizado a una temperatura de 105 °C. Frioni (2005), propone que la
temperatura a la que mueren la mayoria de los microorganismos es a 121°C, siendo
entonces posible la presencia de esporas viables tal como muestran los resultados
obtenidos. Por su parte, acorde con lo esperado, el sustrato arena por ser inerte no mostré

poblacién de esporas de HFM en el suelo.

22



Cuadro 9. Total de esporas de HFM / 10 gramos de suelo bajo condiciones no

controladas
Clon Tratamientos N° total de esporas
Typic Hapludults (TH) 124
GS36 Plinthaquic Hapludults (PH) 40
Arena (Testigo) 0
Suelo virgen (SV) 160
TSHS565 Suelo virgen esterilizado 141
Arena (Testigo) 0

Gallego y Sanchez (S.f.), afirman que aunque los HFM estdn presentes en casi todas
partes, ciertas actividades humanas como las précticas agricolas o la erosion pueden dar
lugar a suelos o sustratos desprovistos de hongos adecuados, o éstos pueden hallarse en
muy escasa cantidad. No obstante, si es lo esperable que, la simbiosis se vea favorecida
en ambientes pobres en nutrientes o sometidos a estrés, donde las plantas no serian

competitivas si careciesen del hongo.

En cuanto al ensayo de 7. cacao y T. grandis bajo condiciones de vivero, los resultados
muestran (Cuadro 10) que el suelo virgen tiene la mayor cantidad de esporas y Typic
Hapludults 1os menores valores; lo cual estaria relacionado con factores que influyen en
la micorrizaciéon como son: pH, compactacion de suelo, densidad aparente, porosidad y

manejo agronémico, entre otros (Acuiia, 2017; Mendoza, 2017; Pérez et al., 2011).

Cuadro 10. Total de esporas de HFM / 10 gramos de suelo bajo condiciones de

vivero
N° total de
Orden Tratamientos pH esporas
Suelo virgen 4.4 173
Inceptisoles Fluventic Hapludepts 4.6 130
Fluventic Humic Dystrudepts 4.7 104
Sustrato de la finca 6.3 100
. Plinthaquic Hapludults 4.9 65
Ultisoles Typic Hapludults 4.3 36
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Ademads, los subgrupos de suelos del orden Ultisoles estudiados son de baja fertilidad;
Plinthaquic Hapludults tiene plintita y mal drenaje y por su parte Typic Hapludults tiene
presencia de 6xidos de hierro y aluminio; estas condiciones de suelo influyen en el
desarrollo de HFM. A partir de estos resultados se podria suponer que hay una tendencia
a que en suelos Inceptisoles se encuentren mayores cantidades de esporas de lo que se

encontrarian en suelos Ultisoles.

Las cantidades de esporas encontradas tienen semejanza con lo encontrado por Prieto et
al., 2012, quienes identificaron micorrizas arbusculares en sistemas agroforestales con 7.
cacao del Tropico Himedo Ecuatoriano y encontraron un promedio de 162 esporas por
cada 10 g de suelo. Para Gallego y Sanchez (S.f.), los HFM se consideran acidoéfilos, con
pH 6ptimo entre 4 y 6 aunque algunos crecen bien a pH 3,0; éstos son aerobios y sensibles

a la falta de agua.

Los porcentajes de esporas por géneros de HFM presentes en suelos con cultivo de T.
cacao bajo condiciones no controladas (Cuadro 11), muestran que el género Glomus
presenta los mayores porcentajes de esporas por ser ubicuo, en cambio los géneros
Scutellospora y Acaulospora se presentan en menores porcentajes. En la Figura 9, se

muestran los géneros de HFM identificados a partir de caracteristicas morfologicas.
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Figura 9. Géneros de HFM identificados: A) Glomus, B) Acaulospora 'y C) Scutellospora
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Cuadro 11. Porcentaje de esporas por géneros de HFM bajo condiciones no

controladas
. % % %
Clon Tratamientos Glomus Scutellospora  Acaulospora
Plinthaquic Hapludults 98 0 2
GS36 Typic Hapludults 90 10 0
Arena (testigo) 0 0 0
Suelo virgen 92 0 8
TSH565 Suelo virgen 92 0 8
esterilizado
Arena (testigo) 0 0 0

Rojas et al., (2014), estudiaron HFM en tres agroecosistemas de 7. cacao en la Amazonia
Peruana y encontraron que las especies de HFM identificadas pertenecian a los géneros
Acaulospora, Ambispora, Archeospora, Cetraspora, Clareideoglomus, Diversispora,

Fuscutata, Glomus, Kuklospora, Pacispora, Paraglomus 'y Sclerocystis.

Segin Gallego y Séanchez (S.f.), el término micorriza se aplica a cerca de 6.000 hongos
diferentes, que establecen relaciones con las raices de las plantas. El nimero y la variedad
de plantas que pueden asociar sus raices a un hongo son muy grandes. La relacion
establecida entre hongo y raiz es también muy variable. Son posibles todos los grados de

interdependencia y de especificidad.

Los célculos de porcentajes de esporas por géneros de HFM presentes en suelos con
cultivo de T. cacao bajo condiciones de vivero se realizé en base a 50 esporas (Cuadro
12), los resultados indican que en los cuatro subgrupos de suelos estudiados las esporas
de Glomus son las predominantes, en cambio las esporas de Acaulospora predominan en
el suelo virgen y en el sustrato de la finca. Esto pudiese estar relacionado al manejo
agronémico de los suelos de donde se obtuvieron los diferentes sustratos, asi como a la

ubicuidad de Glomus.

Cuadro 12. Porcentaje de esporas por géneros de HFM bajo condiciones de vivero

Tratamientos % Glomus % Scutellospora % Acaulospora
Suelo virgen 36 2 62
Fluventic Hapludepts 62 8 30
Fluventic Humic 82 2 16
Dystrudepts
Sustrato de la finca 28 8 64
Plinthaquic Hapludults 54 16 30
Typic Hapludults 70 3 27
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4.3.

Cruz y Vega-Jarquin (2016), aislaron e identificaron géneros de HFM presentes en el
cultivo de 7. cacao en fincas de Rancho Grande y Kukra Hill, Nicaragua encontrando

esporas del género Glomus.

Lépez (1987), sefiala que 7. cacao establece una simbiosis obligada (mds que facultativa)
con hongos micorricicos: Scutellospora calospora y Glomus mosseae. Por su parte
Alvarado et al., 2004, suponen que Glomus es el género més infectivo y efectivo en

plantaciones de 7. grandis.

Sin embargo, basado en el porcentaje de esporas por género mostrado en el cuadro
anterior existe una posible tendencia a que Glomus realice una mejor simbiosis con 7.
cacao 'y Acaulospora con T. grandis. Por lo que los resultados obtenidos proporcionan

bases para investigaciones futuras en cuanto a la especificidad de HFM.

Porcentaje de colonizacion de HFM en raices de plantulas de 7. cacao y T.

grandis

Los HFM forman una asociacién mutualista con la raiz de la mayoria de las plantas. La
importancia de esta simbiosis radica en que la raiz es el vinculo entre la planta y el suelo

y, a su vez, el tejido del hongo es el puente entre la raiz y el suelo (Jaramillo et al., 2007).

En cuanto al porcentaje de colonizacién en raices de pldntulas de 7. cacao bajo
condiciones no controladas, los resultados indican (Figura 10) que hubo una colonizacién
exitosa para suelo virgen, suelo virgen esterilizado y Typic Hapludults. En cambio las
raices que estaban en arena no presentaron colonizacion ya que es un material inerte que

no permite el desarrollo de microorganismos.

Para Plinthaquic Hapludults se contabilizaron esporas, sin embargo, no hubo
colonizacién. Carbonel (2009), menciona que el nimero de esporas en el suelo no se
relaciona con la colonizacion ya que si bien puede ser considerado como un indicativo
del establecimiento de los HFM no representa un indicativo de la efectividad de la

colonizacion.
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Figura 10. Porcentaje de colonizaciéon en raices de 7. cacao bajo condiciones no
controladas

Ademas existen factores que influyen en la micorrizacion tales como: estructura de la
comunidad de plantas, edad de la planta, poblaciones de otros microorganismos de suelo,
microclima, topografia, humedad, temperatura, procesos de degradaciéon y
contaminacion con sustancias quimicas toxicas en el suelo (Acufia, 2017; Mendoza,
2017; Pérez et al., 2011). En su estudio, Cruz y Vega-Jarquin (2016) encontraron 95%
de colonizacién por HFM en muestras de raices de 7. cacao procedente de Rancho

Grande y Kukra Hill, 1a cual se expresa en la presencia de hifas, vesiculas y arbtisculos.

En cuanto al porcentaje de colonizacién para 7. cacao, bajo condiciones de vivero
(Figura 11), los resultados reflejan que los tratamientos 2 y 6 se comportaron mejor tanto
al mes como a los 3 meses de la evaluacion. Sin embargo, se muestra la tendencia de una
rapida colonizacién de HFM en el sistema radicular de esta especie, al primer mes la
simbiosis se establece y en los siguientes meses el porcentaje de colonizacion no aumenta

en gran medida; al compararlo con el grado de colonizacion alcanzado en el primer mes.

Por su parte, Blanco (2006), estudi6 HFM asociados a 7. cacao con diferente manejo
agricola en Santander (Colombia) y encontré porcentajes de colonizacién que variaban

de 50 a 34 %.
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Figura 11. Porcentaje de colonizacidn en raices de 7. cacao bajo condiciones de vivero

Segin Gallego y Sanchez (S.f.), los HFM aumentan la capacidad de absorcién de
nutrientes de la raiz, por el hecho de que el micelio flingico (tejido micorrizal), al
constituirse en una extension de raicillas, explora mucho mas volumen del suelo que la
raiz sola. Pero las ventajas de la micorriza no se limitan a la nutricién vegetal, las plantas
reciben beneficios adicionales como tolerancia a épocas secas (estrés hidrico), exclusiéon

de patégenos del suelo y adaptacion a metales pesados.

Las estructuras micorricicas encontradas en raices de 7. cacao se muestran en la Figura
12.
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Figura 12. Raices de 7. cacao mostrando colonizacién micorricica: A) Arbusculos, B)
Vesiculas y C) Hifas
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En los porcentajes de colonizacién para 7. grandis bajo condiciones de vivero (Figura
13), se observan claramente las diferencias de esta especie en el comportamiento de los
tratamientos comparados con 7. cacao, los tratamientos 1 y 3 reflejan los mayores
porcentajes de colonizacion. Esto es debido a que a menor porcentaje de materia orgdnica
aumenta el porcentaje de colonizacién (Carbonel, 2009). Por lo tanto a mayor
disponibilidad de materia orgdnica en el suelo (Cuadro 5), la simbiosis micorricica se

vuelve menos necesaria por lo cual disminuye el porcentaje de colonizacion.
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Figura 13. Porcentaje de colonizacién en raices de 7. grandis bajo condiciones de vivero

Carbonel (2009), realiz6 un diagnéstico de HFM en cinco sistemas de uso del suelo en
Chanchamayo (Peru) y encontr6 un 90.13 % de colonizacion en las raices que provenian

del sistema de 7. grandis.

Las estructuras micorricicas encontradas en raices de 7. grandis se muestran en la Figura
14.
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Figura 14. Raices de 7. grandis mostrando colonizacién micorricica: A) Hifas, B)
Vesiculas y C) Arbusculos
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V. CONCLUSIONES

La micorrizacion de las plantas de 7. cacao y T. grandis favorecié el crecimiento de ellas
en la etapa de vivero, obteniendo respuesta positiva en la acumulacién de materia seca.
Para ambas especies el tratamiento Fluventic Hapludepts mostré los mayores resultados
en cuanto a peso seco de raiz e indice de calidad de Dickson. Los datos de indice de
Esbeltez (4.2-5.3) e indice de calidad de Dickson (0.6-1.2) para 7. cacao constituyen un

aporte de este estudio y por consiguiente es un precedente para el manejo de esta especie.

Se identificaron tres géneros de HFM en los sustratos evaluados: Glomus, Scutellospora
y Acaulospora; sin embargo se presentan fluctuaciones en la cantidad de esporas con

relacion a subgrupos de suelos y época del afio.

Los HFM encontrados son funcionales ya que estdn colonizando el sistema radicular de
plantulas de T. cacao y T. grandis en valores promedios entre 43 % y 75 %. Al contratar
las caracteristicas de los suelos con los requerimientos de las especies se concluye que
T. grandis no es apta para ser establecida en los subgrupos de suelos estudiados, sin
embargo los tratamientos Fluventic Hapludepts y Sustrato de la finca se acercan a un
nivel intermedio de sus preferencias; en cambio, el suelo mds apto para 7. cacao, es

Fluventic Hapludepts.
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VI. RECOMENDACIONES

Aplicar técnicas moleculares para la identificacion a nivel de especie de los géneros de

HFM encontrados en el presente estudio.

Multiplicar y aislar los géneros de HFM encontrados para luego inocular las plantas con

el género especifico y realizar el posterior escalamiento en campo.
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VIIIL.- ANEXOS



Anexo 1. Formato para la determinacién del porcentaje de colonizacidn.

Analista
Fecha
Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8

1

2

3

4

5

6

14

8

9

10
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Anexo 2. Andlisis de varianza para las variables en estudio de 7. cacao a los 90 dias

Altura total
Variable N R?2 RZAj CV
Altura total 66 0.20 0.00 20.39

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 440.27 1529.350.84 0.6317
Tratam 323.70 10 32.37 0.93 0.5184
Repet 116.56 523.310.67 0.6507
Error 1749.48 50 34.99
Total 2189.75 65

Test: Tukey Alfa=0.05
DMS=11.51478

Error: 34.9895 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T1 24.00 6241 A

TS5 2675 6241 A

T11 2733 6241 A

T7 28.67 6241 A

T4 2892 6241 A

T8 29.17 6241 A

T3 2958 6241 A

T10 30.00 6241 A

T6 3142 6241 A

T2 3158 6241 A

T9 31.67 6241 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Hojas verdaderas
Variable N R? RZAj CV
Hojverd 66 0.31 0.11 17.76

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 141.88 159.46 1.52 0.1353
Tratam 99.76 109.98 1.60 0.1343
Repet 42.12 58.42 1.35 0.2589
Error 311.88 50 6.24
Total 453.76 65
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.86177
Error: 6.2376 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

Tl 12,17 61.02 A

T10 1283 61.02A
T8 13.00 61.02 A
T11 13.17 61.02 A
T6 1333 61.02 A
T7 1417 61.02 A
T5 1433 61.02A

T4 1450 61.02 A

T3 15.17 61.02 A

T9 1583 61.02 A

T2 16.17 61.02 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Diametro tallo
Variable N R2 R2Aj CV
Diatall 66 0.25 0.03 14.02

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.12 15 0.01 1.13 0.3555
Tratam 0.10 10 0.01 1.33 0.2425
Repet 0.03 50.01 0.74 0.5984
Error 0.36 50 0.01
Total 0.48 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.16507
Error: 0.0072 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T7 0.56 60.03 A

T1 0.56 60.03 A

T10 0.57 60.03 A
TS5 0.57 60.03 A
T11 0.60 60.03 A

T9 0.60 60.03 A

T6 0.60 60.03 A

T3 0.64 60.03 A

T4 0.64 60.03 A

T8 064 60.03 A

T2 0.68 60.03 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)




Peso fresco aéreo
Variable N R2 R2ZAj CV
Pfaer 66 0.32 0.12 29.63

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 773.02 15 51.53 1.60 0.1066
Tratam 657.46 10 65.75 2.05 0.0477
Repet 115.56 523.110.72 0.6121
Error 1606.78 50 32.14
Total 2379.81 65

Test:Tukey Alfa=0.05
DMS=11.03520

Error: 32.1357 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

TS 1448 6231 A

Tl 1567 6231 A B

TIO 17.13 6231 A B

Ti1 1820 6231 A B

T7 1840 6231 A B

T8 1853 6231 A B

T6 18.82 6231 A B

T4 19.08 6231 A B

T3 2102 6231A B

T9 2263 6231 A B

T2 2650 6231 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Peso fresco raices
Variable N R2 R2Aj CV
Pfrai 66 0.24 0.10 38.77

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)
FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 79.61 107.96 1.76 0.0912
Tratam 79.61 107.961.76 0.0912
Error 249.27 55 4.53
Total 328.87 65

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.12678
Error: 4.5321 gl: 55

Tratam Medias n E.E.

T10 3.72 60.87 A

T8 420 60.87 A

T7 433 60.87 A

T1 5.03 60.87 A

42

T6 5.17 6 0.87 A

T11 527 6087 A

T9 598 60.87 A

T5 6.25 60.87 A

T4 6.38 60.87 A

T2 6.60 60.87 A

T3 747 60.87 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Peso seco aéreo
Variable N R2 RZAj CV
Psaer 66 0.18 0.03 30.33

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)
FV. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 31.9510 3.19 1.22 0.3009
Tratam 31.95103.19 1.22 0.3009
Error 144.37 552.62
Total 176.32 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=3.14068
Error: 2.6250gl: 55

Tratam Medias n E.E.

T5 4.08 60.66 A

T1 438 60.66 A

T10 4.82 60.66 A

T11 5.10 60.66 A

T7 5.30 60.66 A

T6 5.37 60.66 A

T4 5.60 60.66 A

T8 5.63 60.66 A

T3 5.82 60.66 A

T9 6.07 60.66 A

T2 6.60 60.66 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Peso seco raices
Variable N R2 R2ZAj CV
Psrai 66 0.33 0.20 45.55




Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)
FV. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 14.07 10 1.41 2.68 0.0097
Tratam 14.07 10 1.41 2.68 0.0097
Error 28.93550.53
Total 43.01 65

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.40594
Error: 0.5260 gl: 55
Tratam Medias n E.E.

T10 1.03 60.30 A
T8 1.22 6030 A
T6 1.23 60.30 A
T9 1.30 6 0.30 A
TI11 1.30 6 0.30 A

T7 1.37 6 0.30 A
T1 1.37 6 0.30 A
T5 1.97 60.30 A
T2 2.12 6 0.30 A
T4 2.15 6030 A
T3 247 6030 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

vsllveliveiivelivelivellvellvelive

Area foliar
Variable N R2 R2Aj CV
Arfoli 66 0.33 0.12 29.49

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)
F.V. SC ¢ CM F p-valor
Modelo. 1348619.34 15 89907.96 1.62

0.1025

Tratam 1180029.87 10 118002.99 2.12
0.0397
Repet
0.6950
Error 2778611.45 50 55572.23
Total 4127230.79 65

168589.47 5 33717.89 0.61
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Test:Tukey Alfa=0.05
DMS=458.89727

Error: 55572.2290 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T1 475.46 696.24 A

T5 706.78 696.24 A B

T11 774.18 69624 A B

T3 781.54 696.24 A B

T4 786.74 696.24 A B

T8 79352 696.24 A B

T6  800.95 696.24 A B

T10 804.66 696.24 A B

T7 903.29 696.24 A B

T9 940.03 696.24 B

T2 1026.13 696.24 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

Indice de Esbeltez
Variable N R2 R2Aj CV
1IE 66 0.21 0.0017.14

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 8.86 15 0.59 0.86 0.6085
Tratam 7.33 100.73 1.07 0.4032
Repet 1.53 50.310.45 0.8141
Error 34.30 50 0.69
Total 43.17 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.61238
Error: 0.6861 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T1 417 60.34 A

T8 450 60.34 A

TS 4.67 60.34 A

T4 467 6034 A

T2 467 6034 A

TI1 483 6034 A
T3 483 6034 A
TIO 5.17 6034 A

T7 517 6034 A

T6 5.17 6 0.34 A

T9 533 60.34 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)




Indice de calidad de Dickson
Variable N R2?2 R2Aj CV
ID 66 0.28 0.1540.94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 2.57 10 0.26 2.16 0.0342

Tratam 2.57 10 0.26 2.16 0.0342

Error 6.52550.12

Total 9.09 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.66759
Error: 0.1186 gl: 55
Tratam Medias n E.E.
TIO 0.58 60.14 A
T6  0.66 60.14 A
T8 0.70 60.14 A
TIl 0.73 60.14 A
T7 0.74 60.14 A
T9 0.75 60.14 A
Tl 0.76 60.14 A
TS 093 60.14 A
T4 1.06 60.14 A
T2 1.13 60.14 A
T3 1.20 60.14 A

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 3. Andlisis de varianza para las variables en estudio de 7. grandis a los 120 dias

a) Altura total
Variable N RZ RZAj CV
Altotal 66 0.45 0.29 12.50

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC ¢l CM F p-valor
Modelo. 84.75 15 5.65 2.73 0.0040
Tratam 52.31 105.232.53 0.0151
Repet 32.43 56.49 3.13 0.0155
Error 103.50 50 2.07
Total 188.25 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.80073
Error: 2.0700 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T9 10.52 60.59 A

T5 10.80 60.59 A

T8 11.00 60.59 A

T3 11.00 60.59 A

T7 11.17 6059 A B

T6 11.27 60.59A B

T10 1133 6059 A B

T2 1158 60.59A B

Ti1 11.67 6059 A B

T4 1233 60.59A B

T1 1392 60.59 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

b) Hojas verdaderas
Variable N R%2 RZAj CV
Hojverd 66 0.27 0.05 14.10

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 45.45 15 3.03 1.22 0.2900
Tratam 13.82101.38 0.56 0.8416
Repet 31.64 56.33 2.54 0.0397
Error 124.36 50 2.49
Total 169.82 65
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Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=3.07007
Error: 2.4873 gl: 50
Tratam Medias n E.E.
TS 10.50 6 0.64 A
T9 10.67 60.64 A
T4 10.83 60.64 A
TI 10.83 60.64 A
T6  11.00 6 0.64 A
T7 11.17 6 0.64 A
T3 11.17 60.64 A
T2 11.50 6 0.64 A

T10 11.50 60.64 A
T8 11.83 60.64 A
T11 12.00 60.64 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

¢) Diametro de tallo
Variable N R2? R2Aj; CV
Diatall 66 0.57 0.44 9.40

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.22 15 0.01 4.36 <0.0001
Tratam 0.18 10 0.02 5.54 <0.0001
Repet 0.03 5 0.01 1.99 0.0956
Error 0.16 50 3.3E-03
Total 0.38 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.11164
Error: 0.0033 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T5 052 60.02 A

T2 0.57 60.02A B

T10 058 60.02A B

T9 0.59 60.02A B

T7 0.61 60.02A B

T6 0.61 60.02A B

T8 0.61 60.02A B

T3 0.62 60.02A B

T4 063 60.02A B C

T11 0.66 60.02 B C

T1 0.74 60.02 C

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)




d) Peso fresco aéreo
Variable N R2 RZAj CV
Pfaer 66 0.49 0.34 18.88

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM_ F p-valor
Modelo. 203.86 15 13.59 3.21 0.0010
Tratam 200.09 10 20.01 4.72 0.0001
Repet 3.77 5 0.750.18 0.9696
Error 211.92 50 4.24
Total 415.78 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.00759
Error: 4.2383 gl: 50
Tratam Medias n E.E.
T2 7.58 60.84 A

T5 9.10 60.84 A B
T4 993 60.84 A B
T9 997 60.84 A B
T3 10.13 60.84 A B
T6 10.27 60.84 A B
T7 11.87 60.84 B C

T8 12.12 60.84 B C

T11 1237 60.84 B C

T10 13.13 60.84 C

T1 13.50 60.84 C

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

C

C
C
C

e) Peso fresco raiz
Variable N R% R2Aj CV
Pfrai 66 0.36 0.17 20.11

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 461.24 15 30.75 1.90 0.0459
Tratam 411.54 1041.15 2.54 0.0145
Repet  49.70 5 9.940.61 0.6893
Error 808.89 50 16.18
Total 1270.13 65

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.82973
Error: 16.1778 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T5 16.70 61.64 A

T9 17.05 61.64 A

T2 1780 61.64 A B

TI10 18.83 61.64 A B

T4 1933 61.64A B

Til 1998 61.64 A B

T7 2023 61.64A B

T6 2042 6164 A B

T8 2098 61.64A B

T3 2310 61.64A B

Tl 2562 61.64 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

f) Peso seco aéreo
Variable N R2 RZAj CV
Psaer 66 0.65 0.54 17.48

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 34.02 15 2.27 6.13 <0.0001
Tratam 30.76 10 3.08 8.31 <0.0001
Repet 3.26 50.651.76 0.1385
Error 18.51 50 0.37
Total 52.52 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=1.18430
Error: 0.3701 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T6 283 6025A

T5 2.85 6025 A

T2 295 6025A

T9 3.03 6025 A

T4 332 6025 A

T7 340 6 0.25 A

T8 347 6025 A

T3 350 60.25 A

T11 375 6025 A

T10 3.80 60.25 A

T1 538 6025 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

g) Peso seco raiz
Variable N R?2 R2A] CV
Psrai 66 0.37 0.18 22.47




Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 61.86 154.12 1.97 0.0380
Tratam 53.09 10 5.31 2.53 0.0150
Repet 8.77 51.750.84 0.5304
Error 104.89 50 2.10
Total 166.74 65

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.81944
Error: 2.0978 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T9 5.05 60.59 A

T5 5.27 60.59 A

T6 590 60.59 A B

T4  6.00 60.59A B

T11 625 6059A B
T2 625 60.59A B
T1I0 642 6059 A B

T7 6.88 60.59 A B

T8 7.17 6059 A B

T1 752 60.59 A B

T3 8.20 60.59 B

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)

h) Area foliar
Variable N R? RZAj CV
Arfoli 66 0.57 0.44 20.48

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

FV. SC g CM F p-valor
Modelo. 614139.77 15 40942.65 4.45
<0.0001
Tratam 483951.74 10 48395.17 5.27
<0.0001
Repet
0.0250
Error 459563.94 50 9191.28
Total 1073703.72 65

130188.03 526037.61 2.83
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Test:Tukey Alfa=0.05

DMS=186.62703

Error: 9191.2789 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T5 364.34 639.14 A

T6 390.68 639.14 A

T9 398.85 639.14 A

T2 410.11 639.14 A

T10 428.43 639.14 A

T8 473.77 639.14 A

T7 474.70 639.14 A

T4 490.86 639.14 A

T3 49441 639.14 A

T11 535.17 639.14 A B

T1 688.06 639.14 B

Medias con una letra comiin no son

significativamente diferentes (p > 0.05)
i) Indice de Esbeltez

Variable N R2 RZAj CV

IE 66 0.29 0.07 13.01

Cuadro de Analisis de la Varianza
(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.22 15 0.08 1.33 0.2202
Tratam 0.75 10 0.08 1.24 0.2927
Repet 0.46 50.09 1.52 0.2001
Error 3.05 50 0.06
Total 4.26 65

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.48056
Error: 0.0609 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T11 1.76 6 0.10 A

T9 1.79 60.10 A

T3 1.79 60.10 A

T8 1.81 60.10 A

T7 1.85 60.10 A

T6 1.89 60.10 A

T1 1.90 60.10 A

T10 197 60.10 A

T4 1.98 60.10 A

T2 203 60.10 A

T5 2.11 60.10 A

Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (p > 0.05)




)] Indice de calidad de Dickson
Variable N R2 R2ZAj CV
1D 66 0.40 0.23 23.39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 31.60 15 2.11 2.27 0.0157

Tratam 26.81 10 2.68 2.88 0.0064

Repet 4.79 50.96 1.03 0.4096

Error 46.49 50 0.93

Total 78.09 65

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.87701
Error: 0.9297 gl: 50

Tratam Medias n E.E.

T5 3.14 60.39 A

T9 338 60.39A B

T4  3.69 6039A B

T2 3.70 60.39 A B

T6  3.82 6039A B

T10 399 60.39A B

TIl1 427 6039A B

T7 445 6039A B

T8 462 6039A B

Tl 504 6039 B

T3 5246039 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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